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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

YABANI VE YENILEBILIR BIR MANTAR OLAN LACTARIUS EUCALYPTI O. K.
MILL & R. N. HILTON’ DAN POLIFENOL OKSIDAZIN SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Ilksen KUYUMCU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Ogr. Gér. Dr. Yakup KOLCUOGLU
2014, 72 sayfa

Bu calismada, polifenol oksidaz (PFO), yabani ve yenilebilir bir mantar olan Lactarius
eucalypti’den, Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli kullanilarak, afinite
kromatografisi ile saflastirildi ve biyokimyasal olarak karakterize edildi. Saf enzim
eliatinda PFO’1n varligi, dogal ve SDS-poliakrilamid jel elektroforezlerinde tek bir bant
halinde ortaya konuldu. 4-metilkatekol (4-MK) substrati varliginda enzimin optimum
pH’s1 5,0, L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) ve 3-(3,4-dihidroksifenil) propiyonik asit
(DHPPA) substrati varliginda 7,0 olarak belirlendi. Optimum sicakligi, 4-MK ve L-DOPA
substratlar1 varliginda 20°C, DHPPA substrat1 varliginda 30°C olarak belirlendi. Enzimin
151l kararlilik profili incelendiginde substratlari i¢in optimum sicakliklarinda bir saatlik
inkiibasyon sonucu aktivitesini %60 korudugu goézlendi. L. eucalypti PFO sunun 4-MK ile
pH 5,0, DHPPA ve L-DOPA ile pH 7,0’de 24 saat inkiibasyon sonucu oldukg¢a kararli bir
profile sahip oldugu goézlendi. Yapilan kinetik calismalar sonucunda, Vmas Ve Ky degerleri
sirastyla, 4-MK, DHPPA, L-DOPA substratlar1 varliginda 2500, 2000, 1666 U/mg protein
ve 0,25, 0,4, 0,83 mM olarak belirlendi. PFO i¢in elde edilen Iso degerlerine gore, askorbik
asitin L. eucalypti PFO’su tizerinde en etkili inhibitor oldugu gozlendi. Ayrica bazi metal
iyonlarinin PFO aktivitesine farkli sekillerde etkiledigi tespit edildi. Calismalar sonucu
elde edilen veriler, bu enzimin bir ¢ok endiistri alani i¢in faydali olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Lactarius eucalypti, Polifenol Oksidaz, Afinite Kromatografisi,
Karakterizasyon, Saflagtirma
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Master Thesis
SUMMARY

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF POLYPHENOL OXIDASE FROM
A WILD EDIBLE MUSHROOM LACTARIUS EUCALYPTI O. K. MILL & R. N.
HILTON

flksen KUYUMCU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Yakup KOLCUOGLU, PhD.
2014, 72 pages

In this study, a polyphenol oxidase (PPO) was purified from wild edible mushroom,
Lactarius eucalypti O. K. Mill & R. N. Hilton, by using a Sepharose-4-B-L-tyrosine-p-
aminobenzoic acid affinity column and characterized biochemically. The purified enzyme
was appeared as a single band on native- and SDS- polyacrylamide gel electrophoresis.
Optimum pH and tempetature the purified enzyme were found to be 5,0, and 20°C for 4-
methlycatechol (4-MC), 7,0 and 20°C for L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) and
7,0 and 30°C for 3-(3,4-dihydroxyphenyl) propionic acid (DHPPA), respectively. Having
studied the thermal stability of the purified enzyme, it was conserved the activity
approximately 60% in their optimum temperature in presence of the all substrate after an
hour incubation. It was observed that L. eucalypti PPO very stabile at pH 5,0 with 4-MC, at
pH 7,0 with DHPPA and L-DOPA after 24 hour incubation. In the presence of, 4-
methlycathecol , L-DOPA and DHPPA as a substrate, Vmax and Ky, values were calculated
as 2500, 2000, 1666 U/mg and 0,25, 0,4, 0,83 mM, respectively. According to Iso data,
ascorbic acid was found most effective inhibitor on the L. eucalypti PPO activity. In
addition, some metal ions affect the enzyme activity at different concentrations. The
findings from the present study showed that this enzyme can be used for some industrial

purposes.

Key Words: Lactarius eucalypti, Polyphenol Oxidase, Affinity Chromatography,
Characterization, Purfication
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Son yillarda gerek biyoteknoloji alanindaki gelismeler, gerekse ¢evre duyarligimin
artmasi sonucu, enzimlerin ¢esitli endiistri kollarinda kullanimi, diger iilkelerde oldugu
gibi Tiirkiye'de de giderek yaygilagsmistir. Endiistriyel enzimler tilkemizde en ¢ok tekstil
ve deterjan sanayinde kullanilmakta olup, bunu gida ve deri endiistrisi izlemektedir.

Gida endiistrisinde de enzimler ozellikle son yillarda tiiketiciye cazip gelecek ve
yiiksek besleyicilik degerine sahip gidalarin gelistirilmesi ve iiretiminde gittikce artan bir
Ooneme sahip olmaya baslamislardir. Gidalarin korunmasina iligkin olarak yapilmasi
gereken temel uygulamalardan birisi dokulardaki kimyasal olaylarin kontrol altina
alimmasidir. Ciinkii 6zellikle sebze ve meyvelerde meydana gelen kimyasal degisimler
liriiniin renginin bozulmasma ve daha da Onemlisi besin degerinin diigmesine sebep
olmaktadir. Bu renk bozunmalari enzimatik ve enzimatik olamayan kimyasal reaksiyonlar
sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Pembeden, mavimsi-siyaha kadar olan farkli tondaki bu renk degismelerine
esmerlesme ya da kararma denir. Esmerlesmeyi etkileyen baslica faktorler; pH, sicaklik,
dokularda bulunan oksijen miktar1 ve aktif Polifenol oksidaz (PFO) (E.C. 1.14.18.1)
konsantrasyonu seklinde siralanabilir.

Bu nedenle, ¢esitli bitkilerdeki esmerlesme olaylarinin ortaya konulmasi, etkilerinin
anlagilmas1 ve ¢oziimler bulunmasi, hem insan beslenmesi hem de saglik agisindan,
olduk¢a onemlidir. Enzimatik esmerlesmenin onlenmesinde ise en gecerli yontem, PFO
aktivitesinin kontrol edilmesidir. Bu nedenle, enzim aktivitesine etki eden parametrelerin
cok iyi bilinmesi gerekmektedir. Meyve ve sebzelerin iglenmesi sirasinda uygulanan
prosesleri en aza indiren, uygun yeni teknolojilerle birlikte, meyve ve sebzelerin kisi
basina diisen tiiketimindeki artig, bir¢ok iilke icin ekonomik yararlar saglayacaktir

(Labuza, 1992).



1.2. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgi

Mantarlar ¢ok eski zamanlardan beri bilinen bir besin olmasina ragmen,
yetistiriciliginin ilk kez 16. yiizyilda Fransa“da yapilmaya baslandigi pek cok kaynak
tarafindan bildirilmektedir. Baslangicta mevsime bagli olarak agikta yetistirilmeye
baslanan mantar 19. ylizyilin baglarinda tas ocaklari, magara ve tiinel gibi sicaklik ve
nemin oldukca diizenli oldugu kapali alanlarda ve ilkel yontemlerle {iretilmistir. 20.
yiizyillin baslarinda doku kiiltlirlinden misel {iretiminin gerceklestirilmesi ve yeni
tekniklerin gelismesiyle mantarlar, bu amagla kurulmus 6zel isletmelerde yetistirilmeye
baslanmustir (Erkel, 1992).

Yabani olarak yetisen mantarlar diinya ¢apinda yaygindir. Diinya iizerinde var olan
mantar tiirlerinin sayis1 tam olarak bilinmemekle birlikte on binler civarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Bilinen tiirlerin yiizde ondan daha az bir kisminin yenilebilir oldugu, buna
yakin bir oranda tiirin ise zehirli oldugu disiiniilmektedir (Toth, 1995). Yabani olarak
yetisen yenilebilir mantarlarin tiiketimi gelismis iilkelerde dahi, eser elementler ve protein
igerigi agisindan zengin olmalarindan dolay1 giin gectikge artmaktadir (Sesli vd., 1994)

Mantarlar klorofil tasimayan organizmalar olup, canli bitkilerin {izerinde parazit
olarak, olii bitkilerin iizerinde ¢iiriikk¢lil veya baska canlilar ile simbiyotik bir yasam
stirdiiriirler. Mantarlarin tiremesi sporlar ve/veya miseller yoluyla gergeklesir. Topraga
dokiilen sporlar riizgarla ya da boceklerle ¢evreye dagilir ve toprakta yillarca yasayabilir.
Mantarlar nemli ortamlarda gelisirler. Bu nedenle, yagmurlardan sonra topraktaki sporlar
¢imlenerek mantarlar1 olustururlar. Ortalama bir mantarin yaklasik %90’1sudan olusur. Bu
sebepten dolay: yasam siiresi kisadir ve hemen ¢iiriir.

Fruktifikasyon organi veya mantar meyvesi olarak da bilinen sapka, Basidiomycetes
smifinda basidiokarp, Ascomycetes sinifinda askokarp adini alir. Basidiomycetes sinifinda

mantarlarin en gelismis tiirleri bulunur (Boztok, 1990).



Lameller
Misel Primordium

Geng¢ mantar Sap

Sekil 1. Bir mantarin ana bolimleri (URL-1, 2013)

Sekil 1’de bir mantarin ana bolimleri gosterilmektedir. Mantarlarin toprak alti
kismin1 miseller, toprak istii kismini ise sapka olusturur. Toprak alti kismini olusturan
miseller bitkilerdeki kokler gibi ortamdan su ve besin maddelerini alarak baska noktalara
naklederler. Ancak, yiiksek bitkilerde toprak iistii kismini olusturan plumula ve toprak alti
kismini olusturan radikula tohumda hemen hemen ayni anda olusurken mantarda iiretim
birimi olan spor ¢imlenmesi ile 6nce miseller ve daha sonra misellerden sapka
olusmaktadir. Mantarlarda sap veya sapka yeterince besin maddesi toplayarak belli bir
noktada yogunlagsan sekonder misellerden meydana gelir. Yogunlasan sekonder misellere
tersiyer misel adi verilir. Basidokarp’in olusumu sirasinda sap kismindaki hiicrelerin
igerdigi nucleus sayis1 yirmiye kadar ¢ikarmaktadir. Basidokarp’in yapitas1 hif adi verilen
tiip seklinde iplikg¢iklerdir. Hiicre ¢eperinin yapisinda baslica kitin, seliiloz, lignin ve diger
organik bilesikler bulunur. Hiicre ¢eperinin bilesimi, hiicrenin yasina, ¢evre kosullarina,
sicakliga, ortamin pH’sina gore farklilik gostermektedir. Hiicrenin i¢i protoplazma ile
doludur. Renksiz ve saydam olan stoplazma lipidik graniiller ve ¢ubuk seklinde olusumlar
igerir. Vakuoller hiicrenin gaz alig verisini diizenler, hem de stoplazmanin artiklarini

barmdirir (Boztok, 1990).

1.2.1. Mantarlar ve insan Saghg

Mantarlar protein igerigi ag¢isindan olduk¢a zengindir ve biitiin esansiyel

aminoasitleri igerirler. Ayrica, az miktarda yag asidi i¢cermelerinden dolay1 diisiik kalorili



gidalardir. Mantarlar, karbohidrat ve fiber agisindan ise kismen zengindirler. Bunlarin
yaninda, mantarlar onemli miktarda vitamin igerirler. Bu vitaminler tiamin, riboflavin,
askorbik asit, vitamin D2 ve minerallerdir (Breene, 1990). Mantarlar diisiik kalorili,
protein, vitaminler ve mineraller yoniinden zengin olduklarindan, saglik agisindan degerli
gidalardir (Kovacz, 1996).

Mantarlarda bulunan protein miktar1 tiir ve c¢esidine gore degismekle birlikte
ortalama olarak 100 g mantarda 3-8 g’dir. Bu proteinlerin ortalama % 70’1 sindirilebilir
niteliktedir. Boylece yenilen 100 g mantarin yaklasik 2-5 g’1 protein olarak viicuda alinir.
Mantarlardan alinan proteinler viicutta depolanmaz, giinliikk harcanirlar (Erkel, 1992; Giicin
ve Diilger, 1997).

Hayvansal gidalarda ise ortalama % 8-15 arasinda protein bulunmaktadir. Bu
proteinlerin ortalama % 30-40’1 sindirilir; yani yenilen 100 g hayvansal gidadan alinan
protein miktar1 yaklasik 3-8 g kadardir. Ancak bu proteinlerin fazlasi viicutta depolanmaya
baslayarak aminoasitler bigiminde damar ¢eperinde birikir. Bu 6zellikle erkeklerde goriilen
kalp-damar hastaliklarinin nedenlerinden biridir. Kalp damar hastaliklarina sahip Kisiler
icin hayvansal gidalarin alinmasi sakincalidir. Mantarlardaki protein miktar1 hayvansal
yiyeceklerdeki protein miktarindan biraz az da olsa, viicutta birikme riski olmamasindan
dolay1 tercih nedeni olmalidir. Bunlarin yaninda, mantarlardaki proteinlerde insanlarin
beslenmesi i¢in gerekli tiim aminoasitler de bulunmaktadir. Tiim bu sebeplerden dolay:
mantarlar sagligimiz agisindan 6nemli besinlerdir (Erkel, 1992; Giicin ve Diilger, 1997).

Insanlar D vitaminini giines 15181 etkisiyle cilt iizerinde sentezleyebilmelerine
ragmen, D vitamini bilesiklerinin gilinliikk diyetle alinimi, o6zellikle kuzey bolgelerde
yasayanlar i¢in onemlidir. Kemik hastaliklarinda ve kemik yumusamasina karsi etkili
olmasinin yani sira D vitamini ayn1 zamanda postmonopozal osteoporosisin dnlenmesinde
de etkili olabilir. Ancak ¢ok az besin maddesi dogal olarak 6nemli oranda D vitamini
icerir. Mantarlar, hayvansal kaynaklar disinda D vitamini iceren tek dogal kaynaktirlar ve
vejetaryenler i¢in dogal D vitamini kaynagidirlar. Birgok yabani mantar tiiriiniin D2
vitamini agisindan zengin oldugu rapor edilmistir (Mattila vd., 1999).

Mantarlar geleneksel bir ilag olarak yan etkilerden uzak olmasi nedeniyle gesitli
hastaliklar1 6nlemek ve iyilestirmek igin gerekli bilesiklerin kaynagi olarak 6nemi giin
gectikce artmaktadir. Dogal triinler arasinda mantar, kolayca ve bol miktarda elde
edilebilmesi ayrica ucuz olmasi nedeniyle klinik ¢aligmalarda en potansiyel aday olarak

goriilmektedir. Mantar orijinli antibiyotikler giinlimiizde bakteriyel enfeksiyonlar i¢in



kullanilmaktadir. Arastirmalar antifungal karbohidratlar yoluyla mantarin antikanser
dogasi, oOzellikle akciger kanserine etkisi {izerine yogunlagsmistir. Mantarlari, c¢esitli
kabilelerin ¢ok eskiden beri tedavi edici olarak kullanmalari, tibbi potansiyellerinin
Onemini ortaya Koymus ve arastirmacilarin goriislerini modern tibbi potansiyelleri tizerinde
yogunlastirmalarina sebep olmustur. Mantarlar herbal tedavinin uygulandigi toplumlarda
diger mantarlarla veya otlarla karistirilarak onlarin biyoaktifligini arttirici/azaltict veya yan

etkilerini 6nleyici olarak da kullanilmislardir (Sesli, 1994; Blackwell, 1998).

