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Bu calismada, Konya min Eregli ilcesinde yetistirilen beyaz kirazdan izole
edilen ve kismen saflastirilan polifenol oksidaz enziminin (PFO) optimum sicaklik,
optimum pH, termal inaktivasyon, kinetik parametreler ve inhibitorlerin etkisi gibi
biyokimyasal 6zellikleri arastirilmustir.

Saflastirma sonucu iki ayr1 aktivite piki elde edilmistir. 1lk aktivite goriilen
pik izoenzim A, digeri ise izoenzim B seklinde isimlendirilmistir. Izoenzim A % 48.7
verimle 3.9 kat, izoenzim B ise % 54.3 verimle 76.7 kat saflastirilmistir. PFO
enziminin optimum pH degeri A izoformu igin 4.5, B izoformu igin 4.98 olarak
bulunmustur. Optimum sicaklik calismalarinda A enziminin optimum sicakliginin
20°C ve B enzimin optimum sicakliginin ise 30°C oldugu saptanmustir. Izoenzim
B’ nin katesole ilgisinin izoenzim A’dan daha fazla oldugu bulunmustur. Enzimlerin
aktivasyon enerjisi Z ve (Ea) degerleri sirasiyla, A enzimi igin 22.1°C (r=0.8832) ve
98.5 kj.mol™ (r2=0.8776) ve B enzimi igin ise 13.9°C (r2=0.9903) ve 157.1 kj.mol™
(r2=0.9886) olarak bulunmustur. Inhibitor olarak L-sistein ve Sodyum distilfit
kullanilmis ve denenen inhibitorlerin inhibisyon etkilerinin her iki enzim igin
farklilik gosterdigi ve B enzimini her iki inhibitérin 1.00 mM konsantrasyonda %
100 inhibe ettigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Beyaz kiraz, polifenol oksidaz, enzimatik esmerlesme, Kinetik,

termal inaktivasyon
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This research was undertaken to determine some of the biochemical
properties (optimum pH, optimum temperature, heat inactivation, kinetic parameters
and effect of inhibitors) of polyphenol oxidase (PPO) which was isolated from white
cherry grown in Eregli/Konya and partially purified.

The enzyme showed two peaks with PPO activity, which were denoted as
isoenzyme A and isoenzyme B. The isoenzyme A and isoenzyme B were purified 3.9
fold with arecovery of 48.7% and 76.7 fold with a recovery of 54.3%, respectively.
The optimum pH value for isoenzyme A was 4.5 and 4.98 for isoenzyme B. The
temperature optima for enzyme activity were found to be 20°C for isoenzyme A and
30°C for isoenzyme B. The affinity of isoenzyme B for catechol as substrate was
higher than that of isoenzyme A. Activation energies(E,) and Z values were 22.1°C
(r>=0.8832) and 98.5 kj.mol™ (r2=0.8776) for isoenzyme A and 13.9°C (r2=0.9903)
and 157.1 kj.mol™ (r2=0.9886) for isoenzyme B, respectively. L-cysteine and sodium
disulphide were used as inhibitors. It was found that the effects of the inhibitors
differed from each other and both inhibitors inhibited both isoenzymes 100% at 1.00
mM.

Key Words: White cherry, polyphenol oxidase, enzymatic browning, kinetics,
thermal inactivation
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1.GiRIiS Ozae GOKKAYA

1.GIRIS

Kiraz (Prunus avium L.) Rosaceae familyasindan bir meyve olup anavatan
Hazar Denizi ile Karadeniz arasindaki bolgedir. Bu agidan tlkemiz kirazin orijin
merkezlerinden biridir. Dunyada genis bir yayilim alamna sahip kiraz Uretiminde,
Tlrkiye on siralarda yer almaktadir. Cogu meyve tirlerinde oldugu gibi, kirazin
kilturunin yapildigi en eski yer Anadolu’ dur. Turkiye de Kuzey Anadolu Daglari ve
Dogu Toroslar da yabani tipleri bol miktarda bulunmaktadir. Kiraz diinyada genis bir
yayilim gostermesine ragmen ticari olarak A.B.D, Turkiye, Fransa ve Italya 6nemli
uretici Ulkelerdendir. Turkiye'de dretim miktar1 yiksek olmasina ragmen Uretim
kalitesi ve ihrag edilebilir miktar yoniinden istenilen seviyede degildir. Kiraz,
Tarkiye'nin her yoresinde az ¢ok yetistiriimekle beraber; temel gecim kaynagi
oldugu illerimiz Manisa, Izmir, Afyon, Isparta, Bursa, Konya, Kocaeli, Sakarya,
Artvin, Zonguldak, Kastamonu ve Amasya olarak siralanabilir (Saglam, 2007).

Tarkiye meyve yetistiriciliginde ©6nemli yeri olan bir meyve tiridur.
Ilkbaharda meyve turii sayisinin az oldugu bir dénemde pazara ¢ikarak, giizel rengi,
kendine 06zgu tadi ile insanlar tarafindan zevkle tuketilir. Turkiye deki farkli
ekolojiye sahip degisik bolgeler ve cesitlilerin olgunlasma zamanlari dikkate
alindiginda, kiraz mayis ay1 basindan temmuz ay1 ortasina kadar soguk hava
depolarinda muhafazaya gerek duymadan pazarlarimizda gorebilmekteyiz.

Kiraz erken hasat edildiginde agik renkli, az tath ve kiigik meyve elde edilir.
Geg kalindiginda ise, kirazin dayaniklilig: azalir, meyve yumusar, kararir ve saplari
kurur. Bunun disinda isleme, depolama ve pazara sunum gibi asamalarda kararmalar
olmaktadir. Kararmaya polifenoloksidaz enzimi sebep olmaktadir ( Anon, 2007).

Polifenol oksidazlar (PFO enzimleri), oksidorediktaz grubuna giren
enzimlerdir ve bakir igerirler. Substratlar1 fenolik bilesiklerdir. Ozellikle bitkiler
aleminde yaygin olarak bulunan PFO’lar, hayvansal dokular ve kif mantarlarinda da
bulunmaktadirlar.  Substratlarint  oksijen esliginde esmer renkli  bilesiklere
oksitlemektedirler. Bu olay gida teknolojisinde enzimatik esmerlesme olarak da
bilinmektedir (Godfrey ve West, 1996).
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Enzimatik esmerlesme genellikle fenol bilesiklerince zengin bitkilerde
gortlur. Ozellikle meyve ve sebzelerde enzimatik esmerlesme sonucu énemli renk
sorunlar1 ortaya cikar. Bitkilerde dokunun hastalikli olmasi veya cesitli islemler
(kabuk soyma, boyut kiclltme, ezme, dondurma, kurutma) sirasinda zarar gormesi
kolaylikla esmerlesmeye neden olur. Bu durum elma, armut, kayisi seftali, muz,
patates ve mantar gibi cesitli Grdnler icin s6z konusu olabilir. Ancak limon ve
turuncgiller kahverengiye donismez, cinkl icerdikleri sitrik asit nedeniyle
oksitlenme renksiz gerceklesir (Aehle, 2004).

PFO, gidalarda yol actigi enzimatik esmerlesmeyle dnemli kalite kayiplarina
neden olmaktadir. PFO'nun meyve ve sebzelerden izole edilip biyokimyasal
Ozelliklerinin belirlenmesi depolama ve isleme sirasinda kalite kayiplarinin en aza
indirilmesi ve bdylece daha kaliteli Urtnlerin Uretilmesine olanak saglayabilir. Bu
nedenle PFO enzimi Uzerinde ¢ok sayida arastirma yapilmis, ¢ok degisik meyve ve
sebzelerdeki PFO enziminin ozellikleri belirlenmistir. Ancak, tlkemizde yetistirilen
beyaz kiraz PFO’sunun Ozellikleri Uzerinde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu calismanmin amaci, Eregli/Konya bolgesinde yetistirilen beyaz kiraz PFO
enziminin kismen saflastirilarak bazi biyokimyasal 6zelliklerini belirlemektir.
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2.ONCEKI CALISMALAR

2.1. Beyaz Kiraz

Beyaz kiraz ( Starks Gold ) Eregli’de 6nemli miktarlarda Uretilmekte ve
islenmektedir. Meyvesi yuvarlak, orta irilikte (3.4 gr), sar1 renkli, sert ve orta
kalitededir.  Sofraligin recel yapimi ve
degerlendirilmektedir. %3 oraninda meyve catlamasi yapar ve tasimaya dayanikligi
azdir ( Gurbuzoglu ve ark., 2005).

Turkiye dinya meyve Uretiminde 11. sirada, kiraz Uretiminde ise 1. siradadir.

yani  sira salamura  olarak

Ulkenin hemen her bolgesinde yetistirilmekte olan kiraz dis ticaret agisindan gozle
goraldr bir etkiye sahiptir. Son yillarda da kiraz ihracatim arttiran en 6énemli etken
beyaz kirazin baz: llkeler tarafindan yogun ilgi gérmesidir. Ulkemizde beyaz kiraz
uretiminde 6nemli bolgelerden birisi de Eregli’ dir.

Tarkiye 6nemli bir dretici olmasina ragmen ihracatin Uretime oram %3.5
civarindadir. Bunun sebebi ise tretimden tiketime kalite kayiplarimin yiksek olmasi
ve uluslararasi pazarda talep edilen g¢ssitlilige uygun olmamasi gosterilebilir.
Ihracatin %85'lik bolumi OECD (Ulkelerine yapilmaktadir. Bu oran icinde AB
Ulkelerinin payr %80'e ulasmaktadir. AB Ulkelerinin icinde en onemli alicilar
Almanya ve italya’ dur.

Cizelge 2.1. Duinya Kiraz Thracat1 (1000$) (FAO, 2006)

2001 2002 2003 2004 2005
iran 329.58 285.39 307.39 259.89 613.00
italya 15.493.00 14.867.00 | 24.218.00 10.279.00 36.064.00
Romanya 1.352.00 920.00 1.546.00 1.399.00 1.344.00
ABD 152.096.00 | 142.547.00 | 171.619.00 | 178.189.00 | 217.872.00
ispanya 15.521.00 20.028.00 | 28.990.00 32.651.00 39.123.00
Turkiye 48.702.00 49.276.00 | 76.944.00 | 117.988.00 | 92.147.00
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Tarkiye 2002 verilerine gore 19042 ton ile kiraz ihracatinda 2. siradadir.
Ihracatin buyuk bir oram da beyaz kiraza aittir. Dis ticaret icin onemli olan kalite
kriterinin Eregli’de yetisen beyaz kirazda mevcut olmasi yurt dis1 talebini
arttirmaktadir. Uretilen kirazin tamamina yakini yurt disina ihrag edilmektedir. En
fazla talep Italya dan olup burada islenerek diinyaya satilmaktachr. Eregli’den 2003
yil1 itibariyle 1 650 000 Euro’luk kirmizi, 1 000 000 dolarlik beyaz kiraz ihracati
yapilmistir. Beyaz kiraz taze olarak regel, konserve gibi fermente Urtnler olarak
tUketilmektedir. Eregli’den 2003 yilinda Almanya'ya 683.27 ton kiraz, italya'ya ise
3573.92 ton kiraz konservesi ihrag edilmistir. Kiraz ihracat miktarlar: icinde beyaz
kirazin pay1 %60-70 arasindadir (Saglam, 2007).