1.2.2. Lactarius eucalipti O. K. Mill & R. N. Hilton’un Morfolojik Ozellikleri

Sekil 2. Lactarius eucalipti O. K. Mill & R. N. Hilton’un friiktifikasyon
organlari

Yabani ve yenilebilir bir mantar olan Lactarius eucalipti kum igeren ¢esitli
topraklarda, kii¢iik gruplar halinde oOkaliptus agacinin altinda 1slak ve kuru sartlarda
yasayabilen bir mantar tiiriidiir. Sapka kismi basik dis bilikey, 25-30 mm ¢apinda, tiiysiiz,
kirmizims1 kahve renktedir. Sap silindirik, 20-50 mm bazen beyaz ve tiiysiiz bazen
sapkayla uyumlu ya da viyole kirmizi renktedir. Gil dokusu orta yogunlukta, krem
renginde ve ikili seriler halindedir. Etli kism1 yumusak, renkli, esnek ve havayla temas
ettiginde renk degistirmez. Sporlari beyaz kiiresel, 7,5-8,5 x 7,5-8,5 um’dir (URL-2,
2013).



1.3. Esmerlesme Reaksiyonlari

1.3.1. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonlar:

Meyve ve sebzelerden iiretilen birgok {irliniin enzimlerin rolii olmadan, bagka
faktorlerin etkisiyle 6zellikle 1s1 etkisiyle hizlanan bir renk esmerlesmesine ugradiklari
gozlenmektedir. Meyve sulari, kurutulmus meyve ve sebzeler bazi agik renkli meyve ve
sebze konserveleri gibi {riinlerde bu tip renk degisimleri belirgin bir sekilde
goriilmektedir. Esmerlesme, tliretim sirasinda uygulanan 1s1l islem sonucu olustugu gibi,
depolama sirasinda da yavas bir hizla devam eder. Olayda enzimlerin rolii olmadigindan,
bu tip renk esmerlesmelerine "enzimatik olmayan renk esmerlesmeleri** denir.

Karmagik polikondensasyon olaylar1 sonucunda, esmer renkli, *Melanoidin” denen
bilesikler olugmaktadir. "Maillard reaksiyonu” da denilen enzimatik olmayan renk
esmerlesmesi olaylarinda bir¢ok ara iirlinler olusmaktadir.

Maillard Reaksiyonlarinin olduk¢a karmasik olmasina ragmen genel olarak ii¢
basamakta meydana geldigi bilinmektedir. Ik basamakta seker ve aminoasitlerin

kondenzasyon reaksiyonu (Sekil 3) sonucu yapidan suyun uzaklasmasiyla Schiff bazi

olusur.
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Sekil 3. Serbest amino grubu ve karbonil grubu arasindaki kondenzasyon
reaksiyonu (Yildiz vd., 2010).
Asit-baz katalizli ve doniigiimlii olan bu reaksiyondan sonra Schiff bazi aldozilamine
doner. Aldozilamin bu asamada. aldozlar icin Amadori diizenleme reaksiyonlar: ile

ketozamine (1-amino-1-dezoksiketoz) izomerize olur (Sekil 4).
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Sekil 4. Amadori yeniden diizenlemesi (Yildiz vd., 2010).

Ikinci basamak renk degisiminin de basladig1 basamaktir. Bu basamakta birbirinden
farkli baslica 3 yol bulunmaktadir. En 6nemli Maillard ara iirlinlerinin olustugu birinci
yolda 1 -amino-1-dezoksiketoz baska bir aldoz molekiilii ile reaksiyona girerek daha az
stabil olan diketozamine donisiir. Diketozamin monofruktozamine ve 3-deoksiosuloz gibi
birgok bilesige pargalanir ikinci basamagin ikinci yolu Amadori iiriinlerinin enolizasyonu
(bir karbon atomundan komsu karbonil grubunun oksijenine bir protonun go¢ etmesi ile
doymamus bir alkol yani enol olusmasi olay1) ile gergeklesir. Bu yol pH’nin 7°den diisiik
oldugu durumlarda pentoz sekerlerin furfurala; heksoz sekerlerin de hidroksimetilfurfurala
dontigsmesi ile devam ederken pH’nin 7’den yiiksek oldugu durumlarda oldukca reaktif
iiriinlere enolize olur. Ikinci basamagin {igiincii yolu Strecker bozulmas: (Sekil 5) olarak
adlandirilmaktadir. Karbonil gruplarinin amino gruplan ile kondanse oldugu ve CO;
olusumu ile karakterize edilebilen bu basamak, ayni zamanda aroma olusumunun da

baslangicidir. Aromanin kaynagi aldehit ve aldehit tiirevi bilesiklerdir.

N, /
\ /
H //C'—C\\ \ R N\ /R
R—C——COOH 4 Y \C/NEC/ c— \c\COOH
—>
—_— | |\COOH (U
NH, -H,0 /C\\(o\‘H P ~0oH
e, A
+Ho | T FTY
HoN OH,
-CO, R——C——COOH

R—CHO - ———— H

Sekil 5. Strecker bozulmasi (Yildiz vd., 2010).



Uciincii basamak onceki basamakta olusan bilesiklerin aminlerle birlesmesi,
aldollerin kondanse olmasi, aldehit ve aminlerin polimerize olmasi ve bdylece melanoidin
denilen heterosiklik yapidaki koyu renkli bilesiklerin olusmasidir. Aromatik molekiillerin
tretimi  reaksiyon dizileri sonucunda olusur. Bu diziler olduk¢a karmasik olup
hidroksimetilfurfural, dihidrofuranlar, furanlar, piruvaldehit veya dimetilpirazin gibi
kimyasal tiirlere benzerler (Edwards, 2000; Celebi, 2006; Coca, 2004).

Polimerizasyon/ Kondenzasyon
Karbonil / Aldehit + Amin » Melanoidin

Sekil 6. Maillard reaksiyonlariin ti¢lincli basamagi

1.3.2. Enzimatik Esmerlesme Reaksiyonlari

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlari1 sebze, meyve ve tahillarda dogal olarak bulunan
polifenol oksidaz enziminin neden oldugu bir oksidasyon reaksiyonudur. Normal sartlarda
enzim hiicre igerisinde oksijenden temassiz bir halde bulunmaktadir. Ancak, meyve veya
sebze kesildigi ya da zedelendigi zaman enzim hiicre disina ¢ikar ve molekiiler oksijen
varhiginda bazi fenolik bilesiklerle reaksiyona girerek renkli bilesikleri olusturur
(Mathewson, 2000; Mcweeny, 1974).

Enzimatik karamanin olabilmesi i¢in polifenol oksidaz enzimi, etkiledigi polifenolik
madde ve molekiiler oksijenin bir arada bulunmalar1 gerekir. Ayrica sicaklik, pH gibi
enzim aktivitesini direkt olarak etkileyen sartlarin uygun bir seviyede olmasi gerekir.
Enzimatik esmerlesme fenolik madde, molekiiler oksijen ve polifenol oksidaz enziminden
birinin ortadan kaldirilmasi ile durdurulur veya azaltilabilir. Ayrica bu tiir esmerlesme
reaksiyonlar1 1s1 inaktivasyonu, substratlarin uzaklastirilmasi, sodyum siilfit ve askorbik
asit ilavesi, ortamin pH’sinin diisiiriilmesi veya yiiksek basing uygulanmas ile dnlenebilir
(Yang vd., 2001).

Enzimatik kararmanin ilk asamasi O-kinonlarin oOlusmasidir. o-kinonlar ise
o-dihidroksifenol {initesi igeren her ¢esit fenolik maddelerden olusmaktadir. Enzimatik
esmerlesme reaksiyonlarinin substrati esas olarak 0-dihidroksifenol grubu igeren
bilesiklerdir. Ancak bu her zaman zorunlu degildir. Nitekim baz1 fenolik maddeler, iki

asamada o-kinona okside olabilmektedirler. Birinci asamada, monohidroksi fenollere



hidroksil gruplar1 baglanarak o-dihidroksifenoller olusmakta, ikinci asamada ise bunlar
o-kinonlara dontismektedirler.

Enzimatik kararma reaksiyonlarinda olusan ilk kilit madde olan o-kinonlar, renksiz
bilesiklerdir ve bizzat herhangi bir renk bozunmasina neden olmazlar. Ancak olusan
0-kinon ve tiirevlerinden sonra dimerler olusur ve son olarak bunlar daha biiyiik molekiillii
bilesiklere polimerize olurlar. Renk bozulmalarinin esas nedeni, esmer renkli olan bu
polimerlerdir (Labuza vd.,1992; White vd.,1997).

Diger enzimatik esmerlesme reaksiyon tiirii ise, fenolik bilesiklerden tliremis
kinonlarin, serbest amino asit ve proteinlerle esmer polimerleri olusturmasidir. Patateste ve
kazein igeren karisik besinlerde, okside olmus Klorojenik asidin kazein ile olan

reaksiyonlari, bu tiirden reaksiyonlardir (Labuza, 1992).

S0,
Monofenolaz
/ s{Ufi

OH o]

/
- Difenolnz _/_(
RA/\\}OH ~R \/ /=0 ——————— Kabwverengi Piznent
e o-kinon
o-ditenol

bilesikleri

/ OH o 0
= = -H 7

R ,_é*OH R (N OH—=R i—‘{‘o
\,-_J _>=—/

R'SH RNH
Renksiz

\
séUfludril / R'NH (zoning asit)
/
\

Sekil 7. Kinonlarin serbest amino asitlere polimerizasyonu (Labuza,
1992).
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1.4. Polifenol Oksidazin Biyokimyasal Ozelikleri

1.4.1. PFO’nun Adlandirilmasi

Polifenol oksidaz enzimi oksidorediiktaz sinifinin bir tiyesidir (E.C. 1.14.18.1). Bu
enzim bakir iceren bir metallo enzimdir ve oksijen varliginda iki farkli reaksiyonu
katalizleyebilir. Bunlardan birisi, monofenolik bilesiklerin o-difenollere hidroksilasyonu
(kresolaz aktivitesi), digeri ise o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonudur (katekolaz
aktivitesi). Kresolaz ve katekolaz aktiviteleri sonucu olusan kinoid maddeler
polimerleserek kahverengi, kirmizi veya siyah pigmentler olusturur (Whitaker, 1972).

Son yillarda enzim isimlerindeki karigikligini giderebilmek amaci ile uluslararasi
terminolojide bitki polifenol oksidazlarimin adlandirilmasinda bazi  degisiklikler
yapilmistir. Tirosinaz (monofenol monooksijenaz) (E.C.1.14.18.1) enzim kodu ile katekol
oksidaz (difenoloksidaz, difenol oksijen oksidorediiktaz) (E.C.1.10.3.2) enzim kodu ile
lakkaz ise (E.C.1.10.3.1) enzim kodu ile belirtilmistir. Ancak bu yeni siniflandirma ayni
enzimin onceleri krezolaz ve katekolaz aktiviteleri olarak bilinen iki reaksiyon arasinda

ayrimi getirdigi i¢in pek tercih edilmemektedir.

1.4.2. PFO’ nun Tabiattaki Dagilim

PFO enzimi ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik mantarlarda
bulunmustur (Whitaker, 1972). Daha sonra, bazi turunggiller harig, pek ¢ok meyve ve
sebzede PFO enzimi belirlenmis ve karakterize edilmistir.

PFO dogada yaygin olarak bulunur. Bitkiler aleminde bulunmasinin yani sira
mikroorganizmalarda 6zellikle funguslarda, bazi hayvansal organlarda ve ayrica kabuklu
deniz hayvanlarinda da bol olarak bulunan bir enzimdir. Buna ek olarak bazi toprak
tirlerinde glukoz oksidaz gibi oksido rediiktaz enzimlerinin yani sira PFO enziminin de
varhig1 ve aktivitesi bildirilmektedir (Sarkar vd.,1989). Farkli bitkilerin PFO igerigi tiire ve
bitkinin yetistirilis bicimine gore degismektedir. Hatta ayni organizmanin farkh
organlarinda bile farkli karakteristik 6zellik gosterebilmektedir. Birgok sebze ve meyvenin
igerisinde; zeytinlerin, Ozellikle katekol substrati {izerine, en yiliksek PFO aktivitesine

sahip oldugu bulunmustur (Ragazzi ve Veronese, 1967).
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1.4.3. PFO’nun Reaksiyon Mekanizmasi

Bir¢ok meyve ve sebzenin toplanmasi ve depolanmasi siiresince kararmasinin baslica
sebebi polifenol oksidaz enzimidir (Dogan vd., 2003). Bu enzim, monofenollerin
hidroksilasyonu ve polifenollerin  oksidasyonunu katalizleyen Cu®* igeren bir
monooksigenazdir. PFO, oksijen vasitasiyla hidrojen yakalayicisi oldugu igin
oksidorediiktaz olarak da siniflandirilmaktadir ( Turan, 2005).

Bu smniflandirmaya gore yapisinda bakir igeren PFO enzimi molekiiler oksijen
varliginda;

e o-difenollerin olustugu monofenolerin o-hidroksilasyonu (kresolaz/monofenolaz
aktivitesi),

e o-difenollerin o-kinonlara (katekolaz/difenolaz aktivitesi) oksidasyonu,

olmak iizere iki farkli reaksiyonu katalizlemektedir (Sekil 8).

0] OH
= = _OH
- U monofenolaz 2 |
= (tirozinaz) =~ X
|
Cl‘H; CH>
|
H.N—CH—COOH H.N—CH—COOH
Tirozin Dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)

OH j\
//j/ OH , 70
N B S LZ Polmerle e o Meticiler

(katekolaz)

CH: §iH:
H:N—CH—COOH H:N—CH—COOH
Dihidroksifenilalanin Dopakinon

(L-DOPA)

Sekil 8. PFO’nun monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri (Kolcuoglu, 2005)

Kimyasal ve spektroskopik caligmalar, PFO’nun biniikleer bakir kompleksi igeren

bir aktif bolgeye sahip oldugunu gostermistir. PFO’nun merkezi, Tip3 bakir merkezi olarak
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bilinmektedir. Bakir atomunu merkezde bulunuslari sirasiyla “’met’’ (Em), ’deoksi’” (Ed),
“oksi’’ (Eo) halleridir(Cabanes vd.,1994; Espin vd.,2001). En; Cu®" -Cu®* aktif bolgeli
metpolifenol oksidazdir. Eg; cu™ - cu™t aktif bolgeli PFO’nun indirgenmis halidir. Eo;
Cu?* -0,%- Cu®" aktif bolgeli oksipolifenol oksidazdir.

His 0, His

,'i, o ’ H IS H |S ,'i, H IS H |S
Cu' - Cu Cu Cu
S 1INGT N SN N
His . 0] His His . 0 His

His His H
oksi-PFO met-PFO
Hi,,s,' His His
“ 4 +C o
. / | N
His His His
deoksi-PFO

Sekil 9. PFO’nun bakir merkezleri (Oz, 2010)

Ik olarak, monofenolik substrat, E,’in aksiyal pozisyonundaki iki bakir atomundan
birine koordine olur (Wilcox vd., 1985). Uggen bipiramit ara bilesigindeki yeniden
diizenleme; peroksit vasitasiyla monofenolun hidroksilasyonuna su ¢ikismna ve EnD
kompleksinin olusumuna yol agar (Solomon ve Lowery,1996) . Olusan E,,D kompleksi ya
EnD + 2H+— E;, + D dengesini yerine getirerek katekolaz dongiistindeki ilk adim olan
serbest difenolu verebilir ya da aktif bolgeye bagh difenolat ara bilesigi oksidasyona
ugrayarak bir kinon ve bir indirgenmis biniikleer bakir enzim bdlgesi (Eq) verir. Eq’ye
molekiiler oksijen baglandiktan sonra, oksi PFO(E,) tekrar rejenere edilir.