2.2. Polifenol Oksidazlar

PFO’lar meyve ve sebzelerin hasat, depolama ve islenme kalitesi ve
ekonomisini belirleyen ¢cok 6nemli enzimlerdir. Oksijen gegisine neden olan hasat,
depolama ve isleme sirasindaki zedelenme, kesilme ve diger mekanik zararlar gogu
meyve ve sebzelerde melanin olusumuna, bu da hizla esmerlesmeye neden olur.
Esmerlesme ylUzinden meyvelerde énemli kayiplar olmaktadir. Muz, seftali, kayisi,
elma, Uzum, cilek ve baz1 tropik meyveler ve sulari, ayrica, patates, marul ve diger
yaprakli sebzelerde istenmeyen esmerlesmeler gorilmektedir. Bunlardan farkl:
olarak, cay, kahve, kakao, siyah Uiziim ve siyah incirlerde PFO aktivitesi istenen bir
durumdur. Cunki enzim sayesinde bu drdnler istenen son Ortin karakteristiklerine
kavusurlar (Memisoglu ve ark.,2005).

Yenilebilir bitkilerdeki PFO dagilimi, birgok arastirici  tarafindan
incelenmistir. Son yillarda farkli kaynaklardan da izole edilmis ve Uzerinde
calismalar yapilmistir. PFO aktivitesine rastlanan gida Urtnleri: bugday unu,
makarna, enginar, biber, trabzon hurmasi, baklagil, kakao cekirdegi, soya, hiyar,
yabani piring, cilek, mantar, karidesler, 1stakoz, yengectir. Bitkilerdeki PFO miktar:
cesit, kultdrel islemler, olgunluk ve yasa baglidir. Sekerpancarinda, PFO kloroplastta
ve ¢esitli dokusal yapilarda aromatik olmayan aminoasitlere peptid baglariyla bagli
olarak bulunur. PFO'in serbest kalmas: igin bu dokunun parcalanmasi gerekir.

Yapilan calismalarda en yiksek enzimatik aktivite Gzim kabuklarinda, bazi elma
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kiltdrlerinde, hiyarda ve diger bazi meyvelerde gordlmistir. Bunlarin disinda,
mantarin sap ve epidermis kisimlarinda yiksek PFO aktivitesi gozlenmistir.
| stakozda epidermis veya kitikul PFO’1n en ¢ok bulundugu yer olarak saptanmustir.
Bitkilerde ve kabuklu deniz Urtinlerinde PFO dagiliminin tiire, yasa, olgunluga gore
degismesi ¢ok 6nemli bir noktadir (Memisoglu ve ark., 2005 ).

PFO, Uluslararasi Biyokimya Birliginin siniflandirmasinda monofenol
monooksijenaz (EC 1.14.18.1) ve katesol oksidaz (EC 1.10.3.1) olarak yer almustur.
Monofenol oksidaza tirosinaz, fenolaz, monofenol oksidaz ve kresolaz gibi
geleneksel isimler verilmistir. Katesol oksidaz ise difenol oksidaz, o-difenolaz,
fenolaz, polifenoloksidaz ve tirosinaz olarak adlandirilmstir. PFO pek ¢ok reaksiyon
katalizleyebilir. Bir monofenol olan p-kresolt, difenol 4-metil katesol okside
ederlerken, bir o-difenol olan katesolli ise o-benzokinone parcalarlar (Hammer,
1993).

Bakir igeren bir enzim olan PFO iki farkli reaksiyon katalizler (Zawistowski
ve ark., 1991):

i) monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu
ii) o-difenollerin o-kinonlara dehidrojenasyonu

monofenol O-difenol o-kinon
O
OH OH
1120, oy 120,
R O
N =
H,O
R (1) R 2) R
(cogunluklarenksiz)  (cogunluklarenksiz) (cogunlukla kirmizi)

Sekil 2.2. Enzimatik Esmerlesme Mekanizmasi ( Cemeroglu ve Ark., 2001)

Bu aktivitelerden ilki monofenolaz (hidroksilaz veya kresolaz) ve ikincisi ise
difenolaz (katesolaz veya oksidaz) aktivitesi olarak adlandirilir. Her iki reaksiyonda
da oksjen yardimci substrat olarak kullamlir. Olusan o-kinonlar daha sonra
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enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucu kahverengi-siyah renkteki melanin
pigmentlerine donusur. Bitki ve funguslardan elde edilen PFO’ lar hem monofenolleri
(p-kresol, tirosin gibi) hem de difenolleri (katesol ve o-dihidroksifenilalanin gibi)
okside ederler. Ancak, bu etki PFO’1n elde edildigi kaynaga gore degiskenlik gosterir
(Ramirez ve ark, 2003). PFO enzimi meyve ve sebzelerde gorulen fenolik
bilesiklerin sadece bir kismini substrat olarak kullanabilir. PFO’nun  substrat
spesifikligi elde edildigi kaynaga gore degiskenlik gosterir (Marshall ve ark., 2000).

PFO, bitki ve hayvan dokularinda yaygin olarak gorulen bir enzimdir.
Bitkilerde tim kisimlarda bulunabilirken, gelismis hayvanlarda deri, sag, tiy ve
gbzlerde bulunur. Bitkisel dokularda Oncelikle latent (inaktif) formlar halinde
sentezlenmekte ve zamanla ¢esitli etkenlerle, 6rnegin dokuda dogal olarak bulunan
proteazlar veya etilen gibi birtakim solunum metabolitlerince aktif hale
getirilmektedirler (Yemenicioglu ve ark., 1997).

PFO enzimi bitkisel drUnlerden en c¢ok Uzom, elma ve patateste
bulunmaktadir. Son yillarda farkli kaynaklardan da izole edilen PFO’lar Uzerinde
calismalar yapilmistir. PFO aktivitesine rastlanan diger gida Urinleri; bugday unu,
makarna, enginar, biber, Japon hurmasi, baklagil, kakao taneleri, soya, hiyar, yabani
piring, cilek, mantar, karidesler, 1stakoz ve yengectir (Cemeroglu ve ark., 2001).

Saglikli meyve ve sebze dokularinda, PFO enzimlerinin, substratlari olan
fenolik bilesiklerle temasi yok denecek kadar azdir. Bunun baglica nedeni, enzim ve
substratlarimin bitkisel hticrenin farkli kissmlarinda yer almalaridir. Nitekim PFO
enzimlerinin bir kismu sitoplazmada serbest halde bulunurken, biyuk bir kismi
hiicrenin tilakoid ve kloroplast gibi unsurlarinda, membrana bagli olarak
bulunmaktadir. Buna karsin, fenolik bilesiklerin neredeyse tamamu vakuollerde
yogunlasmis halde bulunmaktadir. Ancak doku olgunlasmasinin ileri asamalarinda
hiicredeki pektinazlarin faaliyetiyle, doku kontrollti ve sinirl bir sekilde dogal olarak
degisimlere ugrar. Ayrica, hasat, tasima ve isleme sirasindaki etkiler veya uygulanan
cesitli islemlerle hiicre ve buna bagli olarak doku biitiinligl bozulmaktadir. Boylece,
PFO enzimleri kendi substratlar: olan fenolik bilesiklerle ve havadaki oksijen ile bir
araya gelmektedir (Muchuweti ve ark., 2006).
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Isil islem uygulayarak bazi meyve ve sebzelerde (6zellikle meyve sularinda)
PFO’lar1 inaktive etmek yaygin bir uygulamadir. Kesilmis meyve ve sebzelerde
kahverengilesmeyi dnlemek igin askorbik asit, tiyol bilesikleri ve siilfitler gibi bazi
bilesikler ilave edilebilir. Gidalarin esmerlesmesi, oksijenin uzaklastirilmasi,
asitlendirme, siklodekstrin ve polivinilpirolidon gibi kompleks olusturucu maddelerle
fenollerin uzaklastiriimasi ile de 6nlenebilir (Yemenicioglu ve ark., 1997).

Meyve ve sebzelerin ylzeylerindeki oksijen absorbsiyonunu 6nleyen
koruyucu kabuk saglam oldugu ve hticre dokusu zarar gérmedigi siirece esmerlesme
gorilmez. Gida isleme ve paketlemede oksijen; azot gazi, oksijen gegisine izin
vermeyen kaplama ve filmler, kontrolli atmosfer uygulamalar: ile uzaklastirilabilir
(Aehle, 2004).

PFO enzimlerinin neden oldugu esmerlesmeler, Urinin sadece renginde
bozulmaya neden olmamakta, aym zamanda diger duyusal Ozelliklerini de
etkilemektedir. Her meyve ve sebzedeki PFO enziminin nitelikleri birbirinden
oldukca farkhdir. Hatta ayni tir meyve ve sebzenin PFO enziminin nitelikleri,
yetisme kosullari ve olgunluk asamasina gore farkli olabilmektedir (Godfrey ve
West, 1996).

PFO enzimi Uzerinde cok sayida arastirma yapilmis ve bunlardan bazilar
asagida 6zetlenmistir.

Unal (2007), Tirkiyede yetisen Anamur muzundan polifenol oksidaz
enzimini saflastirip, enzimin karakteristik dzelliklerini ¢aligmistir. Muz PFO’ sunun
optimum sicakligi 30°C ve optimum pH’st 7.0 olarak bulunmustur. 60-75°C
arasindaki termal inaktivasyon calismalarindan, enzimin yart dmir degerleri 7.3 ve
85.6 dakika arasinda bulunmustur. E, ve Z degerleri sirastyla, 155 kj.mol™ ve 14.2°C
olarak bulunmustur. Ky, ve Vi degerleri sirasiyla 8.5 mM ve 0.754 ODgio dk.™ dir.
Inhibitor testlerinde ise askorbik asit ve sodyum metasiilfatin en etkili inhibitorler
oldugu saptanmustir.