PPO tarafindan katalizlenen monofenollerin hidroksilasyonu ve o-dihidroksi
fenollerin o-kinonlara oksidasyonu i¢in Wilcox, Solomon ve arkadaglari tarafindan

Onerilen reaksiyon mekanizmalar1 Sekil 10 ve 11°de verilmektedir (Espin, 1998).
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Thomas Klabunde ve arkadaslart (1998) Tip 3 bakir merkezli polifenol oksidaz
enziminin katalitik mekanizmasini anlamak amaciyla Cu(Il)-Cu(Il) yiikseltgenme
bolgesinde Cu(I)-Cu(l) indirgenmis form ile feniltiyoiire (PTU) inhibitér kompleksiyle
patates PFO enziminin {i¢ boyutlu kristal yapisini belirlemek igin yaptiklart ¢alismada
enzimin difenolaz aktivitesini de gostermislerdir. PFO’nun (katekol oksidaz, tirosinaz) iki
cekirdekli bakir merkezi molekiiler oksijenin dort elektronunu suya indirgemesiyle

katekoliin oksidasyonunu katalizler (Sekil 12 ve 13).

Sekil 12. PFO’nun Ribbon resmi (Karbon atomu gri, nitrojen mavi, siilfiir
atomlari sar1 renkle gosterilmistir) (Klabunde vd., 1998).

Buna gore iki oksijen iki bakir igeren metal merkeze baglanmak i¢in indirgenmis
formdaki enzimde CuA’ya bagh ¢oziici molekiiliiyle yer degistirir (Sekil 13b,
Sekil1l3a’nin en iistii). PFO’da Phe261 yan zincirinin rotasyonu iki bakir merkezini acar ve
katekol substratinin baglanmasina izin verir.

PFO ve feniltiyolirenin (PTU) inhibitor kompleksi i¢in baglanma modu
incelendiginde (Sekil 13e, Sekill3 a’in en alt kismi) katekol ve oksijenin ayni anda
baglanmasinin miimkiin oldugu séylenebilir. PFO-PTU inhibitor kompleksine dayanarak,
tek-disli baglanma modeline gore (Sekil 13c, Sekil 13a’da iistten ikinci) katekol iki
hidroksil grubundan birinin protonunu CuB’ya vererek baglandigi sdylenebilir. Dimetal

merkeze yakin bir ¢0ziici molekiiline hidrojen bagiyla bagli Glu236 substratin
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deprotonasyonuna yardimei olmaktadir. Glu236 ve substratin ikinci koordine olmamis
hidroksil grubu bir proton vererek su ¢ikisina ve 0-kinon ¢ikiSina sebep olur (Sekil 13d,

Sekil 13a’nin alttan ikincisi).

_H0
CuA() CuB ()=

3 | e
-H*
.

Sekil 13. PFO i¢in biyokimyasal, spektroskopik ve yapisal verilere dayanan
onerilen reaksiyon yolu. a, ii¢ basamakta sematik olarak gosterilen PFO tarafindan
katalizlenen reaksiyon yolu: yiikseltgenmis iki katekol molekiilii suya indirgenmis
iki oksijen molekiiliiyle ¢iftlesir. PTU’nun baglanmasi en altta gosterilmistir. b-d,
kristallografik analizlerden alinan ii¢ reaksiyon basamaginin ii¢ boyutlu yapisi.
PFO-O, * katekol kompleksi c’de e (inhibitsr PTU’nun baglanmasi) rehber
alinarak gosterilmistir (Klabunde vd.,1998).
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1.4.4. PFO’nun Substratlari

Meyve ve sebzeler oldukga cesitli fenolik bilesik ihtiva ederler. PFO’nun meyve ve
sebzelerdeki en yaygin substratlari, flavonoid tipi fenollerle, basit fenollerdir (Swain, 1962;
Hermann, 1974). Substrat 6zgilinliigii ise yalniz meyve ve sebzenin cinsine bagl degildir.
Ayn1 zamanda belli bir 6l¢liye kadar enzimin meyve ve sebzenin ekstrakte edildigi kismina
ve yetistirilisine baglidir. Aktivitenin arastirildigit pH da substratin kullanilabilirliligini
etkiler (Erzengin, 2002).

Flavonoidler; bitkilerin yenilebilir kismi ile kok, govde, yaprak, meyve ve tohum
kisimlarinda bulunurlar. Basit fenoller; tabii olarak olusan flavonoidlerin bir¢ogu, katekole
benzer (3 halkasi hidroksilasyon drnegine sahiptir. Katekol bu yiizden en basit o-dihidroksi

fenol olarak diisiintilebilir.

Sekil 14. Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi

Katekinler flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleridir. Katekinler dogada (+)- katekin ve
onun stereoizomeri olan (-) -epikatekin olarak bulunurlar. (+) -katekin ve (-)-epikatekinin
seyreltik sodyum karbonat ¢ozeltisinde 1sitilmast ile katekin ve epikatekinlerin

diasteroizomerlerinin rasemigi elde edilebilir (Ganguly ve Seshado, 1958).
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OH
OH

Sekil 15. (+) - Katekin (R1=H, R2= OH )
(-) - Epikatekin ( R1= OH, R2= H)

PFO’nun en yaygin dogal substrati sinamik asit esterlerinden biri olan klorojenik
asittir. Klorojenik asidin kafeik asit (3,4-dihidroksi sinamik asit) kisminin p-kumarik asidin
(4-hidroksi sinamik asit) PFO tarafindan hidroksilasyonu ile olusturdugu bildirilmektedir
(Sato, 1962).

HO

HO—G—CH— CH— (fo
o
HO OH
COOH
OH

Sekil 16. Klorojenik asit (5-O-kafeilkinik asit)

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

delfinedin olarak tanimlanan tiirevleri halinde daha ¢ok ikincil reaksiyonlarda rol oynarlar.
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Kuersetin Mirisetin

Sekil 17. Bazi flavanollerin kimyasal yapisi

Her bitkide bulunan tirozin ayni zamanda proteinlerin yapisini olusturan amino grup
asitlerden biridir. Dopamin (3,4-dihidroksifenil etilamin) ve tirozinin PFO ile
hidroksilasyon sonucu olusan L-DOPA (3,4-dihidroksifenil alanin) bitki dokularinda

mevcuttur.
OH OH
OH
CHj CH;
Katekol 4-Metilkatekol p-kresol
@) OH
OH
OoN OH HO Ok
4-Nitrokatekol DHPPA

Sekil 18. Yaygin olarak kullanilan bazi1 basit fenollerin kimyasal yapis1
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Elma gibi baz1 kaynaklardan elde edilen PFO, L-DOPA’y1 dehidrogenasyona ugratmasina
ragmen, tirozine karsi aktivite gostermez, fakat p-kresolu hidroksiller (Stelzig vd., 1972).

Seker pancari1 PFO enzimi, tirozine karsi aktivite gostermezken L-DOPA’y1
dehidrojenasyona ugratmaktadir. Fakat ilging olan sudur ki seker pancari dokularinda
kayda deger miktarda L-DOPA bulunmazken, olduk¢a fazla miktarda tirozin
bulunmaktadir (Wilcox vd, 1985). Bu da bazi arastirmacilar tarafindan 6ne siiriilen “PFO
enziminin elde edildigi bitkilerde her zaman en iyi PFO substratlar1 bulunmaz” tezini
desteklemektedir (Harel vd., 1967; Jen vd., 1974).

L-DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin) 1967 yilindan beri Parkinson hastaliginin
tedavisinde yaygin olarak tercih edilen bir ilagtir. Bu hastalik norotransmiter dopamin
eksikligi nedeniyle olur. L-DOPA dopaminin Onciiliidiir ve kan beyin bariyerinden
gecebilir. Glinlimiizde L-DOPA {iretimi ticari skalada Knowles yontemiyle kimyasal
olarak gerceklestirilmektedir. Yiiksek tiretim maliyeti ve yiiksek ticari degeri nedeniyle
¢ogu arastirmaci bu ilacin alternatif iretimini aragtirmaktadir. Alternatif yontemlerden biri;
immobilize polifenol oksidaz (PFO, tirozinaz) ile L-Tirozin’den L-DOPA’nin iiretimidir.
Polifenol oksidazin pahali bir enzim olmasi nedeniyle; enzimin olasi yeniden
kullanilabilirligini saglamak amaciyla immobilizasyon calismalar1 yiriitilmektedir (Ates
vd., 2006).

Bunlarin yaninda meyve ve sebzelerdeki PFO’nun 6nemli dogal substratlarinin

birkag1 Tablo 1°de verilmistir (URL-3, 2013).
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Tablo 1.Bazi meyve ve sebzelerdeki PFO’nun fenolik substratlar1 (URL-3,2013).

Kaynak Fenolik Bilesikler
Klorogenik asit (et), katekol, katekin (kabuk), kafeik asit, (L-DOPA),
Elma 3,4-dihidroksi benzoik asit, p- kresol, 4-metil katekol, leukosianidin,
p- kumarik asit, flavonol glikozitler
4-metil katekol, dopamin, pirogallol, katekol, klorogenik asit, kafeik
Avokado asit
Kakao katekinler, leukoantosiyanidinler, antosiyaninler, kompleks taninler
izoklorojenik asit, kafeik asit, 4-metil katekol, klorogenik asit,
katekin, epikatekin, pirogallol, katekol, flavanol, p- kumarik asit
Kayisi
tiirevleri
Patlican klorojenik asit, kafeik asit, kumarik asit, sinamik asit tiirevleri
katekin, klorojenik asit, katekol, kafeik asit, L-DOPA, taninler,
Uziim flavonoller, protokatekiil asit, resorsinol, hidrokinon, fenol
klorojenik asit, pirogallol, 4MK, katekol, kafeik asit, gallik asit,
Seftali katekin, dopamin
klorogenik asit, katekol, katekin, kafeik asit, L-DOPA, 3,4-
Armut didroksibenzoik asit, p-kresol
klorojenik asit, kafeik asit, katekol, L-DOPA, p-kresol, p-hidroksifenil
Patates propionik asit, p-hidroksifenil piriivik asit, m-kresol
Mantar tirozin, katekol, L-DOPA, dopamin, adrenalin, noradrenalin
Erik Klorojenik asit, katekin, kafeik asit, katekol, L-DOPA

Karides, Istakoz

Tirozin

Cay

flavanoller, katekinler, taninler, sinamik asit tiirevleri
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1.4.5. PFO’nun Tipta, Endiistride ve Dogadaki Rolii

Polifenol oksidaz ve polifenoller bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bunun
disinda mikroorganizmalarda, 6zellikle mantarlarda ve bazi1 hayvansal organizmalarda da
bulunabilir. Bazi kabuklu deniz hayvanlarinda da (beyaz karides, kiiglik karides) bu
enzimin varligina rastlanmistir. Polifenol oksidaz bitkisel gidalarda enzimatik kararmaya
neden olurken, hayvansal gidalarda enzimatik kararma s6z konusu degildir (Dogan, 2002).

Dogada genis Ol¢lide yayilim gosteren ve doku yaralanmalarindan sonra istenmeyen
enzimatik kararmaya sebep olan bu enzim, bitkilerde kloroplast tilekoidlerinin
membranlarinda lokalize olmus durumdadir. Patojen bakterilerin 6rnegin, Psedudomonas
syringe’nin yol actigi enfeksiyon durumunda savunma amaciyla PFO gereginden fazla
kullanilir. Ayrica yine benzer bir savunma durumu bdcek istilalart sirasinda da goriiliir.
Pancar kurdu, domates meyve kurdu, yesil seftali aphidi gibi kiigiik zararl1 boceklerin yol
actig1 yaralanmalardan sonra PFO bdceklere karsi bir savunma olusturmaktadir
(Thipyapong vd., 2004).

Tip ve endiistri alanlarinda kullanilmak tizere, PFO tarafindan sentezlenen maddeler
bilinmektedir ve 6zellikle, PFO, melanin olusumunda gorev almasi nedeniyle tibbi alanda
dikkatleri iizerine ¢ekmistir. Suda ¢Ozlinmeyen heteropolimer yapidaki melanin,
5,6-dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit birimlerinden olusur ve
Ozellikle kozmetik sanayi tarafindan, gilines ultraviyole 1s1gindan korunmak amaciyla
retilir. Ayrica, ila¢ tutuklamada miyopolimer olarak da bu melaninlerden
yararlanilmaktadir. Bundan baska, bazi kanser tiirlerinde, kanserli hiicrede tirosinaz
aktivitesinin oldukga arttig1 gozlemlenmis ve bu kanser tiirlerinin tedavisinde, enzimin
melanin sentezleme 6zelliginden faydalanilmasi giindeme gelmistir (Cigek, 2000).

Polifenol oksidazin (tirozinaz) kullanimi ile ilgili ¢esitli immobilizasyon ¢aligmalari
da yapilmaktadir. Bu arastirmalardan bazilari; L- DOPA firetimi, endiistriyel atik sularin
fenol ve aromatik amin gibi zehirli kimyasallarca zehirsizlestirilmesi (defenolizasyon),
fenol ve tiirevlerinin tayini i¢in biyosensorlerde bir bilesen olarak kullanimi, kirlenmis
topraklarin biyoiyilestirilmesi, meyve sularinin berraklastiriimasidir. Bu nedenle polifenol
oksidaz endiistriyel olarak 6nemli bir biyomolekiildiir (Kocatiirk, 2008).

Polifenol oksidazlarin dogada ¢ok yaygin bir bi¢imde bulunuslari onlarin canhi

hiicrelerde hayati islemler i¢in ne kadar 6nemli olduklarini kanitlamaktadir (Ziyan 1998).
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1.4.6. PFO Enzimi ile Yapilan Bazi1 Calismalar

Sener ve Unal (2011), akko XIII yenidiinyasindan PFO enzimini amonyum siilfat
coktiirmesi ve iyon degisim kromatografisi ile saflagtirmiglar ve A ve B harfler ile
isimlendirdikleri iki adet PFO izoenzimi elde etmislerdir. Bunlardan izoenzim A’nin
optimum pH degerinin 7,4, izoenzim B’nin optimum pH degerinin ise 4,98 oldugu,
enzimlerin Km degerlerinin sirasi ile 152,3 mM ve 5,4 mM oldugu, her iki izoenziminde
30°C sicaklikta maksimum aktivite gosterdigi, izoenzimlerin 1siya direnglerinin ve
inhibitdrlere hassasiyetlerinin farklilik gosterdigi bildirilmistir.

Unal vd., (2010), iki farkli ayva ¢esidinden amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi
saflastirdiklar1 PFO enzimini karakterize etmislerdir. Esme ayva ¢esidinin PFO’sunun
optimum pH ve sicaklik degeri 4,5 ve 25 °C, Kalecik ayva ¢esidinin PFO’sunun optimum
pH ve sicaklik degeri 4,0 ve 30 °C olarak bulunmustur. V,,/Ky, degerlerinden Esme ayva
¢esidinin PFO’sunun substrat 6zglinliigiinin 4- metil katekol > katekol > progallol
seklinde, Kalecik ayva ¢esidinin PFO’sunun substrat spesifikliginin ise katekol > 4-metil
katekol > progallol seklinde oldugu ve enzimlerin sicaklik stabilitelerinin ve inhibitorlere
duyarliliklarinin farklilik gosterdigi saptanmistir.