Unal ve Sener (2006), Tirkiye'de vyetistirilen Emir (zumlerinden PFO
enzimini ekstrakte etmis ve pH, optimum sicaklik, termal inaktivasyon, kinetik
parametreler ve bazi potansiyel PFO inhibitorlerin karakteristik 6zelliklerini
belirlemiglerdir. Substrat olarak katesol kullanildiginda Uzim kokenli PFO’nun
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optimum pH ve sicaklig1 sirasiyla 4.2 ve 25°C olarak bulunmustur. Ky ve Viax
degerleri srasiyla 25.1+2.72mmol L™ ve 0.925+0.04 ODgyodk™  bulunmustur.
Degisik inhibitorlerin etkileri incelenmis ve en etkin inhibitdrin sodyum metabislfit
oldugu ve bunu askorbik asitin takip ettigi bildirilmistir. Enzimin E; ve Z degeri
srasiyla 251.4 kjmol™ ( r’= 0.996) ve 8.92°C ( r*= 0.993) olarak hesaplanmustir.

Besel (2003), Mantardan (Agaricus bisporus) elde edilen polifenoloksidaz
(PFO) (EC 1.14.18.1) enzimini arastirmustir. %8'lik TX-114 kullamldigi zaman
yaklasik 5 kat saflastirma elde edilmistir. pH 7.0’ de polivinilpolipirolidon (PVPP)
kullanmlarak saflastirma 10 kat artrmis ve %72 enzim geri kazammi elde edilmistir.
Bununla beraber, pH 6.0’ da calisildig1 zaman saflastirma 15.5 kata ve geri kazamm
%100’ e yukselmistir. Sodyum veya potasyum tuzlarin eklemek, PFO molekllerinin
deterjanca zengin alt faza ayrilmasina yol agrmustir.

Y emenicioglu ve ark. (1997) alt1 elma ¢esidinin (Golden Delicious, Starking
Delicious, Granny Smith; Gloster, Starcrimson ve Amasya) PFO’larinin sl
inaktivasyon kinetiklerini ¢ sicaklikta (68°, 73° ve 78°C) calismglardir. PFO
aktivitesi baslangicta artmis ve daha sonra sicaklikla birlikte azalmistir. Aktivitedeki
artis latent PFO’ nun varligim géstermektedir. 78°C’de Amasya cinsindeki PFO’ nun
en dusuk Starking Delicious cinsine ait PFO’'nun ise en yiksek 1sil-dayanikliliga
sahip oldugu saptanmustir. 78°C*deki 1sil inaktivasyon icin inaktivasyon hiz sabitleri
0.16-0.28 dk™* arasinda bulunmustur.

Yemencioglu ve Cemeroglu(1996), “Hale Haven” seftalilerinde polifenol
oksidaz (PFO) enziminin niteliklerini arastirmiglardir. Ham, yar1 olgun ve tam olgun
seftalilerden oncelikle aseton tozu hazirlanmistir. Aseton tozundan hazirlanan enzim
¢ozeltisinde optimum pH, Michaelis sabiti (Km), maksimum hiz (Viax) Ve enzim
aktivitesinin termal inaktivasyonu incelenmistir. Olgunluk asamasina gore enzimin
optimum pH derecesi 6.0-6.5 arasinda bulunmustur. Tam olgun seftalilerden elde
edilmis enzimin K, degeri 14.3 mM ve Vi degeri 1.25 Abs.dak™ mL™ oldugu
saptanmustir. Enzimin termal inaktivasyon kinetigi 70°C de arastirilmistir. Her enzim
ekstraktimin termal inaktivasyon kurvesinin, baslangicta dik bir dogru, sonra daha
yatik bir dogru olmak Uzere iki bolimden olustugu belirlenmistir. Bu nedenle seftali

PFO enziminin 1siya direnci farkli iki izoenzimden olustugu sonucuna varilmstir.
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Baslangigtaki hat, 1stya duyarli enzimin inaktivasyonunu, ikinci hat ise isiya direncli
enzimin inaktivasyonunu temsil etmektedir. Isiya direncli fraksiyonun 70°C'de
inaktivasyonu, birinci dereceden reaksiyon kinetigine uymaktadir. Reaksiyon hiz
sabitleri, ham, yar1 olgun ve tam olgun seftalilerde sirasiyla, 20.36, 23.17 ve 19.66
dk* olarak hesaplanmistir. Toplam enzim aktivitesinde 1siya direncli kismin oran,
inaktivasyon kurvesinin sifir zamana kadar ekstrapolasyonu ile hesaplanmstir. Bu
degerlerin, ham, yar1 olgun ve tam olgun meyveler icin sirastyla %83, %48 ve %55
oldugu saptanmustir.

Gllgin ve arkadaslar1 (2005), 1sirgan otunda ( Urtica dioica L.) PFO enzimini
(NH4),S0; ile ¢okeltme, diyaliz ve CM Sephadex iyon degisim kromotografisi
aracihigiyla saflastirmis ve karakterize etmistir. PFO'1n katesol, 4-metilkatesol,
pirogallol, L-tirozin, katesin ve trans-sinnamik asite kars: aktivitesi belirlenmistir. Bu
substratlarin her biri icin pH ve sicaklik gibi kosullarin optimum degerleri
belirlenmis ve L-tirozinin en uygun substrat oldugu bildirilmistir. Optimum pH ve
sicaklik degerlerinin sirastyla 4.5 ve 30°C oldugu ve K, ile Vimax degerlerinin substrat
olarak L-tirosin kullanildiginda sirasiyla 7.90x10*mM ve 11290EU/ml oldugu
bulunmustur. Ayrica L-sistein, klorid, sodyum azid, sodyum siyanid, benzoik asit,
salisilik asit, L-askorbik asit, glutation, tiyoure, sodyum dietil, ditiyokarbomat, -
merkaptoetanol ve sodyum metabistilfit gibi ¢esitli inhibitorlerin inhibitor etkileri test
edilmis ve ditiyokarbomat en etkili inhibitor olarak bulunmustur.

Serradell ve arkadaslar1 (2000) Selva cileginden (Fragaria x ananassa Duch)
PFO’1 ekstrakte edip saflastirmislardir. Ekstraksiyon tamponunda kullamlan NaCl ve
Triton X-100'Un enzim aktivitesinde belirgin bir artis saglachigi gérilmustir. Substrat
olarak pirokatesol kullanildiginda Ky, degeri 11.2 mM bulunmustur. SDS olmaksizin
maksimum enzim aktivitesi 50°C sicaklikta ve pH 5.3-6 arasinda bulunmus ve SDS
varliginda ise optimum pH degerinin 7.2'ye yukseldigi gbzlemlenmistir.

Ziyan ve Pekyardimct (2003) calismalarinda enginar kabugu ve meyve eti
PFO’sunu ekstrakte etmisler ve (NH4),SO, ¢okeltmesi ve jel filtrasyonu vasitasiyla
saflagtirmiglardir. 50 mM  katesol substrat olarak kullanildiginda optimum pH
degerleri, kabuk PFO’su icin 7.5, meyve eti PFO’ su icin 8.0 bulunmustur. Optimum
sicaklik, kabuk ve meyve eti PFO’'su icin sirasiyla 25°C ve 30°C bulunmustur.
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Calismada alt1 inhibitor test edilmis ve hem kabuk hemde meyve eti PFO’su igin, en
etkili inhibitorlerin, sodyum azid ve tiyolre oldugu saptanmistir. Ky Ve Viax
degerleri, sirastyla kabuk PFO’su icin 5.09 mM ve 363.6 birim/dk.ml ve meyve eti
PFO’su igin 4.03mM ve 714.2 birim/dk.ml olarak bulunmustur. Aktivasyon enerjisi
kabuk PFO’su igin 29.34 kcal/mol, meyve eti PFO’su igin ise 42.56 kcal/mol olarak
bulunmustur.

Gormez (2002) gida isleme operasyonlar1 sirasinda yol gosterici olarak
yararli bilgi saglamak amaciyla iki avokado g¢esidinden (Booth 1 (B1PFO) ve Julio
Millian (JMPFO) ) elde edilen kaba PFO enzimi (izerinde caligmustir. iki ekstrakt icin
de optimum aktivitenin gorildigti pH 7.5-7.6 arasinda bulunmustur. 67-84°C
arasindaki sicakliklarda termal inaktivasyon enerjisi, 21.4-64.1 kcal/mol arasinda
degismektedir. Substrat spesifikligi calismalarinda Viyex/Km degerleri  blyUkten
kicuge soyle bulunmustur: 4-metil katesol>klorogenikasit>pirogallol>katesol>kafeik
asit. Inhibitorler etkinliklerine gore L-sistein>askorbik asit>resorsinol>glisin>NaCl
seklinde siralanmustir.

Gawlik-Dziki ve arkadaslari(2006) brokoli (Brassica oleracea var. botrytis
italica) elde ettikleri polifenol oksidaz enziminin karakterizasyonu yapmuslardir. PFO
enzimi  (NH4)2SO, c¢oktirmesi, iyon degisim kromotografisi ve jel filitrasyon
kromotografisi ile saflastirilmistir. Sodyum dodesil silfat-poliakrilamid ile jel
elektroforez (SDS-PAGE) ve jel filitrasyon yapilarak molekiler agirlik 51.3-57 kDa
olarak hesaplanmistir. PFO’1n en yiksek aktiviteyi, katesol (K, = 12.34 £ 0.057 mM,
Vimax= 2000 + 8736 U/ml/min)  ve  4-metil katesol  (Km=21+0.087 mM,
Vimax = 28.20 £ 0.525 U/ml/min) kars1 gosterdigi bildirilmistir. Katesol ve 4-metil
katesol kullanmldiginda brokoli PFO’sunun optimum aktivite gosterdigi pH 5.7'dir.
En etkili inhibitor olarak sodyum fosfat bulunmustur.

Yilmaz (2007) ispir seker fasllyesinden, polifenol oksidaz enzimini
amonyum sllfat c¢oktirmesi ile izole ederek bazi biyokimyasal 0zelliklerini
incelemistir. Bu amagla 3 ayr1 substrat igin Ky, ve Vix degerlerini belirlemek tzere
optimum sartlar (pH, sicaklik ve iyonik siddet) belirlenmistir. Optimum sartlarda 3
farkli substrat konsantrasyonunda aktivite olctimleri yapilarak K., degeri katesol,
katesin ve klorogenik asit icin sirasiyla 2.4875, 1.3154, 2.2487 M, Vmax degerleri ise
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ayn substratlar icin 3.148, 0.6130, 0.5039 EU/ml.dk. olarak bulunmustur. inhibitor
calisgmalarinda substrat olarak katesol kullanilarak L-sistein klortr, ditiyoeritritol,
tiyolre ve glutation inhibitorleri ile calisilmis ve en etkili inhibitérin glutation
oldugu belirlenmistir.