Sener vd., (2011), goldnugget yeni diinyasindan PFO’nun saflagtirilmasi ve
karakterizasyonu ile ilgili yaptiklar1 ¢calismada enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon
degisim kromatografisi yontemleri ile saflastirmiglardir. Arastirmacilar A ve B harfleri ile
isimlendirdikleri iki aktivite piki elde etmisler ve izoenzim A’nin 5,7 kat ve izoenzim
B’nin 61,1 kat saflastirildigi bildirilmistir. Karakterizasyon caligmalarinda izoenzim A’nin
optimum pH degerinin 4.5, izoenzim B’nin optimum pH degerinin ise 6,8 oldugu, her iki
izoenziminde optimum sicaklik degerinin 30 °C olarak belirlendigi, izoenzim A’nin
izoenzim B’den 1s1ya daha fazla direng gosterdigi ve inhibitorlerin izoenzimlere etkilerinin
onemli diizeyde degisiklik gosterdigi bildirilmistir.

Sakiroglu vd., (2008), dereotundan polifenol oksidaz enzimini izole ederek cesitli
kinetik 6zelliklerini incelemistir. Katekol, klorogenik asit ve dopamin substratlart i¢in Km
ve Vmaks degerleri belirlenmistir. Inhibitér calismalarinda substrat olarak katekol
kullanilarak L-sistein kloriir, askorbik asit ve glutatyon ile calisilmistir. Iso ve Ki degerleri
tespit edilmistir. En etkili inhibitoriin L-sistein kloriir oldugu belirlenmistir.

Onez tarafindan (2006), Polifenol oksidaz (PFO) enzimi Izmir iiziimii (Vitis

vinifera L.)’nden ekstrakte edilmis ve amonyum siilfat ¢oktiirme, diyaliz, jel filtrasyon
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kromatografisi yontemleri ile saflastirilmistir. Bu amagcla, optimum pH ve sicaklik
degerleri farkli substratlar kullanilarak belirlenmistir. PFO enziminin en iyi substratinin
katekol oldugu bulunmustur. Bu substrat i¢in optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla
7,2 ve 25°C olarak belirlenmistir. Katekol ile Ky ve Vs degerleri bulunmustur. Bu
calismada alt1 adet inhibitor ile ¢alisiimis ve en etkili olanlarin sodyum azid, sodyum
dietilditiyokarbamat ve tiyolire olduklar1 bulunmustur. Enzimin poliakrilamid jel
elektroforez (PAGE) ¢alismalar1 da yapilmistir.

Gilingor tarafindan (2008), Polifenol oksidaz (PFO) enzimi badem ¢agladan
(Prunus dulcis) ekstrakte edilmis ve amonyum siilfatla ¢oktiirme, diyaliz, jel filtrasyon
kromotografisi yontemleri ile saflagtirilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirme ve diyaliz
islemlerinden elde edilen 6rnek, PFO enziminin karakterizasyonu i¢in kullanilmistir. Bu
amagla, optimum pH ve sicaklik degerleri farkli substrat kullanilarak belirlenmistir. PFO
enziminin en iyi substratinin 4-metil katekol oldugu bulunmustur. Bu subtrat i¢in optimum
pH ve sicaklik degerleri sirastyla 6,5 ve 35°C olarak belirlenmistir. Ky Ve Viaks degerleri
bulunmustur. Bu ¢alismada yedi adet inhibitor ile calisilmis ve etkili olanlarin yarigmali
inhibitor olarak sodyum azid, benzoik asit, sitrik asit, L-askorbik asit ve tiyoiire oldugu
bulunmustur. Metallerin PFO enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenmis Fes+, Cu2+, Mn‘“,
Pb?" metallerinin enzim aktivitesini artirirken Zn?*, I\/Igz+, Ba**, ca*, co*, sn*, K*
metallerinin enzim aktivitesini azalttig1 bulunmustur.

Giiray tarafindan (2009), polifenol oksidazin jeotermal bir bolgeden izole edilmis
olan termofilik Bacillus susundan bulunmasi, kismi saflagtirilmasi ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Hiicre ic¢i ekstraktan ve bakterinin biiyiime ortamindan alinan
orneklerin spektrofotometrik aktivite ol¢iim ve poliakrilamit jelde aktivite boyama
sonuclari, enzimin hiicre i¢i oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Enzimin kismi saflastirilmasi,
aseton ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon kromatografisi ile iki basamakta gerceklestirilmistir.
Saflastirma sonrasi verim ve saflik katsayisi sirasiyla %35 ve 1,24’ tiir. Katekol substrati
kullanilarak yapilan karakterizasyon g¢alismalar1 enzimin pH 7,0 ve 60°C’ de en yliksek
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Enzim, 30 ve 60°C aras1 sicakliklarda stabildir ve
pH 5,0-8,0 araliginda aktivitesinin %80’ inden fazlasini korumustur. Enzim aktivitesi
lizerine bazi etmenlerin ve metal iyonlarmin etkisi incelendiginde; sodyum
dietilditiyokarbamat ve DTT’nin varliginda aktivite tamamen inhibe olmus ve bakir

iyonlart ile yiiksek derecede stimiile olmusken diger iyonlarm ve etmenlerin aktivite
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tizerinde onemli bir etkisi goriilmemistir. Enzimin kinetik parametleri olan K, ve Vmaks
degerleri sirasiyla 91mM ve 2,25 U/ml olarak bulunmustur.

Liu vd., (2012) Lonicera japonica (LjPFO) polifenol oksidazini saflastirilmis ve
kinetik 6zellikleri incelenmistir. Ham enzim 6ziitii 6n islemlerden sonra, amonyum siilfat
coktliirmesi, diyaliz ve DEAE- selilloz, iyon degisim kromatografisi ile sirayla
saflagtirillmistir. Saflagtirma 31 kat zenginlestirme ile sonuglanmis ve sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS -PAGE) ile moliikiil agirligi 49 kDa oldugu
sOylenmistir. LjPFO i¢in optimal kosullarin pH 7,5, ve sicaklik 25°C oldugu ortaya
konmus buna ek olarak, inhibitorlerinin engelleyici etkileri konsantrasyonunun artmasi ile
pozitif arttirilmistir. Ayrica, en yiiksek Viaks/ Km degerinin katekol substrati ile oldugu
sOylenmistir.

Jian Gao vd., (2011) Oriimcek ¢igegi olarak yaygmn olan Cleome gynandra L.
yapraklarindan polifenol oksidaz enzimini saflastirip karaktarize etmislerdir. Amonyum
stilfat, diyaliz, DEAE- Sepharose iyon degisim kromatografisi ve Sephadex G-75 jel
filtrasyon kromatografisi ile saflagtirma, 37,8 katlik bir zenginlestirme ile sonuglanmastir.
Molekiil agirlign 52,6 kDa olan enzim i¢in optimum sartlar pH 8,0 60°C olarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesi, % 0,1 SDS ile artarken ng+ ve Pb?" metalleri tarafindan
aktivite tarafindan inhibe olmustur.

Besel (2003), Mantardan (Agaricus bisporus) elde edilen polifenoloksidaz (PFO)
(EC 1.14.18.1) enzimini arastirmistir. %8’lik TX-114 kullanildigi zaman yaklasik 5 kat
saflastirma elde edilmistir. pH 7,0’de polivinilpolipirolidon (PVPP) kullanilarak
saflagtirma 10 kat artmis ve %72 enzim geri kazanim: elde edilmistir. Bununla beraber,
pH 6,0’da calisildigi zaman saflastirma 15,5 kata ve geri kazanim %100’e yiikselmistir.
Sodyum veya potasyum tuzlarint eklemek, PFO molekiillerinin deterjanca zengin alt faza

ayrilmasina yol agmustir.

1.4.7. Cahsmanin Amaci ve Onemi

Meyve ve sebzelerin hasat edilmesi, tasinmasi, depolanmasi veya islenmesi sirasinda
meydana gelen doku zedelenmeleri, bir takim kimyasal reaksiyonlara maruz kalarak
kahverengi veya esmerlesme olarak bilinen kararmalara neden oldugu bilinmektedir.
Esmerlesme duyusal 6zellikler ve goriiniimde istenmeyen bozulmalara sebep olmakta, raf

omriinii kisaltmakta ve triin albenisini azaltmaktadir (Creumiere, 2000). Besinlerdeki



26

enzimatik esmerlesme olaylarinin ortaya konmasi, hem beslenme hem de saglik agisindan
besinlerdeki esmerlesmenin etkilerini anlamak ve ¢oziimler bulmak agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir.

Bu calismada oksidorediiktaz sinifi bir enzim olan PFO’ nun varligi, biyokimyasal ve
kinetik 6zellikleri Lactarius eucalipti mantarinda incelenmistir. Kolay elde edilebilirligi ve
yiiksek besin degerleriyle mantarlar yillardan beri 6nemli bir besin olarak tiiketilmektedir.
Mantarlarin besin olarak tiiketilmesinin yaninda kaliteli ve ucuz olmasi nedeniyle
potansiyel polifenol oksidaz kaynagi olarak endiistrinin bir¢ok alaninda kullanildigi
bilinmektedir (Marusek, 2006).

Bu calismanin amaci Karadeniz Teknik Universitesi Merkez Kampiisii ormanlik
alanindan toplanan Lactarius eucalipti O. K. Mill & R. N. Hilton’ dan PFO enziminin
afinite kromotografisi ile saflagtirilarak ayrintili bir bi¢imde karakterizasyonunun
yapilmasidir. Karakterizasyon c¢aligmalari kapsaminda, enzimin optimum pH ve sicaklig,
pH ve 1sil kararlihgi, protein ve substrat konsantrasyonunun, metal iyonlarinin ve bazi
genel PFO inhibitorlerinin aktivite lizerine etkisi arastirilarak, bazi Kinetik verilere
ulasilabilmek hedeflenmistir. Yapilacak bu ¢alismalar sonucunda elde edilecek verilerin,
yenilebilir ve yabani bir mantar olan Lactarius eucalipti PFO sunun endiistride
kullanilabilirligini ve bu mantarin gida olarak tiiketilmesi ve hatta kiiltiirliniin yapilmasi
durumunda saklama ve depolama kosullarinin ortaya konmasi noktasinda énemli katkilar

saglayacak bir ¢alisma amaclanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 2. de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Firma Model
UV-Vis Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25
Protein Elektroforezi Bio Rad Mini-protean Tetra System

Sogutmali Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R

Mikro Santrifiij Sigma 1-14

Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV

Jel Goriintiileme Sistemi Kodak Gel Logic 2000
Termal Mikrotiip Calkalayici Boeco TS-100 Thermo Shaker
pH Metre Inolab WTW pH 720

Kuru Hava Banyolu Inkiibator Niive EN400

Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Buzdolab1 Profilo BD4303ANFE

Terazi Ohaus Pioneer
Isitict/Manyetik Karistiric IKA RCT basic safety control
Gii¢ Kaynag1 Thermo EC 1000XL

Degaz Pompasi Vacuubrand 2C

Kollektor Retriever 500

UV-Dedektor Retriever UA-6

Peristaltik Pompa Teledyne Isco Tris
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Caligsmada kullanilan kimyasallar Tablo 3.verilmistir.

Tablo3. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Madde/Malzeme

Firma

Afinite Jeli Sentezinde Kullanilan
CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B,
NaOH,NaHCO3,L-Tirosin,p-

aminobenzoik asit ve NaNO3

Sigma, Aldrich

Protein Elektroforezinde Kullanilan
TEMED, SDS, Amonyum persilfat
(APS),  N,N’-metilen  bisakrilamid,
Akrilamid, BromofenolMavisi, Gliserol,
S-merkaptoetanol, Glisin, Coomassie
Brillant Blue R-250

Sigma, Fluka

Tampon Cozeltilerde Kullanilan
Sodyum Asetat, K,HPO,, KH,PO, ve

Tris Bazi

Sigma, Merck

Enzim Oziitii Hazirlama Cézeltisinde
Kullanilan
Triton X-114, PMSF, EDTA ve MgCl,

Sigma, Aldrich, Fluka

Coziiciiler

HCI, Asetik Asit, metanol ve aseton

Merck
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2.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.3.1. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

s Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH iginde %2 Na,COgs): 0,4 g NaOH ve 2,0 g
Na,COj3 saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C ’de saklanda.

% Lowry B Cozeltisi (%1 CuSO04.5H,0 ¢ozeltisi): 1,0 g CuSO4.5H,0 saf su ile
¢Oziiliip hacmi 100 mL ’ye tamamlandi ve 4 °C’ de saklandi.

s Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K tartarat ¢ozeltisi): 2,0 g Na-K tartarat saf su ile
¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlandi ve 4 °C’ de saklandi.

% Lowry D Cozeltisi: 1 kistm Lowry B ve 1 kisim Lowry C karistirilarak hazirlandi.

% Lowry E Cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak hazirlandi.

% Sigir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL): 5,0 mg BSA saf su ile ¢oziiliip
hacmi 5 mL’ ye tamamlandi ve 4 °C’ de saklandi.

¢ 1 N NaOH i¢inde %0,1 SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su ile

¢oziliip hacmi 100 mL’ ye tamamlandi ve 4 °C’ de saklandi.

2.1.3.2. Protein Elektroforezinde Kullanmilan Cozeltiler

% Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 36,3 g Tris 150 mL saf suda ¢oziildi,
pH’s1 8,8’e ayarlandi, hacmi 200 mL’ ye tamamlandi.

% Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris, 200 mL saf suda ¢oziiliip,
pH’s1 6,8’e ayarlanarak, hacmi 250 mL’ ye tamamlandi1 ve 4 °C’ de saklanda.

¢ Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1,0 g APS’nin saf suda ¢oziiliip
hacminin 10 mL’ ye tamamlanmasiyla hazirland1 ve hazirlanan ¢6zelti -20 °C’ de
saklandi.

¢ SDS Cozeltisi (%10): 10 g SDS saf suda ¢6ziiliip hacmi 100 mL ’ye tamamlandi.

** N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildi.

¢ Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢oziliip hacmi 100 mL ’ye tamamlandi ve 4 °C’ de
saklandi.

¢ Bromofenol Mavisi (%0,1): 10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziildii ve

hacmil0 mL’ ye tamamlandi.
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% Dogal-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100 puL %0,1
bromofenol mavisi, 250 uL. %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistirilmasi ile
hazirland1 ve kiigiik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

¢ Dogal-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g glisin ve 1,5 g Tris yaklagik 490 mL saf
suda c¢oziildiikten sonra pH 8,3’e ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ ye
tamamlandi.

s SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL 1 M Tris-HCI1 (pH 6,8), 400 puL %10
SDS,100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 pL
B-merkaptoetanoliin karistirilmast ile hazirlandi ve kiiglik kisimlara ayrilarak
-20 °C’ de saklandu.

% SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g glisin ve 1,5 g Tris yaklasik 480 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra {lizerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3’e
ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

¢ Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue R250’nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢6ziilmesi ile hazirlandi.

% Boya Uzaklagtirma Cozeltisi: 600 mL saf su, 100 mL glasiyal asetik asit ve
400 mL metanoliin karistirilmasiyla hazirlandi.

% Substrat Boyama Cozeltisi (L-DOPA): 24 mM L-DOPA 100 ml saf suda
hazirlandi.