Kolcuoglu (2005), yabani ve yenilebilir birkag ¢esit mantar: polifenol oksidaz
potansiyeli agisindan incelenmistir. Magka Liser Yaylasi’' ndan (Trabzon) birkag
mantar tird toplanmis ve bunlarin ham 6zitlerinde hem monofenolaz ve difenolaz
aktiviteleri belirlenmistir. Bu yabani mantar tirlerinin yenilebilenleri arasindan
Macrolepiota mastoidea’'nin en yuksek enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Ham 6zt hem 3-(4-hidroksifenil)-propionik asit (PHPPA) e karsi
monofenolaz aktivitesi ve hem de 4-metil katesol (4-MK)' e kars1 difenolaz aktivitesi
gogtermistir. M. mastoidea’ dan hazirlanan enzim 6zitinin optimum pH degerleri
monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri icin sirasiyla 6.0 ve 4.0 olarak belirlenmistir.
Enzim, ozitt bu pH degerlerinde 4°C de 24 saat bekletildiginde baslangic
monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin %90 oraminda korundugu goézlenmistir.
Termodinamik verilerden monofenolaz aktivitesinin difenolaz aktivitesinden daha
yiksek termal kararliliga sahip oldugu sonucuna varilmistir. Her iki enzimin kendi
substratlarimn varliginda elde edilen substrat doyum egrilerinden bu enzimlerin basit
MichealisMenten kinetigine uydugu go6zlenmistir. Monofenolaz ve difenolaz
aktivitelerinin katalitik etkinligi sirasiyla 15.2 dk™ ve 72.6 dk™ olarak hesaplanmustir.
Monofenolaz igin tiyolre ve askorbik asit, difenolaz icin ise askorbik asit ve sodyum
metabistlfit’in potansiyel inhibitdrler oldugu belirlenmistir.

Astarci (2003) termofilik bir kif olan Thermomyces lanigunosus un hicre
dis1 polifenol oksidaz Gretimini incelenmis olup ¢esitli besin kaynaklarimin,
indukleyici baz1 maddelerin ve degisik fermantasyon parametrelerinin enzim dretimi
Uzerine etkileri arastirmustir. En yuksek enzim aktivitesinin, %1.4 maya ekstrakti,
%0.3 MgSO4, %1 KHZPO4, %0.003 CuSO4 ve %0.032 galik asit iceren ortamda

oldugu gorulmustir. Thermomyces lanigunosus tarafindan dretilen polifenol oksidaz
tipinin lakkaz oldugu belirlenmistir. Enzim i¢in en uygun sicaklik ve pH degerleri
srasi ile 60°C ve 8.0 olarak belirlenmistir. Enzim 80°C de 1 saatlik inkiibasyon
sonrasinda aktivitesinin %67’ sini, pH 9.0 ve oda sicakliginda 1 saatlik inkibasyon

11
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sonrasinda da aktivitesinin %87’ sini korudugu gozlenmistir. Enzimin Michealis-
Menten kinetigine uydugu gorulmis, Km ve Vimax degerleri sirasi ile 5 mg /ml ve 38
U/ml bulunmustur. Enzimin molekiler agirhigimin 29 kDa ve izoelektrik noktasinin
6.0 civarinda oldugu belirlenmistir.

Kayik¢t (1990) cayin dormansi (uyku) donemine gecis slrecini olusturan
Eylul, EKim ve Kasim aylar1 stiresince, PFO aktivitesi ile bakir, magnezyum, cinko
ve demir miktar1 arasindaki iliskiyi arastirmustir. Yedi gesit gay tipi tzerinde yapilan
analizler neticesinde PFO aktivitesi ile bakir miktar1 sdz konusu aylar slresince
diizenli bir azalma gosterirken, magnezyum ve ¢inko miktarlarinda genellikle artis
oldugu gozlenmistir. Demir miktarinda ise aylar siresince dogrusal degisimin
olmadig1 gordlmistir. Yapilan korelasyon analizi neticesinde, PFO aktivites ile
bakir arasinda ¢ok yiksek korelasyonun mevcut oldugu gorulmistir. PFO aktivitesi
ile magnezyum ve ¢inko miktarlar1 arasinda daha az baglantinin mevcut oldugu
anlasilmistir. Bunun yaninda demir miktari ile PFO aktivitesi arasinda herhangi bir
dogrusal iliskiye rastlanmamistir. Tiplerin bu aylar siresince PFO aktivitesi, bakir,
magnezyum, c¢inko ve demir miktarlarinin etkilesimleri incelendiginde, PFO
aktivitesi ile bakir miktarimin aylara gore degistigi anlasilmistir. Diger taraftan
magnezyum, ¢inko ve demir miktarlarimin aylailgili olmadigi goralmuistar.

Erzengi (2002) PFO enzimini saflastirmak icin yeni bir afinite jeli
sentezlemistir. Enzim kaynagi olarak yer elmasi (Helianhtus tuberosus L.) ve dut
(Morus alba L.) meyveleri kullanmistir. Her iki kaynaktan izole edilen PFO
enzimleri, sentezlenen afinite jeli ile saflastirilmistir. Dut ve yer elmasi polifenol
oksidaz enzimlerine nativ ve SDS poliakril amid jel elektroforezi uygulanarak, her
iki enzimin de yaklasik 65 KDA molekil agirliklarina sahip oldugu bulunmustur.
Katesol, 4-metil katesol ve pirogallol substratlar: kullanilarak, yer elmasi ve dut PFO
enzimlerinin aktiviteleri Gzerine sicaklik ve pH’nin etkisi arastirilmistir. Yer elmasi
PFO enziminin kullanilan U¢ farkli substrati igin, optimum pH ve sicakliklarin
sirastyla pH 5.0-8.0 ve 20-35°C arasinda degistigi bulunmustur. Bu degerler dut
PFO enzimi icin ise pH 4.5-8.0 ve 20-45°C arasinda tespit edilmistir. Her iki
kaynaktan izole edilen enzimin, ¢esitli zaman araliklarinda, degisik sicakliklardaki 1si
stabiliteleri arastirilmstir. Sicaklik artisimin her iki enzim Gzerinde denatlirasyona
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sebep oldugu gozlenmistir. Sicakligin dustrilmesi sonucunda yalniz yer elmasi PFO
enziminde renatlirasyonun gerceklestigi gortlmostir. Dut ve yer elmast PFO
enzimlerinin optimum pH ve sicaklikta katesol, 4-metil katesol ve pirogallol
substratlar: icin Ky ve Viax degerleri Linewear-Burk yontemi ile bulunmustur.
Vimax/Km degerlerine gore yer elmasi PFO enzimi igin en uygun substratin katesol, dut
PFO enzimi igin ise pirogallol oldugu bulunmustur. Ayrica, her iki enziminde p-
kresol ve L-tirozin Uzerinde hicbir aktivite gostermedigi saptanmustir. Dut ve yer
elmasi PFO enzimleri icin ilk defa stlfanamid bilesikleri de inhibitor olarak
kullanilmistir. Kullamilan bilesiklerin belirli oranlarda her iki enzimi de inhibe ettigi
saptanmustir.

Aydemir (2004) polifenol oksidaz (PFO) enzimini yer elmasindan izole
etmistir. PFO, katesol, L-dopa, DL-dopaya karsi aktivite gostermis fakat bir
monofenol olan L-tirozine kars: aktivite gostermemistir. Y er elmasindan izole edilen
PFO’ nun optimum pH ve sicaklik degerileri sirasiyla 7.0 ve 25°C’ dir. Enzim nétr pH
civarinda oldukga kararlidir. 60°C ve 80°C deki aktivitelerinin % 50 inaktivasyonu
icin gerekli olan zamanlar sirasiyla, 40 dk ve 20 dk olarak bulunmustur. Katesol icin
Km ve Viax degerleri sirasiyla, 5.88 mM ve 25 402 1U/mg.min’dir. En fazla inhibitor
etkisi gosteren maddeler potasyum siyanid, B-merkaptoetanol ve tiyolre oldugu
saptanmustir.

Saygili ve arkadaslar1 (1998) ydrittikleri calismada Tuarkiye Seker
Fabrikalar1 A.S., Seker Enstitiisti (Ankara) deneme tarlalarinda yetistirilen Evita, TS.
Poly, Gisela, Adonis ve Agra adli seker pancari c¢esitlerindeki polifenoloksidaz
(PFO) aktivitelerini incelemiglerdir. PFO enzim aktivitesi substrat olarak katesoliin
kullanildig1 dolayli bir yontemle 6lculmuistir. Absorbans-zaman grafiginin egimi
toplam enzim aktivitesi olarak degerlendirilmistir. Baz1 seker pancari ¢esitlerinde
(Evita, T.S., Poly) ortalama PFO aktivitesinin yiuksek oldugu ve aym cesit
Orneklerdeki enzim aktivitesi degerlerinin ¢ok genis sinirlar arasinda degistigi
belirlenmistir. Fakat Adonis ¢esidi icin ortalama PFO aktivitesi ve standart sapma
degerleri oldukca disuk bulunmustur. Dogal seker Uretiminde pancardaki polifenol

oksidazlar, Urin rengini olumsuz etkilemekte ve bu nedenle Uretimin ilk asamasinda
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PFO buharla inaktive edilmektedir. Bu tur dusiik PFO aktivitesine sahip gesitlerin
kullanimu ile proseste ve Uriin kalitesinde iyilestirme saglanabilecektir.

Nakamura ve ark. (1983) Japon cesitlerinden Koshu tGzimlerinden aseton
tozu yontemi ile ekstrakte ettikleri PFO enzimini amonyum siilfat ¢oktirmesi ve jel
filitrasyon ile saflastirmislar ve enzimin bazi 6zelliklerini belirlemislerdir. Enzimin
molekul agirliginin 39000-41000 Da, optimum pH’sinin 6.0 ve optimum sicakliginin
ise 25°C oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, PFO enzimi o-difenolik bilesiklerle
yuksek aktivite gosterirken monofenollere hic aktivite gbstermemistir.

Y abaci1 (2008), Karadeniz bolgesinde yetistirilen cay bitkisinden izole edilen
ve kismen saflastirilan polifenol oksidaz enziminin (PFO) optimum sicaklik,
optimum pH, substrat spesifikligi, termal inaktivasyon, inhibitorlerin etkisi gibi
biyokimyasal 0Ozellikleri arastirmistir. Denenen substratlar icerisinde enzimin
ilgisinin en yiksek oldugu substratin 4-metil katesol oldugunu bulmustur. PFO
aktivitesi icin optimum pH degerinin 6.02 oldugu bulunmus ve enzim 4.03—7.00 gibi
genis bir pH araliginda yuksek aktivite gbstermistir. Enzimin optimum sicakligi
30°C olarak bulunmustur. Enzim 20-80°C gibi oldukga genis bir sicaklik araliginda
%70'in Uzerinde aktivite gostermistir. Termal inaktivasyon sonuglarina gore, sicaklik
arttikca kp degerleri artarken yar1 6émir ve D degerlerinin azalmistir. Enzimin
aktivasyon enerjisi (Ea) ve Z degerleri sirasiyla, 58.301 kj.mol-1 (r?=0.9614) ve
39.68°C (r2=0.9645) olarak bulunmustur. Enzimin termal stabilitesinin yiksek
oldugu bulunmustur. Denenen inhibitdrlerden en distk inhibisyon etkisinin L-
sistein’ de oldugu gorulmustar.

Yagar (2004) calismasinda, pH 7'de, 0.1 M fosfat tamponu kullanarak
kereviz koklerinden PFO enzimini ekstrakte etmistir. Substrat spesifikligi
denemeleri, katesol, pirogallol, L-DOPA, p-kresol, resorsinol ve tirozin kullamlarak
yapilmistir. Pirogallol, katesol ve L-DOPA igin K, degerleri 25°C de sirasiyla; 4.5,
8.3 ve 6.2 mM bulunmustur. En yiksek Via/Km degeri substrat olarak pirogallol
kullanmldiginda bulunmustur. Optimum pH ve sicaklik degerleri, substrat olarak
katesol, pirogallol ve L-DOPA kullanilarak belirlenmistir. Katesol ve L-DOPA igin
optimum pH degeri 7, pirogalloliin pH degeri ise 7.5 oldugu bulunmustur. En yiksek
PFO aktivitesi icin optimum sicakliklar; pirogallol igin 25°C, katesol igin 40°C ve L-
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DOPA i¢gin 45°C bulunmustur. Termal inaktivasyon ¢alismalari, 60°C’ nin Uzerindeki
sicakliklarda enzimatik aktivitede diistis oldugunu gostermistir. Inhibitorlerin etki
sirast su sekilde bulunmustur: Lsistein>askorbik asit>glisin>resorsinol>NaCl.

Rapeanu ve arkadaslari (2006) Guney Afrikada vyetisen Viktorya
Uztimlerinden ekstrakte edilen PFO enziminin biyokimyasal 6zelliklerini ve kimyasal
stabilitesini arastirmuglardir. Fosfat-sitrat tamponu icindeki 10 mM katesol substrati
ile Uzim PFO aktivitesi igin optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 5.0 ve 25°C
bulunmustur. 10 mM katesol substrat olarak kullamldiginda Ky, ve Viax degerleri
srastyla 52.6x 0.00436 mM ve 653+ 24.0 OD4y nm/dak olarak bulunmustur.
Calismada sekiz inhibitor test edilmis ve en etkili inhibitorler olarak askorbik asit, L-
sistein ve sodyum metabisiilfit bulunmustur. Kinetik calismalar Viktorya Gzimleri
PFO’ sunun termal inaktivasyonunun, E, =225+13.5 kj/mol’'luk bir aktivasyon
enerjisi ile birinci dereceden kinetige uydugunu gostermistir. Hem yari-saflastirilmis
ekstraktta hem de Uzim suyunda PFO enzimi gugli bir yuksek basing stabilitesi
gostermistir.

Dogan ve ark. (2002) kurutma islemleri icin en uygun patlican cesidini
belirleyebilmek icin, farkli patlican gesitlerinden elde edilen PFO enziminin substrat
spesifikligini, termal inaktivasyonunu, sicaklik ve inhibitérlerin  etkilerini
arastirmiglardir. PFO katesol ve 4-metilkatesole karsi aktivite gostermis, fakat L-
tirosine kars: aktivite gostermemistir. 1. cesit (Vim=3333.3 EU dak™ ml™, K=8.7
MM ve Viad/Kn= 384.9 dak™ ) ve 3. gesit patlican (Viax 1000 EU dak™ ml™, K,=9.3
MM ve Via/Kn= 107.5 dak™ ) icin en iyi substrat katesol bulunurken, 2. cesit
patlican icin (Vima=5000 EU dak™*ml™, K=35.5 MM ve Via/Kn= 140.8 dak™ ) en iyi
substrat 4-metilkatesol bulunmustur. Substrat olarak katesol kullanildiginda optimum
pH 7.0, 4-metilkatesol kullanildiginda ise pH 6.0 olarak bulunmustur. Termal
inaktivasyon calismalarina gore 40°C’'nin Uzerindeki sicakliklarda enzim aktivitesi
dismusttr. Katesol ve 4-metil katesol substratlar: icin maksimum aktivite elde etmek
icin optimum sicaklik, katesol kullanlan ve optimum sicakligi 20°C bulunan 1. gesit
patlican disindaki patlican g¢esitleri icin 30°C bulunmustur. PFO (zerine tropolon,
DL-ditiotreitrol ve glutation gibi bilesenlerin inhibitor olarak etkileri test edilmis ve
genel olarak en etkili inhibitdr tropolon bulunmustur.
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Mazzafera ve Robinson (2000), kahve yapraklari ve kahve endospermininden
elde ettikleri PFO enzimini karakterize etmislerdir. Meyve endospermi ve
yapraklarinin her ikisinde, erken gelisme safhasinda diger donemlere gore PFO
aktivites daha yiksek bulunmustur. Tripsin veya proteinaz K ile ekstraktin uzun
inkibasyonu PFO aktivetisini inhibe etmistir. Ancak pepsinin hicbir etkisi
olmamustir. Proteinaz K ile PFO inhibisyonu SDS varliginda artmustir. iki dokudaki
PFO aktivitesi pH 6.0-7.0'de ve sicakligi 30°C’de optimumdur. Substrat olarak
klorogenik asit 0.882 mM (PFO-L) ve 2.27 mM (PFO-E) K, degeri ile en yuksek
aktiviteye sahip oldugu bulunustur. Hekzadekil trimetil-amonyum bromid
polivinilprolidon 40, sinamik asid ve salisihidroksamik asid her iki dokudan elde
edilen PFO’yu inhibe etmislerdir. Her iki enzim de isiyla inaktive edilmistir. Fakat
endosperm ekstraktindaki aktivite yapraklardakinden daha stabil bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Beyaz Kiraz Ornekleri
Denemelerde kullamlan kirazlar Konya'mn Eregli ilgesinden temin
edilmistir.

3.1.2. Analizlerde Kullamlan Arag-Gereg ve Kimyasal Maddeler

Aseton tozunun elde edilmesinde “Torrington HGBTWTS3 marka waring
blendor (Amerika) kullamilmisgtir. Tamponlarin ayarlanmasinda ve pH dlgimlerinde
cam elektrodlu “Inolab marka pH metre (Almanya) kullamilmistir. Spektrofotometrik
Olcimler, sicaklik kontrol Unitess olan “Shimadzu UV-1700" marka
spektrofotometrede  (Japonya) gerceklestirilmistir. Enzim  ekstraktinin  elde
edilmesinde “Nive NM 110" marka karistirici ve “Kubota 7780 (Japonya) marka
santrifdj kullamlmustir. Enzimlerin saflastirilmasinda “Atto AC-5750 (Japonya)”
marka fraksiyon kollektort kullandmistir. Enzimlerin biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi sirasinda “Memmert WB14” ve “Nive BM402" marka su banyosu
kullanilmastur.

Enzimin saflastirilmast ve biyokimyasal &zelliklerinin  belirlenmesinde
kullarilan katesol, triton X—100, sodyum metabisilfit, polivinilpolipirolidon (PVPP),
askorbik asit, commasie brillant blue (CBB) Merck (Darmstadt, Almanya)
firmasindan temin edilmistir. DEAE-Toyopearl 650-M Supelco (Montgomeryville,
Amerika) firmasindan saglanmistir. PEG (polietilen glikol), PMSF (fenilmetilstlfonil
florid), sodyum dislilfit, askorbik asit, L-sistein, aseton, amonyum siilfat ve seltiloz
membran (76mmx49mm) Sigma-Aldrich (St. Louis, Amerika) firmasindan temin
edilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Palifenol Oksidaz Ekstraktinin Hazirlanmasi

Dondurulmus ve -25°C’de muhafaza edilmis kirazlarin sap ve gekirdekleri
cikarildiktan sonra 300 g kiraz pulpu, 3.33 g polietilen glikol (PEG) iceren 400 ml
Onceden sogutulmus (-18°C) aseton igerisinde 2 dk Warring blendorda homojenize
edilmistir. Homojenat vakumlu filtreden gecirilmistir. Elde edilen filtre keki 200 ml
sogutulmus aseton ile karistirilarak ayni islemler uygulanmistir. Filtre Gzerinde kalan
kisim, beyaz aseton tozu elde edilene kadar 200 ml soguk aseton kullanimiyla
ekstrakte edilmistir. Elde edilen aseton tozu bir gece oda sicakliginda kurutulduktan
sonra cam kavanoz icerisinde —25°C’ de saklanmustir (Coseteng ve Lee, 1987).

3.2.2. Enziimin Kismi Saflastirilmas

Elde edilen aseton tozundan 10 g alinarak 10 mM askorbik asit, %0.1
polivinilpoliprolidon, %0.5 Triton X-100 ve 1mM PMSF igceren 300 ml, 0.1 M pH
6.8 fosfat tamponunda 40 saniye homojenize edilmistir. Homojenat 3 saat sireyle,
+4°C’ de magnetik karistirici ile karistirilmis ve daha sonra 10.000 x g’de 45 dakika
+4°C’de santrifjlenmistir. Santrifij sonrasi, berrak kisma %90 amonyum siilfat
cOkeltmesi uygulanmustir. Cokelti 10.000 x g'de 45 dakika, + 4°C'de santrifij
edilerek ayrilmistir. Cokelti, az miktarda 0.01 M pH 6.8 fosfat tamponunda ¢ozilmis
ve +4°C’ de aynm tampona karsi1 bir gece boyunca diyaliz edilmistir (Serradell ve ark.,
2000).

3.2.3. Iyon Degisim K romatografisi ile Saflastirma

Diyaliz edilen enzim ¢ozeltisi, 0.01 M pH 6.8 fosfat tamponu ile dengelenmis
DEAE-Toyopearl 650-M iyon degisim kolonuna (2.5 x 30 cm) 0.5 ml.dak™ hizla
verilmistir. Enzim c¢ozeltisi verildikten sonra 0.5 ml.dak™ hizla yaklasik 200 ml
baslangic tamponu gegirildikten sonra 0.01-0.20 M, pH 6.8 fosfat tamponu

kullanilarak gradient ellisyon yapilmustir. Toplam 40 ml enzim ¢Ozeltisi kolona
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verilmistir.  Fraksiyonlar 4'er ml olacak sekilde toplanmis ve elde edilen

fraksiyonlarda enzim aktivitesi ve 280 nm’ de absorbans 6lglimi yapil mistir.
3.2.4. Protein Tayini

Enzimlerin protein igerigi standart olarak sigir serum albumini kullamlan
Bradford metoduna gore belirlenmistir (Bradford, 1976).