2.1.3.3. Afinite Jelinin Sentezinde Kullanilan Tamponlar

% NaHCO3; Tamponu (0,1 M pH 10,0): 4,2 g NaHCO3 450 mL saf suda ¢oziiliip
1 M NaOH ile pH’s110,0’a ayarlanip hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

¢ NaHCO3 Tamponu (0,2 M pH 8,8): 8,4 g NaHCO3 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M
NaOH ile pH’s18,8’e ayarlanip hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

% Na,HPO,4 Tamponu (0,01 M pH 6,0): 0,71 g Na;HPO,4 450 mL saf suda ¢oziiliip
1 M NaOH ile pH’s16,0’a ayarlanip hacmi 500 ml’ ye tamamlandh.

+» Afinite Jelini Yikama ve Dengeleme Tamponu (50 mM pH 5,0 Asetat Tamponu):
3,4 g sodyum asetat 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M asetik asit ile pH’s15,0’a

ayarlanip hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.
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+ Elisyon Tamponu (50 mM pH 8,0 Fosfat Tamponu i¢inde 1M NaCl): 3,10 g
KoHPO4 ve 29,25 g NaCl 450 mL saf suda ¢oziilip 1 M HCI ile pH’s18,0’a

ayarlanip hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

2.1.3.4. Substrat Cozeltileri

+ 100 mM 4-metil katekol (4-MK) : 0,124 g 4-metil katekol az saf suda ¢oziiliip
hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandh.

% 100 mM katekol: 0,11 g katekol az saf suda ¢oziiliip hacmi saf su ile 10mL’ye
tamamlandi.

% 100 mM DHPPA (3-(3,4-dihidrosifenil) propiyonik asit): 0,182 g DHPPA az saf
suda ¢oziliip saf su ile hacmi 10mL’ye tamamlandi.

% 100 mM PHPPA: 0,116 g PHPPA az saf suda ¢oziiliip saf su ile hacmi 10mL’ye
tamamlandi.

+ 100 mM L-DOPA (L-3,4-dihidrosifenilalanin):0,197 g L-DOPA az saf suda
coziliip saf su ile hacmi 10mL’ye tamamlandi.

¢ 100 mM Tirosin: 0,225 g tirosin az saf suda ¢oziiliip saf su ile hacmi 10 mL’ ye
tamamlandi.

% 100 mM Katesin: 0,290 g katesin az saf suda ¢oziiliip saf su ile hacmi 10 mL’ ye

tamamlanda.

2.1.3.5. Tampon Cozeltiler

% A Cozeltisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidratin saf su
Ile ¢6ziiliip hacminin 250 mL’ ye tamamlanmas: ile hazirland.

¢ B Cozeltisi (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 8,90 g Na;HPO4.2H,0’nun
saf su ile ¢oziiliip hacminin 250 mL’ ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

% Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 3,0): 80,3 mL A ¢ozeltisi ile 19,7 mL B
cozeltisi kariggmindan 20,8 mL alimp saf su ile hacminin 50 mL ’ye

tamamlanmasi ile hazirland.



32

% Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 4,0): 62 mL A ¢ozeltisi ile 38 mL B ¢ozeltisi
karisimindan 18,1 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmas: ile
hazirlandi.

¢+ Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A ¢ozeltisi ile 51 mL B ¢ozeltisi
karisimindan 16,6 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmas: ile
hazirlandi.

¢ Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 6,0): 37,4 mL A c¢ozeltisi ile 62,6 mL B
¢ozeltisi karistmindan 15,3 mL alimp saf su ile hacminin 50 mL ’ye
tamamlanmas ile hazirlandk.

% Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A ¢ozeltisi ile 81 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 13,8 mL alimp saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi.

¢ Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’st 1 N HCI ile 8,0’¢ ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlanda.

% Tris-HC1 Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’st 1 N HCI ile 9,0’a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ ye

tamamlandi.

2.1.3.6. Diger Cozeltiler

¢ 10 mM MBTH (3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon): 0,022 g MBTH az saf suda
¢oziiliip hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

< Ham Enzim Oziitii Hazirlama Cozeltisi: 0,84 g sodyum asetat (50 mM), %1,5
(w/v) TX-114 deterjani, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl, ve 1 mM PMSF 80 mL saf
suda ¢oziiliip, 1 M asetik asit ile pH’s1 5,0’a ayarlanip, hacmi saf su ile 500 mL

’ye tamamlandi.
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2.2. Deneysel Calismalar

2.2.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi ve Asetonla Coktiirme

Karadeniz Teknik Universitesi Merkez Kampiisii ormanlik alanlarindan toplanan 4
tir yabani mantar Suillus luteus (L.) Raussel, Lactarius eucalypti O. K. Mill & R. N.
Hilton, Agaricus xanthodermus Genev, Agaricus silvicola (Vittad.) Peck, laboratuara
ulastirildiktan sonra temizlenip saf su ile yikandi ve gerektiginde kullanilmak iizere -
30°C’de saklandi. Toplanan mantarlardan enzim Oziitii hazirlamak igin ilk olarak, her
birinin 10 grami 15 dakika sivi azot igerisinde bekletildikten sonra porselen havan iginde
lyice ogiitiildii ve tizerlerine 10’ar mL ham enzim 6ziitii hazirlama ¢ozeltisi ilave edildi.
Dort katli tiilbentten siliziilen ham enzim oziitleri, +4°C’de 20,000 rpm’ de 30 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrast elde edilen silipernatanalardan bir miktar Ornek
ayrildiktan sonra kalan kisimlara hacimleri kadar soguk aseton, buz banyosunda, yavas
yavas ilave edildi. 2 saat +4°C’de bekletilen ham enzim 6ziitleri, +4°C ’de 20,000 rpm’ de
15 dakika santrifiij edildi ve siipernatan kisim atilip, elde edilen ¢okelekler asetonun
uzaklagmasi i¢in bir gece +4°C’de bekletildi. Ardindan ¢oziinebildigi en az hacimde 50
mM pH 7,0 fosfat tamponuyla ¢6ziildii. Elde edilen 6ziitlerle 6n aktivite ¢aligmalar yapildi
ve PFO aktivitesinin yiiksek oldugu mantar ve substratlar segilerek saflastirma ve

karakterizasyon iglemleri yapildi.

2.2.2. Afinite Jelinin Sentezi

Bu ¢alismada kullanilan afinite jeli, Arslan ve ¢aligma ekibinin (2004) sentezledigi
yonteme gore sentezlendi. Bu yonteme gore CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B
matriksi, uzant: kolunu olusturmak iizere tirosinle kovalent olarak modifiye edildi. Ligand
olarak polifenol oksidaz (PFO) enziminin spesifik bir inhibitorii olan p-aminobenzoik asit
secildi. Bu sekilde elde edilen jel, afinite kromatografisi ile Lactarius eucalypti’den
PFO’nun saflastiriilmasinda kolon dolgu maddesi olarak kullanildi.

5 g CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye bir beher igerisinde 10 mL saf su
ilave edildi. Siispansiyonun pH’s1 2 M NaOH ile hemen 11,0’a ¢ikarildi ve pH sabit kalana
kadar takip edildi. igine kiigiik buz parcalar: atilan karisim, su trombu yardimiyla mavi

banttan siiziildii. Siizge¢ kagidi tizerinde kalan kisim, 0,1 M pH 10,0 NaHCO3 tamponunun
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250 mL’ si ile yikandi ve siiziilerek bir beher igerisine alindi. Siispansiyonun
tizerine 20 mL’sinde 10 mg L-tirosin igeren 0,1 M pH’st 10,0 olan soguk NaHCO;
tamponundan ilave edildi ve 90 dakika boyunca karistirildi. Bu islemden sonra
siispansiyon, 4°C’de 16 saat bekletildi. Siire sonunda tekrar mavi banttan siiziilen
stispansiyon bol saf su ile yikandi. Mavi bant {izerinde kalan kisim, 0,2 M NaHCOj3
tamponunun 100 mL’si ile yikanarak ayni tamponun 40 mL’ si i¢ine alindi.

Buz banyosunda sogutulan 5 mL saf su igerisinde ¢6ziilen 75 mg NaNO;, 10 mL
1 M soguk HCI igerisinde ¢6ziilen 25 mg p-aminibenzoik asit iizerine damla damla ilave
edildi.

Buz banyosunda 10 dakika bekletilen karisim, 40 mL sepharose-4B-L-tirosin
slispansiyonuna ilave edildi ve 2 M NaOH ile pH’s1 9,5’e ¢ikarilarak 3 saat oda
sicakhiginda karistirildi. Mavi bant iizerine alinan siispansiyon 6nce 1 L saf suyla, ardindan
200 mL 0,01 M pH 6,0 Na;HPO,4 tamponuyla yikand: ve ayn1 tamponda muhafaza edildi
(Arslan vd., 2004).
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\ pH 110 s \PRIN IR
: + CNBr — | - C=N
A { [ /
s N\ \* 4 // / \\ /
OH HBr . \ OH 24 \0/
Sepharoze-48 CNBr ile Aknfleytiniou; Sepharose-4B
..l- A
HN—C—CH,—{ - OH
> C—CH, \\—// ()
COOH COOE
'_,_.l_:_\_\ (L-Twozmn)
i y
]’ NH E
N, Cr A— | ) _‘\ Ol
(Diazolanm:; p-aminobenzotk asif) F—e—as §—CH3 ..\.Tl';-v ;{'V e
pH /\ COOH
Y ’ OH
NH H
\i "—-\
0~ C—NH—C—CH,~{ —OH
1 ; N
) COOH "N=N
/A\
Ny
COOH

Sekil 19. Sepharose-4B’nin modifikasyon basamaklari (Oz, 2013)
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2.2.3. Enzim Ogziitiiniin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Eliisyonu

Sentezlenen afinite jeli, 1x15 cm boyutlarindaki kolona, hava kabarcigi olusmayacak
sekilde paketlendi ve 50 mM pH 5,0 asetat tamponu ile kolonun iistiinden ilave edilen ve
kolonun altindan toplanan tamponun 280 nm’de absorbans degerleri esit oluncaya kadar
yikandi. Bu sekilde dengelenen kolona, enzim 6ziitii tatbik edildi ve jel tekrar 50 mM pH
5,0 asetat tamponu ile yikandi. Boylece afinite jeline tutunmayan diger tiim proteinler ve
maddeler ortamdan uzaklastirilmis oldu. Jele tutunan enzimler ise, 1 M NaCl igeren
50 mM pH 8,0 fosfat tamponuyla tiiplere 5 mL halinde eliie edildi. Enzim eliatlarinin
toplandigi her bir tiipte 280 nm’de protein tayini yapildi..

2.2.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin ve Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Afinite kromatografisi sonrast toplanan her bir tipte PFO aktivitesi,
spektrofotometrik olarak 4-MK i¢in 494 nm’de ve diger tiim substratlar (DHPPA, tirosin,
L-DOPA, katekol, PHPPA, katesin) i¢in 500 nm’de, absorbanstaki artisin ol¢iilmesiyle
belirlendi (Espin vd., 1995).

100 mM substrat ¢ozeltisi ile esit hacimde 10 mM MBTH ¢ozeltisi ve % 2’lik 20
pL DMF igeren reaksiyon karisimi tampon ¢ozelti ile 950 pL’ye tamamlandiktan sonra
karistma 50 pL enzim oziitii ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Absorbansdaki artis
1 dakika boyunca belirtilen dalga boyunda izlendi ve aktivite hesab1 yapildi.

Bir enzim tinitesi, 1 mL enzim ¢ozeltisi i¢in bir dakikada absorbansda meydana

gelen 0.001°lik degisim olarak tanimlanmistir (Dogan vd., 2004).

2.2.5. Protein Tayini

Orneklerdeki protein miktar1 Lowry metoduyla belirlendi (Lowry vd., 1951). Protein
standard1 olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanildi. Kalibrasyon grafigi igin bir seri
serum alblimin ¢ozeltisi hazirlandi. Tayinin gerceklestirilmesi i¢cin asagidaki islemler
yapildi.

++ Kalibrasyon grafigi ¢izmek igin hazirlanan BSA ¢o6zeltisinden (1 mg/mL) deney

tiiplerine sirastyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL ilave edildi. Bu sekilde BSA’nin son
konsantrasyonun 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL olmas1 saglandi.
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+ Baska bir deney tiipiine saf enzim eliiatindan 5 pL ilave edildi.

+¢+ Standartlara ve 6rnege son hacimler 500 pL olacak sekilde 0,1 N NaOH igerisinde
hazirlanan %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi.

1 mL Lowry E c¢ozeltisi her bir tiipe ilave edilip vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 5-10 dakika bekletildi.

% Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin
Reaktifi’nden 100 pL ilave edildi hemen vortekslendi ve karanlik bir ortamda 30
dakika bekletildi.

% 650 nm’ de absorbanslar okundu.

% Cikan sonuglara gore kalibrasyon grafigi ¢izilerek drneklerin protein igerigi tayin
edildi.

2.2.6. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal-PAGE)

Dogal PAGE, SDS icermeyecek sekilde hazirlanan %5°lik yiikleme jeli ve %10’luk
ayirma jeli kullanilarak yapildi (Tablo 4).

Tablo 4. Dogal PAGE Bilesenleri

Bilesenler Yigma Jeli (%5, pH 6,8) | Ayirma Jeli (%10, pH 8,8)
Yi1gma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,5mL
Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) - 25 mL
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,67 mL 3,3mL
dd H,0 2,74 mL 4,1 mL
%10 (APS) 0,04 mL 0,1 mL
TEMED 0,004 mL 0,004 mL

Hazirlanan jel donduktan sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal elektroforez yiiriitme
tamponu ile dolduruldu. Yaklasik 30 pg protein, dogal PAGE yiikleme c¢ozeltisi ile
karistirihp Hamilton siringa ile kuyucuklara yiiklendi. Tank, buz dolu bir kap igine
yerlestirildi. Boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak 20 dakika 20 mA’ de, daha
sonra da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat 25 mA’ de yiiriitiildii. Elektrik

akimi kesildikten sonra jel sistemden dikkatlice ¢ikartilarak boyama islemine gecildi.
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2.2.7. Substrat ve Coomassie Brillant Blue R-250 ile Boyama

Saf enzim eliiatinda PFO’nun varliginin ortaya konulabilmesi igin SDS’siz ve soguk
ortamda yapilan dogal elektroforez sonrasi jel Coomassie Brillant Blue R-250 boyandi.
Ayn1 yontemle, ayni sartlarda ve ayni tankta, es zamanli olarak yiritilen diger jel ise
substrat ¢ozeltisi (L-DOPA) ile boyandi.

Protein bantlarinin goriiniir hale gelebilmesi i¢in jel Coomassie Brillant Blue R-250
boyama ¢ozeltisi igerisinde yaklasik olarak 10-15 dakika calkalanarak bekletildi. Daha
sonra boyanan jel, boya uzaklastirma ¢ozeltisiyle 2-3 saat ¢alkalandi.

Substrat boyamasi i¢in ise jel substrat boyama ¢ozeltisi (24 Mm L-DOPA) igerisinde

yaklasik olarak yarim saat ¢alkalanarak bekletildi ve bantlarin varlig1 gozlendi.

2.2.8. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Maniatis ve
arkadaglarina (1989) gore gergeklestirildi. %5’°lik yilikleme ve %12’luk ayirma jeli

kullanildi (Tablo 5).

Tablo 5. SDS-PAGE Bilesenleri

Bilesenler %5’lik Yigma Jeli Bilesenleri | %12’lik Ayirma Jeli Bilesenleri

Saf su 2,7mL 3,3mL

%30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 mL 4,0 mL

1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5mL

1,5 M Tris (pH 8,8) - 2,5mL

%10’luk SDS 0,04 mL 0,1 mL

%10’luk APS 0,04 mL 0,1 mL

TEMED 0,004 mL 0,004 mL

Jel hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve tank, SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile
dolduruldu. Yaklasik 35 pg saf protein SDS ylikleme ¢ozeltisi ile karistirilip kaynar su
banyosunda 5 dakika inkiibe edildi. Bu sekilde denatiire olan proteinler Hamilton siringast
yardimi ile kuyucuklara yiliklendi. Boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak

20 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat



38

25 mA’de yiiritiildi. Jel, jel boyama ¢ozeltisi i¢ine alind1 ve yavas bir sekilde sallanarak
10 dakika bekletildi. Boyanan jel, fazla boya uzaklasip protein bantlar1 goriiniir hale gelene

kadar boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile muamele edildi.

2.3. Saf Enzimin Karakterizasyonu

2.3.1. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Polifenol oksidaz enzimi iizerine pH’in etkisini incelemek amaciyla Mcilvaine
(pH 3,0, 7,0) ve Tris-HCI (pH 8,0, 9,0) tampon sistemleri difenolik substratlar 4-MK,
DHPPA ve L-DOPA kullanilarak aktivite tayinleri yapildi. Bundan sonraki ¢aligmalar her

substrat i¢in belirlenen optimum pH degerinde yapildi.

2.3.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Substratlarin optimum pH degerlerinde PFO’nun optimum sicakliginin belirlenmesi
i¢in, PFO aktivitesi 10°C’ lik artislarla 0-60 °C araliginda incelendi. Islemler, 10-20°C igin
sogutmali inkiibator, 30-60°C i¢in ise Termoblok kullanilarak yapildi. Tampon ve substrat
karigimlart belirtilen sicakliklarda 5 dakika inkiibe edildi. Karigimlara enzim 6ziitii ilave
edildikten sonra miimkiin oldugunca hizli bir bigimde aktivite Ol¢limleri yapildi ve

Ol¢timler sonucunda optimum sicaklik degerleri belirlendi.

2.3.3. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun EtKisi

Enzimin en 1yi aktivite gosterdigi protein konsantrasyonlarini belirlemek iizere her
bir substrat i¢in, substrat konsantrasyonlart sabit tutularak optimum pH ve sicaklik
degerlerinde ve enzim konsantrasyonu (0,05-10 pg/mL) aralifinda olacak sekilde aktivite
Olctimleri yapildi. Belirlenen substratlar varliginda enzim aktivitesinin maksimuma ulastigi

protein konsantrasyonlari tespit edildi.
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2.3.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunu Etkisi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi substrat konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in
daha once belirlenen optimum sartlarda her bir substratin 0,25-14 mM araliginda degisen
konsantrasyonlarina (4-MK, DHPPA, L-DOPA) kars1 dlciilen hiz degerleri grafige gegildi.
Elde edilen substrat doygunluk egrilerinden her bir substrat i¢in optimum konsantarsyon
tayin edildi. Ele gecen veriler yardimiyla Lineweaver-Burk egrileri hazirlandi ve her bir

substrat i¢cin K, Ve Vs degerleri hesaplandi.

2.3.5. Polifenol Oksidazin Isil Kararhhg

Enzimin 1s1l kararliligimi belirlemek amaciyla enzim eliiatlar1 ependorf tiipler
igerisinde +4°C‘de, 60°C’de ve her bir substrat i¢in belirlenen optimum sicaklikta 20
dakikalik araliklarla toplam bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 oda sicakligina
getirilen enzim eliiatlarinda her bir substrat i¢in daha 6nceden optimize edilmis olan
sartlarda aktivite tayinleri yapildi. Sonuglar ayni sartlarda inkiibasyona tabi tutulmayan

enzim eliiat1 aktivitesi ile kiyaslanarak kalan yiizde PFO aktiviteleri hesaplandi.

2.3.6. Polifenol Oksidazin pH Kararhhg

PFO’nun pH kararliligint incelemek amaciyla, her bir substrat igin ti¢ farkli pH
degerinde tayin yapildi. 50 mM Mcilvaine (pH 3,0, 5,0, 7,0, 8,0) tamponlari ile 1:1
oraninda karigtirilan enzim eliiatlar1 +4°C ve yine her bir substratin optimum sicaklik
degerlerinde 72 saate kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi aktivite tayinleri yapildi,
ayni sartlarda fakat inkiibasyona tabi tutulmayan enzim-tampon karigimlarinin da
hazirlanir hazirlanmaz optimum sartlarda aktivite degerleri belirlendi. Bu degerlerden

faydalanilarak kalan yilizde PFO aktiviteleri hesapland.
2.3.7. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal iyonlarinin Etkisi

PFO aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla Na*, Hg*",
Mg2+ Ca?*, Mn?*, Ni?* Co*, zn**, AP, iyonlarinin kloriir tuzlarinin 100 mM’lhik stok
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cozeltileri hazirlandi. Metal iyonlarinin reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonlar:
1 mM ve 10 mM olacak sekilde ve optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi.

Metal iyonu igermeyen enzim aktivitelerinden faydalanarak kalan yiizde PFO aktiviteleri

hesaplanda.

2.3.8. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine inhibitor Etkisi

PFO aktivitesi iizerine inhibitor etkisini incelemek amaciyla PFO i¢in yaygin olarak
bilinen dort genel inhibitor kullanilmustir. Her bir substrat igin, askorbik  asit
(0,005-0,03mM), sodyummetabisiilfit (0,01-0,05 mM), sodyumazid (50-400mM), tiyoiire
(50-400 mM) inhibitdrleri ile optimum sartlarda aktivite tayinleri yapildi. Inhibitor
konsantrasyonu % kalan aktiviteye kars1 grafige gecildi ve aktivitenin %50 korundugu

inhibitor konsantrasyonu Isg degeri olarak belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Enzim Saflastirma Calismalari

3.1.1. Cahsilan Mantar Tiiriiniin ve Enzimin Substrat Ozgiinliigiiniin

Belirlenmesi

Calisma i¢in belirlenen Suillus tuteus, Lactarius eucalypti, Agaricus xanthodermus,

Agaricus silvicola mantarlarindan hazirlanan ham enzim oziitlerinde ve aseton ¢oktiirmesi

sonrasi elde edilen 6ziitlerde bulunan PFO aktivitesi i¢in difenolik substrat olarak katekol,

4-MK, DHPPA, L-DOPA, katekin monofenolik substrat olarak da tirosin ve PHPPA

kullanilmigtir. Elde edilen degerler tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Mantarlardan elde edilen oziitlerdeki PFO aktivitesinin uygun substratlar
varliginda % Bagil Aktivite Degerleri (H:Ham 6ziit, A: Aseton Coktiirmesi)

Mantar ismi
Katekol 4.MK  Katekin  DHPPA L-DOPA Tirosin PHPPA
Substrat
H 2,8 4.4 1,1 2,3 1,1 1,1 0,6
S. tuteus
A 8,4 1,9 51,0 8,0 1,0 0,4 1,0
H 24,7 69,9 1,8 29,2 454 1,2 0,6
L. eucalypti
A 9,2 100,0 12,4 98,0 83,3 1,4 6,6
H 4,0 2,4 8,6 15,6 11,5 0,3 6,3
A. xanthodermus
A 4.9 10,8 15,9 2,9 10,5 6,4 18,6
H 6,0 45 11,8 23,2 6,5 20,5 0,9
A. silvicola
A 0,2 7,3 16,7 3,8 10,8 9,4 16,0
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3.1.2. Polifenol Oksidazin Afinite Kromatografisi ile Saflagtirilmasi

Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit jeli kullanilarak yapilan afinite
kromatografisi sonrasi toplanan eliiatlardan olusan fraksiyonlar igin, spektrofotometrik
olarak, 280 nm’de protein tayini ve 494 nm’de PFO aktivitesi tayin edildi. Ele gegen
sonuclardan olusturulan grafikte 280 nm’de belirlenen protein absorbansi ve aktivite

absorbansinin ¢akigsmasit enzimin etkili bir sekilde saflastirildigini gostermektedir

(Sekil 20).
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Sekil 20. Afinite Kromotografisi ile Lactarius eucalypti 'den PFO’nun
saflagtirilmasi

Eliiatlar, 1’den 21’e kadar numaralandirilan fraksiyon tiiplerine 5’er mL halinde
topland1 ve aktivite tayini yapildi. Substrat 6zgiinliigii i¢in yapilan aktivite tayinlerinde en
yiiksek aktivite degerlerinin 4-MK substrati varliginda elde edildi g6z Oniine alinarak
eliatlar ile 494 nm’de 4-MK substrat1 kullanilarak spektrofotometrik olarak aktivite tayini
yapildi. En yiiksek PFO aktivitesi gosteren (9-15 numarali tiipler) fraksiyonlar birlestirildi.
Daha sonra, saf enzim eliiatinda ham enzim 6ziitiinde ve aseton ¢oktiirmesi ile elde edilen

¢ozeltide Lowry yontemiyle protein tayini yapildi. Bu tayin sonucunda saf enzim eliiatinda
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0,11 mg/mL ve ham enzim 6ziitiinde 6,25 mg/mL ve aseton ¢oktiirmesi sonrasi elde edilen
¢ozeltide 1,47 mg/mL protein miktarlar: belirlendi.

Bu degerler kullanilarak saf enzim eliatinin, ham enzim Ozitiiniin ve aseton
¢oktiirmesi sonrasi elde edilen ¢6zeltinin spesifik aktiviteleri hesaplandi, boylece enzimin

kag kat saflastirildigi tespit edildi (Tablo 7).

Tablo 7. Lactarius eucalypti PFO’su i¢in saflastirma tablosu

Aktivite | Toplam Protein Spesifik Aktivite Saflasgtirma
Saflastirma adimi
V) (mg/mL) (U/mg Protein) Katsayisi
Ham Enzim Oziitii 26 6,25 83 -
Aseton Coktiirme 18 1,47 250 3,01
Saf Enzim Eliiati 12 0,11 2187 26,3

Tablo7. de goriildigii gibi ham enzim oziitinde PFO aktivitesi 83 U/mg protein,
iken, saf enzimdeki spesifik aktivite 2187 U/mg protein olarak hesaplandi. Elde edilen bu

sonuglara gore PFO’nun 26,3 kat saflasmis oldugu belirlendi.

3.2. Polifenol Oksidazin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.2.1. Polifenol Oksidazin Safliginin Elektroforetik Olarak Belirlenmesi

Saf enzim eliiatinda PFO enziminin varligini ortaya koymak i¢in soguk ortamda
dogal elektroforez yapildi. Dogal-PAGE’de saf enzimin yiiriitiiliip Comassie Brillant Blue
R-250 ile boyanmasi sonucunda (Sekil 21C) tek bir bant goézlendi. Ayn1 yontemle, ayni
sartlarda ve ayni tankta, es zamanl olarak yiiriitiilen diger jel ise substrat ¢ozeltisi (L-
DOPA) ile boyand1 (Sekil 21B). Comassie Brillant Blue R-250 boyama ile gozlenen
proteinin substrat boyamasi ile de PFO’ ya ait oldugu ortaya konulmustur. Tek bandin

gozlenmesi enzimin basaril bir sekilde saflagtirildigini desteklemektedir.
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SDS jel elektroforeziyle, saf enzim eliiatinda PFO’ya ait yaklasik 58,1 kDa’lik bir
protein bandi gozlenmistir (Sekil 21A)

kDa

66.2
58,1

45

M 1

Sekil 21. A) SDS-PAGE (Coomassie boyama); M. Molekiiler agirlik standartlar: 1.
Saf enzim eliiati, B) Dogal-PAGE (Substrat Boyama); Saf enzim eliiati
C) Dogal-PAGE Coomassie Brillant Blue R-250 Boyama; Saf enzim
eliiat,

3.2.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Spektroskopik Olarak Karakterizasyonu

L. eucalypti’den afinite kromotografisi ile saflastirilan PFO enziminin biyokimyasal
karakterizasyonu 0zgiinliigii en yiiksek ti¢ farkli substrat kullanilarak yapildi (4-MK, L-
DOPA ve DHPPA).

PFO enziminin biyokimyasal olarak karakterizasyonu asagida baslhiklar halinde

verilen parametrelerin incelenmesiyle gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine pH’1n EtKisi

Polifenol oksidaz enzimi iizerine pH’m etkisini incelemek amaciyla Mcilvaine

(pH 3,0-7,0) ve Tris-HCI (pH 8,0 ve 9,0) tampon sistemleri difenolik substratlar 4-MK,
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DHPPA ve L-DOPA kullanilarak aktivite tayinleri yapildi ve bu aktivite degerleri
kullanilarak pH-% Bagil aktivite grafikleri ¢izildi. Enzimin 4-MK substrati varliginda en
1yi aktivite gosterdigi pH degeri 5,0 olarak belirlenirken DHPPA ve L-DOPA substratlari
varliginda en iyi aktiviteyi pH 7,0’ da gosterdigi belirlenmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. Polifenol oksidaz aktivitesinin farkli substratlar varliginda pH ile
degisimi

3.2.2.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Polifenol oksidaz enzimi tizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in 0-60°C araliginda
10’ar derece araliklarla her bir substrat i¢in ayr1 ayr1 aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen

bu aktivite degerleri kullanilarak her bir substrat i¢in sicaklik % bagil aktivite grafikleri
cizildi(Sekil 23). Enzimin 4-MK, DHPPA ve L-DOPA substratlari varliginda sirasiyla
20°C, 30°C ve 20°C de en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlendi.



46

120
100

[}
(@)
1

—t—4-MK

/ DHPPA
—=—L-DOPA

0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik (°C)

(o2}
o
1

% Bagil Aktivite
NS
o O

o

Sekil 23. Polifenol oksidaz aktivitesinin farkli substratlar varliginda sicaklik ile
degisimi

3.2.2.3. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi protein konsantrasyonunu belirlemek tizere her bir
substrat i¢in substrat konsantrasyonlari sabit tutularak optimum pH degerlerinde ve enzim
konsantrasyonu (0,05-10 pg/mL) araliginda olacak sekilde aktivite dl¢timleri yapildi. Elde
edilen hiperbolik egrilerden(Sekil 24) maksimum PFO aktivitesi i¢in optimum enzim
konsantrasyonu 4-MK, DHPPA, L-DOPA substratlari i¢in sirasiyla 3 pg/mL, 6 pg/mL ve
5 ug/mL olarak belirlendi.
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Sekil 24. Polifenol oksidaz aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisi
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3.2.2.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun
Etkisi

L. eucalypti’'den afinite kromatografisi ile saflastirillan PFO’ya ait bazi kinetik
verileri belirlemek igin, nihai konsantrasyonu 0,25-14 mM araliginda degisen 4-MK,
DHPPA, L-DOPA substratlar1 varliginda gerceklestirilen reaksiyonlarda, enzim aktivitesi
tayin edildi. Optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in, substrat
doygunlugunu gosteren Michaelis-Menten egrileri ¢izildi. Saflagtirilan PFO aktivitesinin
basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Kinetik verilerin belirlenmesi i¢in
ise Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. L. eucalypti difenolaz1 igin 4-MK substrati
varhginda Vmas ve Kpn degerleri sirasi ile 2500 U/mg protein ve 0,25 mM olarak
(Sekil 25), DHPPA substrati varliginda 2000 U/mg ve 0,4 mM (Sekil 26), L-DOPA
substrat1 varliginda 1666 U/mg ve 0,83 mM (Sekil 27) olarak belirlendi.