3.2.5. Enzim Aktivitesinin Olguimii

Enzim aktivitesi 30°C’de 410 nm'de 40 sn boyunca absorbanstaki artistan
belirlenmistir. Absorbans-zaman grafiginin lineer kismunin  egiminden enzim
aktivitesi hesaplanmustir. Olciimler Ui parelli olarak yapilmis ve sonuglar ortalama
degerler seklinde ifade edilmistir. Optimum pH’daki tampon ile hazirlanmis ve
30°C’ye 1sitilmis 0.9 ml substrat ¢ozeltisi 0.1 ml enzim ¢ozeltisi ile karistirildiktan
sonra absorbanstaki artis otomatik olarak kaydedilmistir. Sadece inhibitdrin etkisini
belirlemek icin yapilan enzim aktivitesi olcimlerinde 0.8 ml substrat, 0.1 ml
inhibitor ve 0.1 ml enzim ¢Ozeltisi kullanilmigtir. Kontrol olarak fosfat tamponunda
hazirlanmis substrat kullamlmustir. 1 Unite PFO aktivitesi 30°C’de dakikada 0.001
birimlik absorbans artisina neden olan enzim miktar: olarak tammlanmustir (Unal ve
Sener, 2006).

3.2.6. Enzimin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Enzimin optimum pH ve sicakhgi, Kkinetik parametreleri, termal
inaktivasyonu, enzime inhibitorlerin etkisi gibi biyokimyasal ©zellikleri Unal
(2007)’a gore belirlenmistir.

3.2.6.1. Optimum pH

Enzimlerin en yuksek aktivite gosterdigi optimum pH’y: bulabilmek icin
3.46-6.30 pH araiklarinda aktiviteler dlcilmustir. pH 3.46-5.80 icin 0.2 M sitrat
tamponu, pH 6.30 icin 0.2 M fosfat tamponu kullamlmistir. PFO aktivitesi farkl
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tamponlarda, standart reaksiyon karisimi kullamlarak olctlmiusttr. Enzimlerin en
yuksek aktivite gosterdigi pH degeri optimum pH olarak belirlenmis ve diger
deneyler bu pH’larda gerceklestirilmistir.

3.2.6.2. Optimum Sicaklhik

Optimum sicaklig1 belirleyebilmek igin enzimlerin 10-70°C’ler arasindaki
sicakliklarda aktiviteleri Olgulmistar. Bunun igin optimum pH’daki tamponla
hazirlanmis 0.9 ml katesol c¢oOzeltisi ilgili sicakhikta su banyosunda 5 dakika
bekletildikten sonra Uzerine 0.1 ml enzim c¢ozeltisi ilave edilerek enzimlerin
aktiviteleri olculmistir. Maksimum enzim aktivitesinin goruldigu sicaklik degeri
optimum sicaklik olarak belirlenmistir.

3.2.6.3. Kinetik Parametreler

Michealis sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vimax)'1 belirlemek igin substrat
olarak c¢esitli konsantrasyonlarda katesol (6.25-100 mM) c¢Ozeltisi kullanarak
enzimlerin aktiviteleri 6lcilmustir. Enzimin Kn, ve Viax degerleri Lineweaver-Burk

metoduyla grafiksel olarak hesaplanmustir.
3.2.6.4.Termal inaktivasyon

Sicakligin enzim stabilitesine etkisini belirlemek icin enzimler 60, 65 ve 70
°C 5, 10, 15 dk slreyle 1sitildiktan sonra enzim kalint1 aktiviteler belirlenmistir.
Vidal1 deney tupu ilgili sicakliktaki su banyosunda 5 dk bekletildikten sonraicerisine
0.5 ml enzim konulup degisik surelerde sicakliga maruz birakilmistir. Stire sonunda
enzim hizli bir sekilde su banyosundan cikarilip buz banyosunda sogutulmus,
ardindan oda sicakligina getirildikten sonra enzim aktivitesi standart reaksiyon
karisimi kullanilarak 6lclilmustir. Kontrol olarak sicakliga maruz birakilmayan
enzim kullamlmustir. Sicakliga maruz kalan enzimlerdeki kalinti enzim aktivitesi
(Ey), sicakliga maruz kalmamis enzimin aktivitesi (Eo) ile kiyaslanarak birinci
dereceli inaktivasyon sabiti (kg), yart 6mir (ty2), aktivasyon enerjisi (Ea), sabit bir
sicakliktaki enzim aktivitesinin %90 11 inaktive etmek icin gereken sire olan D
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degeri ve D degerinde bir logl0 azalma igin (% 90 azalma igin) gereken sicaklik
artig1 olan Z degeri hesaplanmustur.

Bu degerlerin hesaplanmasi asagida Ozetlenmistir. Belli bir zaman sireci
icerisinde dogal enzimin aktivitesindeki kayiplar ya da konsantrasyonundaki
azalmalar birinci dereceden kinetige uyar ve asagidaki gibi ifade edilebilir.

Ky

N —D

Burada N dogal enzimi, D denatiire olmus enzimi ve ky ise (1/zaman) enzim
icin birinci dereceli inaktivasyon sabitini gostermektedir. Enzimlerin termal
inaktivasyonu genellikle birinci dereceden reaksiyonlaifade edilir:

E= E,. e

E;, t amndaki enzim aktivitesi ve E, baslangictaki aktiviteyi, t ise 1sil islem
uygulama siresini ifade eder. Sabit sicaklikta In(E/Ey)'in Sireye karsi grafigi
cizildiginde, kurvenin egimi -ky dir.

Yar1 6mir (t12) degeri, enzim stabilitesinin belirlenmesinde yaygin bir sekilde
kullamlan bir parametredir. Belli bir sicaklikta enzim aktivitesinin yar1 yariya
azalmasi igin gereken siiredir. Enzimlerin 1sil yolla inaktivasyonu ¢ogunlukla birinci
dereceden kinetige uydugundan asagidaki formtlden kolaylikla hesaplanabilir:

t1,=0.693/ Kgq

D degeri, sabit bir sicakliktaki orijinal enzim aktivitesinin %90’ 1t inaktive
etmek icin gereken sire olarak tammlanmaktadir. D degeri asagidaki formilden
hesaplanabilecegi gibi,

D=In(10)/ kq

log 10 (E/E,)’ 1in zamana kars: grafiginin egiminden de hesaplanabilir. Egim -
1/D’ye esittir.

Eger hiz sabitleri farkli sicakliklarda elde edilirse denatiirasyon igin
aktivasyon enerjisi hesaplanabilir. Aktivasyon enerjisi asagida verilen Arrhenius
modeli yardimiyla hesaplanabilir.

In kg = InA-( Ea /RT)
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A (Yzaman), kimyasal reaksiyonlar sirasinda meydana gelen carpismalarin
toplam sayisi ile ilgili bir parametredir. E. (kj.mol™), aktivasyon enerjisidir. R
(kj.mol™.K™), tiniversal gaz sabiti ve T(K) mutlak sicakliktir.

Aktivasyon enerjisi ile yakindan iliskili bir parametre olan Z degeri, desimal
azalma siresinin (D) sicakliga bagimliligim ifade eder ve enzimin 1sil direncini
yansitan bir parametredir. Z degeri, D degerinde bir log10 azalmaicin (% 90 azalma
icin) gereken sicaklik artisgidir. LoglOD’nin sicaklhiga karst grafigi gizildiginde,
dogrunun egimi 1/Z’ dir (Marangoni, 2003).

3.2.6.5. inhibitérlerin Etkileri

Inhibitorlerin enzim aktivitesine etkisini belirleyebilmek icin 0.01, 0.10 ve
1.00 mM konsantrasyonlarda 2 farkli inhibitér (sodyum distlfit ve L-sistein)
kullanilarak enzimlerin aktivitesi 6lcilmistir. Bunun igin optimum pH’ daki tampon
ile hazirlanmis katesol cozeltisinden 0.8 ml ve optimum pH’daki tampon ile
hazirlanmis degisik konsantrasyonlardaki inhibitor cozeltilerinden 0.1 ml deney
tuptne konularak 5 dk 30 °C’ de su banyosunda bekletilmis ve daha sonra tizerine 0.1
ml enzim ilave edilerek aktivite Olgimi yapilmustir. Kontrol olarak inhibitor
kullanmlmadan hazirlanan standart reaksiyon karisiminda enzim  aktivites
belirlenmistir. inhibisyon yiizdesi ise asagidaki formuilden hesaplanmustir:

Inhibisyon (%) = [(Ao — Ai)/A0)]* 100

Ao: Inhibitor kullanmadan belirlenen enzim aktivitesi

Ai: Inhibitor varliginda enzim aktivitesi
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.Enzimin Saflastiriimas

Iyon degisim kromatografisinde elde edilen fraksiyonlarin her birinde absorbans
(280 nm) ve enzim aktivitesi Olgtimleri yapilmustir. Aktivite dlgtimleri pH’st 4.98
olan 0.2 M sitrat tamponunda hazirlanmis 25 mM katesol kullanilarak yapilmistir.
Toplanan fraksiyonlara kars1 absorbans ve PFO aktiviteleri Sekil 4.1 de verilmistir.
Sekilden de goruldugl gibi iki ayr1 aktivite piki, yani iki PFO izoenzimi elde edilmis
ve ilk aktivite gorilen pik izoenzim A, digeri ise izoenzim B seklinde
isimlendirilmistir. A pikinde 22. ve 26-31’inci fraksiyonlar B pikinde ise 92-98'inci
fraksiyonlar birlestirilmis ve her iki pikin biyokimyasal Ozellikleri ayr1 ayri
belirlenmistir. Saflastirma basamaklar1 Cizelge 4.1'de verilmistir. Cizelge 4.1'de
gorildugi gibi izoenzim A 3.9, izoenzim B ise 76.7 kat saflastirilmustir.
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Fraksiyon sayisi

‘ —=— Absorbans (280 nm) —e— PFO aktivitesi \

Sekil 4.1. DEAE-Toyopearl Iyon Degisim Kromatografisi ile Beyaz
Kiraz PFO’ sunun Saflastiriimasi
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Cizelge 4.1. Beyaz Kiraz Polifenol Oksidaz Enziminin Saflastiriimasi

Ornek (A) Hacim | Toplam | Toplam Spesifik Saf. Verim
(ml) Protein | Aktivite Aktivite

(mg) | (Unite) | (Unite/mg) | Katsayisi (%)

Kaba Ekstrakt| 250 24 593000 24708.3 1.00 100.0
Diyaliz 40 5.8 206960 35682.8 1.44 34.9
DEAE- 28 3.0 289016 96338.7 3.9 48.7