Sekil 25. 4-MK varhiginda gizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 26. DHPPA varliginda gizilen Lineweaver-Burk grafigi

1/S

Sekil 27. L-DOPA varliginda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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3.2.2.5. Polifenol Oksidazin Isil Kararhihgi

Enzimin 1s1l kararliligmi belirlemek amaciyla enzim eliiatlar1 ependorf tiipler
igerisinde +4°C‘de, 60°C’de ve her bir substrat i¢in belirlenen optimum sicaklikta 20
dakikalik araliklarla toplam bir saat inkiibe edildi. Herhangi bir 6n islem uygulanmamis saf
enzim eliiatinin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeriyle inkiibasyon sonucu elde
edilen degerler karsilastirilarak hesaplandi ve 1s1l kararlilik grafikleri ¢izildi( Sekil 28, 29
ve 30).
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Sekil 28. 4-MK substrati varliginda enzimin zamana bagli 1s1l kararlilik egrisi

4-MK substratinin varliginda enzim 20 dk sonunda +4°C ‘de ve optimum sicakligi
olan 20°C’de aktivitesini korurken, 60°C’de ise aktivite % 80°dir. 40 dk sonra aktivite
+4°C ve 20°C*de %80 iken 60°C*‘de PFO aktivitesinin % 50°si kaybolmustur. Inkiibasyon
sonunda ise +4°C’de %60, 20°C’de %70 aktivite varken 60°C‘de neredeyse aktivite

kalmamustir.
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Sekil 29. DHPPA substrat1 varliginda enzimin zamana bagli 1s1l kararlilik egrisi

DHPPA substrati varliginda ilk 20 dk’da +4°C ve 30°C‘de enzim aktivitesinin
yaklagik %70’ korunurken, 60°C’de aktivitenin yarisina yakinimin kaybedildigi
gdzlenmistir. Inkiibasyon sonunda 30°C’de aktivite degismezken +4°C ve 60°C’de PFO

aktivitesinin %350’nin altina diistiigii gdzlenmistir.
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Sekil 30. L-DOPA substrati varliginda enzimin zamana bagl 1s1l kararlilik egrisi

L-DOPA substrat1 varliginda ise PFO aktivitesinin 20 ve 40. dk sonunda +4°C ve
20°C’de %80°‘den fazlasinin korundugu ancak 60°C’de %50 oraninda azaldig
gbzlenmistir. Inkiibasyon sonunda 60°C’de aktivite neredeyse sonlanirken optimum

sicaklik degerinde enzim %50 aktivitesini korumaktadir.
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3.2.2.6. Polifenol Oksidazin pH Kararhhgi

PFO’nun pH kararlihgini incelemek amaciyla, her bir substrat igin ti¢ farkli pH
degerinde tayin yapildi. 50 mM Mcilvaine (pH 3,0 ,5,0, 7,0, 8,0) tamponlar1 ile 1:1
oraninda karistirilan enzim eliatlar1 4°C ve yine her bir substratin optimum sicaklik
degerlerinde 24 saat ve 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi optimum sartlarda
aktivite tayinleri yapildi, aym sartlarda fakat inkiibasyona tabi tutulmayan enzim-tampon

karisimlariin da hazirlanir hazirlanmaz optimum sartlarda aktivite degerleri belirlendi.
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Sekil 31. +4°C’de enzimin 4-MK substrati varliginda zamana bagh pH kararlilik
egrisi
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Sekil 32. 20 °C’de enzimin 4-MK substrati varliginda zamana bagli pH kararlilik
egrisi

4-MK substrat1 varlifinda 24 saat 4°C ve 20°C’de inkiibasyon sonunda enzim
aktivitesinde pH 3,0 ve pH 8,0 degerlerinde %50 civarlarinda kayip gozlenmektedir.
Optimum pH degeri olan pH 5,0’de 20°C ise’de yaklasik %80, 4°C’de ise %70’e yakin
aktivite korunmaktadir.72 saatlik inkiibasyon sonunda enzim 4°C’de %30 20°C’de ise %60
aktivite gosterirken pH 5,0 ve pH 8,0 * aktivitede % 80 kayip gozlenmistir.

120
100

80 -
=o—pH 3,0

60 1 —8-pH 7,0
40 - pH 8,0

9% Kalan Aktivite

o

0 12 24 36 48 60 72 84
Zaman (saat)

Sekil 33. +4°C’de enzimin DHPPA substrati varliginda zamana baglh pH kararlilik
egrisi



120
100

80 -
=4—pH 3,0

=-pH 7,0
40 A pH 8,0

20 - =

0 T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84
Zaman (saat)

60 -

9% Kalan Aktivite

Sekil 34. 30 °C’de enzimin DHPPA substrat1 varliginda zamana bagli pH kararlilik
egrisi
DHPPA substrat1 varliginda 4°C’de pH 3,0 ve pH 8,0’de enzim aktivitesi 24 saat
sonunda %90’a yakin kaybolmustur, pH7,0’de ise bu kayip % 60 olarak goriilmektedir.72
saat sonunda her ii¢ pH degeri iginde aktivite %10’un altindadir.20°C’de ilk 24 saatte
optimum pH’da aktivite %80 korunurken, pH 3,0°de %60 pH 8,0’ % 40’dir.inkiibasyon

sonunda optimum pH’da enzim %50 aktivite gdstermektedir.
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Sekil 35. +4°C’de enzimin L-DOPA substrat1 varliginda zamana bagli pH kararlilik
egrisi
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Sekil 36. 20°C’enzimin L-DOPA substrati varliginda zamana bagl pH kararlilik
egrisi

L-DOPA substrati varliginda hen 4°C’de hemde 20°C’de 24 sat sonunda enzim
aktivitesini %70 oraninda korumustur. pH 3,0 ve pH 8,0’ de ise aktivite % 50’nin altina

inmistir. 72 saat sonunda iki sicakliktada optimum pH’da aktivite % 30’a diismiistiir.

3.2.2.7. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin Etkisi

PFO aktivitesi iizerine baz1 metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla Na*, Hg*",
Mg2+ Ca%*, Mn?*, Ni%* Co?*, zn**, AI*" iyonlarinin kloriir tuzlarinin 100 mM’lik stok
cozeltileri hazirlandi. Metal iyonlarinin reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonlari
1 mM ve 10 mM olacak sekilde ve optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi.
Metal iyonu igermeyen reaksiyon karisiminin PFO aktivitesi %100 kabul edildi. Metal

iyonu ilave durumunda % kalan aktiviteler hesaplandi.
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Sekil 37. 4-MK varliginda metal iyonlar etkisi
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Sekil 38. DHPPA substrati varliginda metal iyonlari etkisi
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Mn* Mg? Co®* Ca?* Zn?* Hg®* A" Ni** Na" yok

Sekil 39. L-DOPA substrati varliginda metal iyonlar etkisi

3.2.2.8. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine inhibitor Etkisi

E1mM
10mM

PFO aktivitesi lizerine inhibitor etkisini incelemek amaciyla PFO i¢in yaygin olarak
Her bir substrat icin, Askorbik Asit
(0,005-0,03 mM), sodyummetabisiilfit (0,01-0,05 mM) ,sodyumazid (50-400 mM), tiyoiire
(50-400 mM) inhibitorleri ile optimum sartlarda aktivite tayinleri yapildi. Inhibitor

bilinen dort genel inhibitér kullanilmistir.

konsantrasyonu % kalan aktiviteye kars1 grafige ge¢ildi ve aktivitenin % 50 korundugu

inhibitdr konsantrasyonu Iso degeri olarak belirlendi.

Tablo 8. PFO inhibitorlerine ait Iso Degerleri

Substrat Sodyumazid Sodyummetabisiilfit ~ Askorbik Asit  Tiyotire
Inhibitdr (mM) (mM) (mM) (mM)
4-MK 120 0,024 0,007 145
DHPPA 65 0,015 0,006 58
L-DOPA 115 0,010 0,008 180




4. TARTISMA VE SONUCLAR

Kolay elde edilebilirligi ve yiiksek besin degerleriyle mantarlar yillardan beri 6nemli
bir besin olarak tiiketilmektedir. Besin olarak tiiketilmesinin yani sira endiistrinin bir ¢ok
alaninda da kullanilmaktadirlar, 6zellikle kaliteli ve ucuz olmasi nedeniyle polifenol
oksidaz kaynagi olarak bir ¢ok endiistri alaninda mantarlar rol almaktadir.(Maursek, 2006).

Yapilan bu calismada, Lactarius eucalypti mantarinda, bazi fenolik bilesiklerin
yiikseltgenmesinden sorumlu, oksidorediiktaz sinifi bir enzim olan PFO’nun varligi ve
biyokimyasal 6zellikleri ortaya konulmustur. Bu amagla, L. eucalypti’den hazirlanan enzim
ozitiinden afinite kromatografisiyle, PFO saflagtirllmistir. Enzimin varhgi, saf enzim
eliatinda ve ham enzim &ziitiinde elektroforetik olarak ortaya konmustur. Ayrica, enzimin
biyokimyasal ve kinetik Ozellikleri arastirilip, elde edilen veriler mantarlar ve diger
organizmalarda ¢aligilan PFO’lar ile karsilastiriimistir.

Zar protreinlerinin saflastiriimasinda yaygin olarak kullanilan TX-114 deterjaniyla
(Sanchez-Ferrer vd., 1994; Bricker vd., 2001) PFO, L. eucalypti’den ¢6ziiniirlestirilip ham
enzim Oziiti hazirlanmistir. Bu oziitten PFO, soguk aseton ¢oOktiirmesiyle kismen
saflastirnllmistir. Ham enzim eliatinda enzimin spesifik aktivitesi 83 U/mg protein iken
aseton ¢oktiirmesi sonrast kismen saflastirilan PFO’nn spesifik aktivitesi 250 U/mg protein
olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore enzim L. eucalypti’den 3,01 kat saflastirilmustir.

Arslan ve calisma arkadaslarinin (2004) PFO i¢in afinite jeli sentezleme yontemi
kullanilarak, Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli basart ile
sentezlenmistir. Aseton ¢oktiirmesi sonrasinda elde edilen enzim 6ziitii, sentezlenen bu jele
tatbik edilmistir ve boylece L. eucalypti PFO’sunun, afinite kromatografisi ile
saflagtirllmas: gergeklestirilmistir. Ham enzim eliatinda enzimin spesifik aktivitesi 83
U/mg protein iken, afinite kromatografisi sonucu saflastirilan PFO’nun spesifik aktivitesi
2187 U/mg protein olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore, enzim L. eucalypti’den 26,3 kat
saflastinnlmistir. Daha 6nce ayni afinite jeli sentezlenerek, yapilan afinite kromatografisi ile
PFO’nun (Morus alba L.) dut meyvesinden 74 kat (Arslan vd., 2004), Boletus erythropus
mantarindan 28,5 kat (Ozel vd., 2010) , Macrolepiota gracilenta mantarindan 65,3 kat
(Kolcuoglu, 2012), Lactarius piperatus mantarindan ise 13,9 kat (Oz vd., 2013)
saflagtirilmasi gergeklestirilmistir. Yine bir afinite jeli olan fenil sepharose kullanilarak da

yapilan afinite kromatografisi ¢alismalari mevcuttur. Bu yontem ile PFO Pouteria sapota
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meyvesinden 98 kat (Palma-Orozco vd., 2011), Barbados kirazindan 60 kat (Kumar vd.,
2008), feslegenden 11,5 kat (Dogan vd., 2005) saflastirilmistir. Afinite kromatografisinin
yam sira, hidrofobik etkilesim kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, ve jel
flitrasyon kromatografisi de PFO’nun gesitli organizmalardan saflastiriimasinda ¢ok
yaygin  kullanilan tekniklerdir. Hanimeli ¢iceginin Lonicera japonica tiiriiniin
tomurcuklarindan PFO, DEAE-seluloz kolonu ile 30,76 kat (Liu vd., 2013), 6riimcek
cicegi yapraklarindan 6nce DEAE-Sepharose kolonu ve ardindan Sephadex G-75 kolonu
ile 37,81 kat (Gao vd., 2011), zehirli ve zehirsiz iki farkli sardunya bitkisinden DEAE-
seluloz kolonu sonrasinda HilLoad Superdex kolonu ile sirasiyla 33,5 ve 99,5 kat (Zucca
vd., 2013) saflastirilmistr.

Afinite kromatografisi ile gergeklestirilen saflastirma isleminden sonra, elde edilen
L. eucalypti PFO’sunun elektroforetik 6zelliklerini belirlemek amaciyla dogal ve denatiire
edici poliakrilamid jel elektroforezleri yapildi. Dogal-PAGE’de saf enzim yiritiiliip
Comassie Brillant Blue R-250 ile boyanmasi sonucunda saf eliiatta (Sekil 21C) tek bir bant
gbozlenmesi enzimin etkin bir sekilde saflagtirilldigini  gdstermektedir. Ayrica ayni
ozelliklerde hazirlanan ve yliriitiilen baska bir jele L-DOPA ile substrat boyamas1 yapilarak
proteinin PFO’ya ait oldugu ortaya konuldu (Sekil 21B). Yapilan SDS poliakrilamid jel
elektroforezinde goriilen tek bandin R¢ degeri kullanilarak molekiil agirligi 58,1 kDa olarak
hesapland1 (Sekil 21A).Yapilan farkli calismalar ve hesaplanan molekiil agirliklar:
soyledir; yilan meyvesi PFO’su 38 kDa (Zaini vd., 2013), kolza ¢igeginden saflastirilan
PFO’nun 60,4 kDa (Sun vd., 2012), karnabahar PFO’su 60 kDa (Rahman vd., 2012),
Agaricus bisporus PFO’su 67 kDa (Espin vd., 1999) Lactarius salmonicolors 36kDa,
(Dedeoglu, 2009). Molekiil agirligi agisindan elde edilen sonucun literatiirle uyum
icerisinde oldugu goriilmektedir.

L. eucalypti’den elde edilen PFO’nun substratlara bagl olarak gosterdigi aktiviteyi
belirlemek amaci ile difenolik substrat olarak katekol, 4-MK, DHPPA, L-DOPA, katekin
monofenolik substrat olarak da tirosin ve PHPPA kullanildi. Enzimin en yiiksek aktiviteyi
difenolik substratlar olan 4-MK, DHPPA ve L-DOPA varliginda gosterdigi gézlenmistir.
Buna karsilik, L. eucalypti PFO’sunun monofenolik substratlar olan PHPPA ve tirosine
kars1 aktivitesinin yok denecek kadar diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu veriler
L. eucalypti PFO’sunun bir ¢ok kaynakta oldugu gibi Domates tohumlari, Solonum
tuberosum (Coetzer vd.,2001), Sorghum taneleri (Dicko vd., 2002), yilan meyvesi (Zaini
vd., 2013), malta erigi (Selles vd., 2006), Guava meyvesi (Beena ve Gowda, 2000),
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Trametes sp. MS39401 mantar1 (Motoda, 1999) yiiksek difenolaz aktivitesine sahip
oldugunu gostermektedir.

Enzimlerde, optimum pH degerleri, kullanilan materyalin kaynagina, ham enzim
Oziitli hazirlama yontemine ve kullanilan substrata gore farkliliklar gosterir ( Jiang, 1999).
L. eucalyptius PFO’su 4-MK substrat1 varliginda pH 5,0’de optimum difenolaz aktivitesi
gosterirken (Sekil 22), DHPPA ve L-DOPA substratlar ile pH 7,0’de optimum aktivite
gostermistir (Sekil 23 ve 24). Degisik organizmalardaki difenolazlarin, karakterizasyonu
ile ilgili yapilan ¢alismalarda ise, PFO i¢in optimum pH, dutta 5,0 (Arslan vd., 2004),
fasulye tohumlarinda 4,0 (Paul ve Gowda, 2000), Ferula sp. 6,0 (Erat vd., 2006), pazi
yapraklar1 7,5 (Gao vd.,2009), kolza ¢icegi 5,5 (Sun vd., 2012), M. gracilenta
makromantar1 5,0 (Kolcuoglu, 2012) olarak belirlenmistir. Bu sonucglara gore,
L. eucalypts difenolazinin, 6nceden bildirilen difenolazlarla, pH optimumu agisindan
benzer davranig sergiledigi gozlenmistir.