Toyopearl
650M
Ornek (B) Hacim | Toplam | Toplam Spesifik Saf. Verim

(ml) Protein | Aktivite Aktivite
(mg) | (Unite) | (Unite/mg) | Katsayisi

Kaba Ekstrakt | 250 24 551000 22958.3 1.00 100.0
Diyaliz 40 5.8 445760 76855.2 3.3 80.9
DEAE- 28 0.17 299432 | 1761364.7 76.7 54.3

Toyopearl
650M

4.2. Optimum pH

Enzimlerin optimum pH’nin altinda ve Uzerinde aktiviteleri duser. Enzimler
kuvvetli asit ve bazlara fazla dayankli degillerdir. Ortam pH’ sindaki asir1 olmayan
degisiklikler enzimin ve ¢ogu kez de substratin iyonik durumunda degisikliklere
neden olur. Duslk asidik ve yiksek alkali pH’larda bir enzimin aktif merkezindeki
prototropik grularin iyonlasmalarindaki  degisimler aktif merkezin uygun
konformasyonunu, substratlarin  baglanmalarint  ve/veya reaksiyonun katalizini
etkiler. Ayrica, pH'ya bagli olarak proteinin tersinmez denatlrasyonu ve/veya
substratin stabilitesi de enzimlerin katalitik aktivitelerini etkileyebilir. Enzimler
kendileri icin asir1 pH degerlerinde aktivitelerini kaybederler. Enzimlerin maksimum
reaksiyon hizina sahip olduklari pH degerine optimum pH denir. Optimum pH’nin
altinda ve ustundeki pH’larda enzim veya substratta mevcut fonksiyonel gruplarin
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yapilarinda degismeler olusur ve reaksiyon hizi da degisime ugrar (Koolman ve
Roehm, 2005; Yoruk ve Marshall, 2003). Kovalent olmayan elektrostatik baglar,
hidrojen baglari, hidrofobik baglar ve kovalent distlfit baglari enzimlerin tgtncil ve
dordincul yapilarini stabilize eder. Enzim Uzerindeki pozitif ve negatif gruplar
arasinda olusan elektrogatik baglar pH'dan etkilenirler. Noétral pH’larda
iyonlasabilen yan gruplar —COOQO’, H3N+ ve H,N-C gruplaridir ve bunlar kuvvetli
elektrogatik baglar olusturabilirler. pH 3'Un altinda karboksil gruplar1 protonlanirlar
(-COOH) ve elektrogtatik bag olusturamazlar. pH 10’ un Uzerinde ise amino gruplari
protonlanirlar (-NH>) ve elektrogtatik baglar olusturamazlar (Whitaker, 2003).

Beyaz kiraz PFO’larinin, en yiksek aktivite gosterdigi optimum pH’sim
belirleyebilmek icin her iki enzim icgin de standart resksiyon karisiminda pH’sini
3.46-6.30 arasinda degisen tamponlar kullamlarak enzimlerin aktiviteleri 6lcllmis
ve sonuglar % nispi aktivite olarak Sekil 4.2 ve 4.3 de gosterilmistir. Sekil 4.2'den de
gorilecegi gibi A izoformunun pH degeri 3.46'dan 4.5 e dogru arttik¢a aktivite de
artmis ve en yuksek aktivite 4.5ta goralmustar. Sekil 4.3'te gorilecegi gibi B
izoformunun pH degeri 3.46'dan 4.98' e dogru arttikca aktivite de artmis, en yiksek
aktivite 4.98'de goOrulmustur. Optimum pH’dan sonra enzimlerin aktivitelerinde

azalma gozlenmis ve enzimlerin aktiviteleri yaklasik % 20’ ye dismustur.
120 -
100 -

80

60 -

40

Nispi aktivite (%)

20

0 T T T T T T 1
3.46 4.03 4.5 4.98 5.49 5.8 6.3

pH

Sekil 4.2. pH' nin Beyaz Kiraz Polifenol Oksidaz Enziminin Aktivitesine
(Izoenzim A) Etkisi
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140 +

Nispi Aktivite(%)

4,98
pH

5.49 5.8 6.3

Sekil 4.3. pH’nin Beyaz Kiraz Polifenol Oksidaz Enziminin
Aktivitesine (Izoenzim B) Etkisi
Degisik Ortnlerde PFO ile yapilan optimum pH calisma sonuclar1 Cizelge
4.2°de verilmistir. Cizelgeden goruldigu gibi degisik Urlinlerden izole edilen
PFO’larin optimum pH degerleri 3.0-9.0 gibi genis bir araliktadir ve bu ¢alismada
elde edilen sonuglar (4.5 ve 4.98) literatirdeki degerlerle uyum igindedir.

Cizelge 4.2. Cesitli Urtinlerden izole Edilen PFO’ larin Optimum pH Degerleri

Optimum pH Uriin Substrat Referans
9.0 Fasulye surgunleri Katesol Nagai ve Suzuki, 2003
7.5 Cassava kokleri Katesol, L-Dopa Barthet, 1997
7.0 Musmula 4-Metil Kategol Ayaz ve ark., 2008
4.0-7.0 Zambak Katesol Yang ve Wang, 2008
6.0-6.5 Halen Haven Katesol Yemencioglu ve
Seftalisi Cebercioglu, 1996
7.0 Anamur muzu Katesol Unal, 2007
5.0 Hint cay yapragi Katesol Hadler ve ark., 1998
4.2 Emir Uzim Katesol Unal ve Sener, 2006
3.0 Napolyon Gzimu | 4-tert-bitilkatesol | Delicado ve ark., 2007
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4.3 Optimum Sicakhk

Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlarin hizlari sicaklikla artmakla birlikte,
yuksek sicakliklarda enzimler protein yapilarindan dolay: aktivitelerini kaybederler.
Y Uksek sicakliklar enzimatik reaksiyonda rol oynayan fonksiyonel gruplarin disosiye
olma durumunu etkileyebilir; enzimin aktivatorlere ve inhibitdrlere olan ilgisini
etkileyebilir; reaksiyonda substrat olabilecek oksijenin ¢ozinurluglni etkileyebilir.
Bunlarin disinda, yuksek sicaklik enzimleri inaktive edebilir. Reaksiyon hizinin
maksimuma eristigi noktadaki sicaklik derecesine optimum sicaklik denir.
Enzimlerin biyuk cogunlugunun optimum aktivitess 30-40°C'dir ve 45°C'nin
Uzerinde denatiirasyon baslar (Richardson ve Hyslop, 1985). Beyaz kiraz PFO’sunun
en yuksek aktivite gosterdigi optimum sicakligi belirleyebilmek icin izoenzim A’de
10-70°C’ ler ve izoenzim B’de ise 20—70°C’ ler arasinda enzim aktivitesi 6l¢lilmuis ve
sonuglar % nisbi aktivite olarak Sekil 4.4 ve 4.5 te verilmistir. Olgimlerde standart
reaksiyon karisimi kullanmlmstir.

120 -
100 +
80 -
60 -

40

Nispi Aktivite(%)

20 A

0 T T T T T T 1

10 20 25 30 40 50 60 70
Sicaklik(°C)

Sekil 4.4. Sicakligin Beyaz Kiraz Polifenol Oksidaz Enziminin
Aktivitesine (Izoenzim A) Etkisi
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120
100
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Nispi Aktivite(%)
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20 25 30 40 50 60 70

Sicaklik(°C)

Sekil 4.5. Sicakhigin Beyaz Kiraz Polifenol Oksidaz Enziminin
Aktivitesine Izoenzim B) Etkisi
Sekillerden de goruldigt gibi izoenzim A en yiksek aktiviteyi 20°C'de ve
izoenzim B ise 30°C' de gostermistir. Izoenzim A’nin aktivitesinde 20°C’den sonra,
sicakliktaki artisla beraber hizli bir dilsme g6zlenmistir. izoenzim B’ nin aktivitesi ise
30°C’ den sonra sicakliktaki artigla beraber izoenzim A’ya gore daha yavas bir disus
gostermistir. Izoenzim A’nin aktivitesi optimum sicakliktan sonra 6nemli bir azalma
gosererek 70°C'de %30'lara dismis, izoenzim B ise aktivitesinde disme
gozlemlense de 20—70°C sicaklik araliginda %80’ e yakin aktivite gostermistir.
Degisik Urinlerden izole edilen PFO ile yapilan optimum sicaklik calisma
sonuglar: gizelge 4.3 de verilmistir. Cizelgede de goruldigu gibi degisik trtnlerin
optimum sicaklik degerleri 12-45°C gibi genis bir araliktadir ve bu ¢alismada elde
edilen sonuclar (20°C ve 30° C) literatirdeki degerlerle uyum icindedir.

Cizelge 4.3. Cesitli Urtinlerden izole Edilen PFO’ larin Optimum Sicaklik Degerleri

Optimum sicaklik (°C) Uriin Referans
45 Dut Arslan ve ark., 2004
40 Fasulye surgunleri Nagai ve Suzuki, 2003
30 Musmula Ayaz ve ark., 2008
30 Anamur muzu Unal, 2007
25 Emir 4zOmi Unal ve $ener, 2006
25 Enginar Aydemir, 2004
12 Ferula bitkisi Erat ve ark. 2006
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4.4. Kinetik Parametreler

MichaelisMenten sabiti (Ky) ve maksimum hiz (Vi) degerlerini
belirleyebilmek icin substrat olarak degisik konsantrasyonlarda katesol
kullanmlmagtir. Aktivite dlcimleri izoenzim A’da pH 4.5 ve 20°C’de, izoenzim B’de
pH 4.98 ve 30°C'de yapilmistir. Lineweaver-Burk grafigi kullamlarak Km ve Viex
degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.4’ de gorilmektedir.

Cizelge 4.4. Beyaz Kiraz Polifenol Oksidaz Enzimlerinin Kinetik Parametreleri

izoenzim Substrat Kn (MM) | Viax (@bs/dak) | ViadKnm
Beyaz Kiraz A Katesol 106.975 2.010 0.019
B Katesol 30.325 1.261 0.042

Bir enzim igin K, degeri, maksimum hizin yarisina erisildigi andaki substrat
konsantrasyonunu gosterir. Km degeri enzimin substrata olan ilgisini gosterir ve bu
deger ne kadar kiglkse enzimin substrata ilgisi o kadar yuksektir. Ky, degerleri
kiyaslandiginda izoenzim B’ nin katesola olan ilgisi izoenzim A’ya gore daha yiksek
oldugu gorulmektedir. Enzim icin en iyi substrati gosteren Viyu/Km oramna gore
katesol izoenzim B igin daha iyi bir substrattir.

Cizelge 4.5te degisik Urlnlerden izole edilen PFO’larin K, degerleri
verilmistir. Cizelgeden goruldigl gibi degisik Urtinlerden izole edilen PFO’ larin Ky,
degerleri 3.4-230 mM gibi genis bir aralikta degismektedir. Her iki enzimin de K,
degeri bu degerler araligindadir.

Cizelge 4.5. Cesitli Urtinlerin Polifenol Oksidaz Enzimlerinin K, Degerleri

Uriin Substrat Km (mM) Referans
Zambak Katesol 3.40 Yang veWang, 2008
Anamur muzu Katesol 8.50 Unal, 2007
Enginar basi Katesol 10.20 Aydemir, 2004
Hint cay yapragi Katesol 12.52 Halder ve ark.,1998
Cassava kokleri Katesol 28.21 Barthet,1997
Fasulye surgunleri Katesol 71.00 Nagai ve Suzuki, 2003
Jonagored elmasi Katesol 230.00 Rocha ve Morais, 2001
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4.5. Termal inaktivasyon

PFO’ nun termal inaktivasyon kinetigi iki enzim igin de 60, 65 ve 70°C’de 5,
10, 15 dk. sirelerde calisilmugtir. Termal inaktivasyon parametreleri isil isleme
kalmis aktivitelerinin
kiyaslanmasiyla kp (inaktivasyon sabiti), ti, (yart 6mir) ve D (desimal indirgenme

maruz enzimlerin isitilmamis— drnegin - aktivitesine
siresi) degerleri hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.6’ da verilmistir. Sicaklik arttikca
kp degerleri artmis buna karsilik enzim aktivitesini yar1 yariya azaltmak icin gereken
sire ve D degerleri azalmistir. 60°C’ de izoenzim A’nin yar1 6mir degeri 61.30 dk
iken 70°C’de 21.70 dk olmustur. B enziminin yart 6émri ise 60°C’'de 48.1 dk ve

70°C de 9.2 dk olmustur.

Cizelge 4.6. Beyaz Kiraz PFO Enzimlerinin Termal inaktivasyon Parametreleri

izoenzim
Enzim kq (dak™) r? t1 (dak) D (dak)
Sicaklik

(°C)
60 0.0113 0.9458 61.3 203.8

A 65 0.0137 0.957 50.6 168.1
70 0.0320 0.9602 21.7 72.0
60 0.0144 0.8756 48.1 160.0

B 65 0.0286 0.9491 24.2 80.6
70 0.0754 0.9592 9.2 30.5

Termal inaktivasyon calismalarinin diger 6nemli parametreleri aktivasyon
enerjisi (Ea) ve enzimin D degerinde bir logl0 azalma icin (% 90 azalma igin)
gereken sicaklik artisimi ifade eden Z degeridir. Bu calismada, Z ve E, degerleri
izoenzim A igin srasiyla 22.1°C (r2=0.8832) ve 98.5 kj.mol™ (r>=0.8776) ve
izoenzim B icinse 13.9°C (r?=0.9903) ve 157.1 kj.mol™ (r2=0.9886) olarak
hesaplanmigtir. Termal inaktivasyon parametrelerinin diger arastiricilarin sonuglari
ile karsilastirilmas: calisilan sicaklik ve sirelerdeki farkliliklar nedeniyle zordur.
Cizelge 4.7de degisik drinlerden izole edilen PFO enzimlerinin aktivasyon
enerjileri (Ea) degerleri gorilmektedir. Bu deger Uriline gore ve hatta ayni Uriinde bile
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onemli farklilik gostermektedir. Cizelgeden goruldigt gibi degisik Grtnlerin
aktivasyon enerji degerleri 15.8-225.4 kj.mol™ gibi genis bir aralikta degismektedir.

Cizelge 4.7. Cesitli Urtinlerden izole edilen Polifenol Oksidaz Enzimlerinin
Aktivasyon Enerjileri

Urlin Aktivasyon Enerjisi (Ea) Referans
(kj.mol™)
Victoria Uzim 225.4 Ré&peanu ve Bulancea, 2005
Anamur muzu 155.0 Unal, 2007
Zambak 100.8 Yang ve Wang, 2008
Ananas puresi 82.8 Chutintrasria ve Noomhormb, 2006
Enginar basi 15.8 Aydemir, 2004

Z degerinin buyik olmasi enzimin 1sil dayanikliliginin diger bir gostergesidir.
Répeanu ve Bulancea (2005) nin Victoria Uzimu PFO ile yaptiklar: ¢alismada Z
degerinin 9.66°C olarak bildirilmistir. Unal (2007) calismasinda Anamur muzu PFO
enziminin Z degerinin 14.2°C oldugunu bulmustur. Chutintrasria ve Noomhormb
(2006) ananas puresi PFO'sunun Z degerini 21.5°C bulmuslardir. Bu degerlerle
karsilastirildiginda, beyaz kirazdan elde edilen her iki izoenzimin Z degerinin bu
degerlere yakin oldugu bulunmustur.

4.6. inhibitorlerin Etkis

Inhibitorler reaksiyon ortamina eklendiginde reaksiyon hizini azaltan dogal
ya da yapay kimyasal maddelerdir. Bilesiklerin inhibe edici etkileri inhibitorin
safligina, konsantrasyonuna, enzimin kaynagina, substratin varligina, pH ve sicakliga
baglidir. PFO bir metallo proteindir. Selat yapict aanlarla inhibe edilebilir
(etilendiamintetraasetat (EDTA), sodyum dietilditiokarbomat (DIECA) ve sodyum
azid). Askorbik asidin inhibisyonu ile ilgili iki mekanizma ileri slrdlmustdr.
Bunlardan ilkine gore, askorbik asit enzimin aktif merkezindeki bakirla selat
olusturarak inhibisyona neden olmaktadir. ikincisinde ise askorbik asit merkezdeki
bakir1 indirgemektedir. Sodyum disiilfit, indirgeyici bir ajandir. Indirgeyici gjanlar
gida endutrisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ajanlar o-kinonlarin

birikimini 6énleme yolu ile melaninlerin olusumunu inhibe eder veya stabil renksiz
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Urdnler olugstururlar. L-sistein antioksidan ¢zellikte bir maddedir (Zawistowski ve
ark., 1991).

Bu calismada, inhibitdrlerin enzim aktivitelerine etkilerini belirleyebilmek
icin sodyum disllfit ve L-sisteinin 0.01, 0.10 ve 1.00 mM konsantrasyonlari
kullanilmigtir. Sonuclar % inhibisyon olarak Cizelge 4.8'de verilmistir. Cizelge
4.8 de de goruldugi gibi denenen inhibitorlerin inhibisyon etkilerinin her iki enzim
icin farklilik gosterdigi ve B enzimini her iki inhibitdrin 1.00 mM konsantrasyonda
% 100 inhibe ettigi bulunmustur.

Cizelge 4.8. inhibitorlerin Beyaz Kiraz Polifenol Oksidaz Enzimlerine Etkileri

A B
inhibitor Konsantrasyon inhibisyon inhibisyon (%)
(mmol L™ (%)
L-Sistein 0.01 725+ 4.70 13.70 £ 11.92
0.10 37.68 + 10.37 25.04 + 4.52
1.00 87.69 + 1.66 100.00 £ 0.0
Sodyum 0.01 11.42 £ 9.17 YOK
Disiilfit 0.10 7255 +2.02 84.67+ 0.58
1.00 76.68 + 5.07 100.00 £ 0.0

Unal’ 1n (2007) Anamur muzu PFO’ su lizerine yaptig1 calismada askorbik asit
ve sodyum metabisilfit en etkili inhibitdrler olarak bulunmustur. NaCl ve sitrik asit
daha az etkili bulunmustur. Ziyan ve Pekyardimci'min (2003) Ankara armudu
PFO’su Uzerine yaptiklar: ¢alismada sodium dietilditiyokarbomat en etkili inhibitor
olarak bulunmustur. Halder ve ark. (1998) Hint cay yapragi PFO’su Uzerine
yaptiklart calismalarda enzimin 2 mM tropolone ile tamamen inhibe oldugunu
bulmuslardir.

Nagai ve Suzuki'nin (2003) fasulye PFO’su Uzerine yaptiklar: ¢alismada 3
mM konsatrasyonda askorbik asit, L-sistein, 2-merkaptoetanol ve glutation etkili
inhibitorler olarak gosterilmistir. Yang ve Wang'in (2008) zambak bitkisi PFO’su
Uzerine yaptiklar: ¢alismada en etkili inhibitor sodyum siilfit (0.1 mM) bulunurken,
askorbik asit, L-sistein ve tiyourenin yiksek konsantrasyonlarda (10 mM) oldukca
etkili inhibe edici etki gosterdigi bulunmustur. NaCl ve sitrik asit bu bitki enzimi i¢in
zayif inhibitorler olarak belirtilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada beyaz kirazdan izole edilerek kismen saflastirilan Polifenol
oksidaz'in (PFO) biyokimyasal oOzellikleri arastirilmustir. Bu baglamda, enzimin
optimum pH’1 ve sicakhgi, kinetik parametreleri, termal inaktivasyonu ve enzime
inhibitolerin etkisi belirlenmistir. Elde edilen bulgulardan:
 Saflastirma ile PFO enziminin iki farkli izoformu elde edilmis ve bu izoformlar A
ve B harfleri ile issmlendirilmistir. Beyaz kiraz PFO enziminin A izoformu % 48.7
verimle 3.9 kat ve B izoformu % 54.3 verimle 76.7 kat saflastirilmistir.

* A ve B izoformlarimin optimum pH degerleri sirasiyla 4.50 ve 4.98 olarak
bulunmustur.

» Optimum sicaklik calismalarinda A ve B izoformlarimin optimum sicaklik degerleri
sirastyla 20°C ve 30°C olarak saptanmustir.

* A ve B izoformlarimin katesole ilgisinin farklilik gosterdigi ve B izoformunun
katesole ilgisinin A’dan daha yiksek oldugu saptanmustir.

» Termal inaktivasyon sonuglarina gore, sicaklik arttikga kp degerleri artarken yari
Omir ve D degerleri azalmistir. Beyaz kiraz PFO’su A ve B izoformlarinin Z ve E,
degerlerinin srrasiyla 22.1°C (r2=0.8832) ve 98.5 kj.mol™ (r>=0.8776) ve 13.9°C
(r>=0.9903) ve 157.1 kj.mol™ (r2=0.9886) olarak hesaplanmustir.

« Inhibitor olarak L-sistein ve sodyum distilfit kullamlmis ve bu inhibitorlerin
inhibisyon etkilerinin her iki enzim igin oldukca farklilik gosterdigi ve B izoformu
her iki inhibitorin 1.00 mM konsantrasyonda % 100 inhibe ettigi bulunmustur.

» Beyaz kirazlar diger UrUnlere islenirken pH min distrtlmesi enzim aktivitesini
dusurerek enzimatik esmerlesmeyi onleyebilir.

» Pastdrizasyon formlarimin belirlenmesinde elde edilen termal inaktivasyon
sicakliklart 6nemlidir.
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