L. eucalypti PFO’sunun aktivitesinin sicakhkla degisimi, 0-60°C araliginda
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, enzimin optimum sicakhgi 4-MK, DHPPA ve
L-DOPA substratlart varliginda sirasiyla 20, 30 ve 20°C olarak belirlendi. Farkh
kaynaklarda PFO’nun optimum sicakliklar: B. erythropus mantarinda (Ozel vd., 2010) ve
L. salmoicolor ve A. bisporus mantarlarinda (Dedeoglu, 2009) 20°C, Emir iiziimii (Unal ve
Sener, 2006) 25 °C, yilan meyvesi 30°C (Zaini vd., 2013), sardunya (Zucca vd.,2013),
Pouteria sapota meyvesi (Palma-Orozco vd., 2011) 35°C, fasulye siirgiinleri 40°C (Nagai
ve Suzuki, 2003) ve pazi yapraklarinda 45°C (Gao vd., 2009) olarak belirlenmistir.

Saf enzimin en iyi aktivite gosterdigi protein konsantrasyonunu belirlemek iizere
yapilan denemeler sonucunda, 4-MK, DHPPA, L-DOPA substratlar1 icin sirasiyla
3, 6 ve 5 pg/mL olarak belirlendi. Daha yiiksek protein konsantrasyonlarinda ise, PFO
aktivitesinin enzim miktarindan bagimsiz oldugu belirlenmistir (Sekil 24).

L. eucalypti’den afinite kromatografisi ile saflastirllan PFO’ya ait bazi kinetik
verileri belirlemek i¢in, nihai konsantrasyonu 0,25-14 mM araliginda degisen 4-MK,
DHPPA, L-DOPA substratlar1 varhiginda, cizilen substrat-doygunluk grafiklerinden,
L. eucalypti PFO’sunun basit Michaelis-Menten Kinetigine uydugu agik¢a goriilmiistiir.
Enzimin difenolik substratlari, 4-MK, DHPPA, L-DOPA varligindaki kinetik verileri olan
Michaelis-Menten  sabiti  (Kp) ve maksimum hiz  (Vmas) degerleri, ¢izilen
Lineaweaver-Burk grafiginden sirasiyla, 0,25 mM ve 2500 U/mg protein (sekil 25),
0,4 mM ve 2000 U/mg protein (Sekil 26 ) ve 0,83 mM ve 1666 U/mg protein (Sekil 27)
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olarak belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, PFO aktivitesi i¢in Ky, degerleri,
marula meyvesinde DHPPA substrati ile 3,43 mM (Mdluli, 2005), yilan meyvesinde
katekol substrati ile 5,46 mM (Zaini vd., 2013), Agaricus bisporus’da 0,67 mM
(Wu vd., 2013), 4-MK substrat1 ile sardunya bitkisinde 7,46 mM (Zucca vd.,2013),
feslegende 1,62 mM  (Dogan vd., 2005), Annona cherimola Mill.de
1,33 mM (Martinez-Cayuela vd.,1988), c¢ilekde 2,7ImM (Wesche-Ebeling ve
Montgomery, 1990), L-DOPA substrati ile Barbados kirazinda 4,1 mM (Kumar vd.,
2008), pazi yapraklarinda 3,17mM (Gao vd.,2009) olarak bulunmustur. Ky, enzimin
substrata olan ilgisiyle ters orantili bir parametredir (Yildiz vd., 2006). L. eucalypti
PFO’sunun litaratiir ile kiyaslandiginda her ii¢ substratina da olan ilgisinin oldukca yiiksek
oldugu goriilmektedir. Cogu endiistriyel enzimin Ky, degerinin, biyoteknolojik 6neme sahip
substratlar varliginda 10'-10°M araliginda degismekte oldugu bildirilmistir. (Kolcuoglu,
2012). L. eucalypti PFO’sunun Ky, degeri géz Oniine alindiginda cesitli uygulamalarda
kullanilabilir oldugu goriilmektedir.

Enzimin 1s1l kararliligini belirlemek amaciyla +4°C ‘de, 60°C’de ve her bir substrat
icin belirlenen optimum sicaklikta ve pH’larda 20 dakikalik araliklarla toplam bir saat
inkiibasyon sonunda kalan aktiviteleri belirlenmistir (Sekil 28, 29 ve 30). 4-MK ve
DHPPA substratlar1 varhiginda substratlarin optimum sicakliklarinda (20°C ve 30°C)
toplam bir saatlik inkiibasyon sonrasi L. eucalypti PFO’sunun aktivitesini %70 oraninda L-
DOPA substrati ile ise optimum sicakliktaki (20°C) inkiibasyon sonrasi aktivitenin %60
korundugu goézlenmistir. Kolcuoglu ve arkadaslar1 (2007) M. mastoidea PFO’sunun 20-
80°C araliginda 10°C’ lik artislarla 60 dakika bekletildiginde optimum sicakliginda (20°C)
baslangic aktivitesini korurken sicakligin artisiyla birilikte aktivitenin giderek azaldigini ve
80°C de ise yine benzer sekilde enzim aktivitesini tamamuiyla yitirdigini gézlemlemislerdir.
Armillaria mellea PFO’su 20°C-40°C arasinda bir saat inkiibasyon sonunda aktivitesini
korurken 60°C’ bir saat sonunda aktivitesini tamamen kaybetmistir, Lepista nuda PFO’su
20°C ile 40°C’de aktivitesi yaklasik %65 oraninda korurken, Hypholoma fasciculare
PFO’su 20°C’de bir saat inkiibasyon sonrast %70 aktivite gostermektedir (Colak vd.,
2007). Tim veriler dogrultusunda L. eucalypti PFO’sunun 4-MK. DHPPA ve L-DOPA
substratlar1 varliginda o6zellikle optimum sicaklik degerlerinde olduk¢a kararli oldugu
sOylenebilir.

L. eucalypti PFO’sunun pH kararliligi her bir substrat i¢in pH 3,0 ve 8,0 ve ayrica
optimum pH degerlerinde (pH 5,0, 7,0) 4°C ve her bir substratin optimum sicaklik
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degerlerinde 24 saat ve 72 saat inkiibasyon sonrasi aktivitesinin dlgiilmesi ile belirlendi.
72 saat sonunda 4-MK substrat1 varliginda enzim aktivitesinin 20°C ‘de pH 5,0’de %60
oraninda korundugu gézlenmektedir. DHPPA substrati varliginda 30°C’de 24 saat sonunda
optimum pH olan pH 7,0’de aktivite %80, L-DOPA substratinda ise bu oran %70°dir.
Benzer sekilde, daha once B. erythropus PFO’sunun da yiiksek pH kararliligina sahip
oldugu ve ozellikle 4 °C’de 24 saat inkiibe edildiginde, enzimin aktivitesini, %85’in
iizerinde korudugu bildirilmistir (Ozel vd., 2010). M. gracilenta mantarinda pH 5,0’de
4°C’de ve 30°C’de, 48 saat inkiibasyon sonunda PFO aktivitesinin %63 oraninda
korundugu gozlenmistir (Kolcuoglu, 2012).

Enzimatik esmerlesme mantarlarin olgunlagsmas: ve islenmesi esnasinda, mantar
endiistrisinde de ciddi ekonomik kayiplara yol agan bir olaydir. Enzimler tarafindan
katalizlenen reaksiyonlarin hizlarmi etkileyen faktorler arasinda pH, 1s1, 151k ve bazi
fiziksel faktorler, enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, zaman, reaksiyon
tirtinleri, cesitli iyonlarin varligi, hormonlar ve bazi biyokimyasal faktorler ve inhibitorler
ya da inhibitor etkisi gosteren bilesikler yer almaktadir (Lehninger, 2005). Sebzelerin
enzimatik kararmasi oksijen ve fenolik bilesikler gibi reaktantlar1 ortamdan gidererek veya
PFO inhibitorlerini kullanarak geciktirilebilir ya da tamamen Onlenebilir. Sebzelerin ve
mantarlarin iglenmeleri sirasinda ortamdaki oksijenin tamamen giderilmesi oksijenin
atmosferdeki mevcudiyetinden dolay1 oldukga zordur (Roudsari vd., 1981). Bu nedenle en
stk bagvurulan yol, inhibitér kullanimidir. Bu g¢alismada da, birgok bitki ve mantar
dokusundan elde edilen PFO i¢in inhibitér olarak denenen, askorbik asit,
sodyummetabisiilfit, sodyum azid ve tiyoiire denenmis ve her bir inhibitdr i¢in Iso degerleri
hesaplanmistir (Tablo 8). Elde edilen veriler, kullanilan inhibitorler arasinda, enzimin en
etkili inhibitoriiniin askorbik asit ve bunu takiben de sodyummetabisiilfit oldugu
gorlilmiistiir. Askorbik asidin etkili inhibisyonu, daha once yapilan caligmalarda
bildirilmistir (Ozel vd., 2010; Gao vd., 2009; Colak vd., 2005; Paul ve Gowda, 2000).

Enzimlerin ¢ogu, aktivitelerini yerine getirebilmeleri icin kofaktér olarak metal
iyonlarma ihtiyag duyar. Metal iyonlari, farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklar
bilesiklerde farkli geometriye ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu yiizden,
proteinler karsisinda farkli ligand 6zellikleri gosterebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa vd.,
2001). L. eucalypti PFO’su aktivitesi iizerine Na*, Hg**, Mg®* ,Ca?*, Mn®*, Ni** Co?",
Zn?*, AI" iyonlarinin etkisi 1 mM ve 10 mM nihai konsantrasyonlarda olacak sekilde
4-MK, DHPPA ve L-DOPA substratlari i¢in incelendi (Sekil 37, 38 ve 39). Ug substrat
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varliginda da hem 1 mM hem de 10 mM metal konsantarsyonlari i¢in yapilan denemelerde
Hg” “nin aktiviteyi en gok inhibe eden metal iyonu oldugu gozlendi. Na* ve AI** iyonlar
ise PFO aktivitesinde artisa sebep olmustur. Motoda (1999) Trametes sp. MS39401 ile
yapilan calismada Hg** ve Sn?* iyonlarinin aktiviteyi inhibe ettigini bildirmistir. Pazi
yapraklarinda elde edilen PFO’nun Na® varhiginda aktive oldugu gozlenmistir(Gao
vd.,2009). Macrolepiota mastoidea mantari ile yapilan ¢alismada difenolaz aktivitesinde
Cu* ve ng+ inhibisyona sebep olurken diger metal iyonlar1 aktivasyona sebep oldugu

gorilmiistiir (Kolcuoglu vd., 2007).



5. ONERILER

Polifenol oksidaz’in meyve, sebzeler ve kiiltiir mantarlarinda esmerlesmeye ve
dolayisiyla hem bitkinin 6zellikleri ve hem de ekonomik agidan istenmeyen bazi kayiplara
yol acgtigt ¢ok cesitli bitkiler {izerinde yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur. Bu
esmerlesmenin, farkli meyve, sebze ve mantar kiiltirlerindeki fenolik igerige ve polifenol
oksidaz aktivitesine bagl olarak degistigi bilinmektedir. Enzimatik esmerlesmenin
onlenmesinde ise en gegerli yontem, PFO aktivitesinin kontrol edilmesidir. Bu nedenle,
enzim aktivitesine etki eden parametrelerin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir. Meyve,
sebzelerin ve mantarlarin iglenmesi sirasinda uygulanan prosesleri en aza indiren, uygun
yeni teknolojilerle birlikte, bunlarin Kisi basina diisen tiiketimindeki artig, birgok tilke igin
ekonomik yararlar saglayacaktir.

Giintimiizde PFO enzimini inaktive etmek amaciyla kullanilan birgok ticari yontem
mevcuttur, ancak bu yontemler uygulandigi zaman besinde istenmeyen etkilere sebep
olmaktadir. Bu yilizden besinlerde istenmeyen esmerlesme reaksiyonlarmin onlenmesi
noktasinda PFO enzimlerinin incelenmesi, yapi1 ve mekanizmasinin aydinlatilmasi
glinimiizde bir ihtiya¢ olmustur. PFO’lar klinik 6neme sahip bazi kimyasallarin sentez
reaksiyonlarini katalizlemesinde kullanilabilirliginden, kozmetik sektoriinde kullanimina
hatta ¢evrede Kirlilik yaratan fenolik bilesiklerin teshisine kadar ¢ok genis bir uygulama
alanina sahiptir. Ayrica PFO, tipta, atik sularin temizlenmesi gibi birgok alanda da
kullanilmaktadir.

PFO’ nun tim bu uygulamalar disiintildigiinde bu enzimin saflastirilmasi ve
endiistride kullanilabilir hale getirilmesi olduk¢a Onemlidir. Afinite kromatografisi,
biyolojik molekiillerin saflastirilmasinda gii¢lii bir tekniktir. Bu nedenle, PFO igin afinite
kromatografisinde kullanilabilecek alternatif afinite jelleri sentezlenebilir.  Ayrica, ileriki
caligmalarda L. eucalypti PFO’sunun inhibisyon mekanizmalarinin ayrintili bir sekilde
ortaya konmasi, organik ¢oziicli ortamlarindaki kararliliginin incelenmesi gerekmektedir.
Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile L. eucalypti’nin bireysel fenolik igerigi
belirlenerek PFO acisindan nasil bir metabolizmaya sahip oldugu ortaya konulup bu

anlamda farkli calismalara 1s1k tutulabilir.
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L. eucalypti mantar1 yilin belli zamanlarda bulunabilmesi ve heniiz kiiltiiri
yapilamamasi nedeniyle kolay ulasilamayan bir tiir olmasi, bu tiirden elde edilen difenolaz
enzimlerinin saflastirilmasi i¢in ¢ok uygun bir kaynak olmadigini gostermektedir. Bu
nedenle, bu mantarin kiiltliriiniin yapilabilirligi incelenebilir.

Ayrica, bu organizmadan elde edilen difenolaz enziminin oldukga diisiik Ky,’ye sahip
olmasi, bu enzimin biyoteknolojik agidan bir¢ok uygulama alani olabilecegini
gostermektedir. Bu sebeple, L. eucalypti’den difenolaz kodlayan genin belirlenip, uygun
bir organizmaya klonlanarak ileri derecede ekspres edilmesi saglanabilir. Béylece enzimin
daha kontrollii ve daha bol tiretilmesi miimkiin hale getirilebilir. Bu sayede, ele gececek
rekombinat gen iizerinde yapilabilecek cesitli mutasyonlarla, enzimin farkli substratlarla
etkilesmesi, optimum degerlerinin degistirilmesi ya da kararlilik diizeyinin arttirilmasi s6z
konusu olabilir.

Enzimlerin immobilizasyonu biyoteknolojinin &nemli olanaklarindan biridir.
Enzimlerin reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilmeleri ve bodylece bircok kez
kullanilabilmeleri nedeniyle immobilize enzimlerin kullanimi oldukc¢a ©6nemlidir. Bu
nedenle L. eucalypti PFO’su 6zellikle tekrar kullanilabilmesi ve endiistri ig¢in daha ¢ekici

hale gelebilmesi agisindan immobilize edilebilir.
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