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Yiiksek Lisans Tezi

Bakla Kabugundan Polifenol Oksidaz Enziminin Izolasyonu ve Bazi Biyokimyasal
Ozelliklerinin Belirlenmesi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Polifenol oksidaz (PFO, EC 1.10.3.1) enzimi bazi meyve ve sebzelerde renk ve
tat acgisindan istenmeyen degisimlere ve besin degeri kayiplarina neden oldugu igin,
PFO enziminin 6zelliklerini belirleyebilmek amaciyla g¢esitli kaynaklardan izolasyonu
ve karakterizasyon ¢alismalari yapilmaktadir. Bu c¢alismada, Edirne bolgesinde
yetistirilen baklanin kabuklarindan izole edilen ve kismen saflastirilan polifenol oksidaz
enziminin optimum pH ve pH kararlilig1, optimum sicaklik ve termal stabilitesi, Km ve
Vmax kinetik parametreleri, substrat se¢iciligi, enzim aktivitesi iizerine baz1 metallerin ve
inhibitorlerin etkisi gibi 6zellikleri arastirilmigtir. Substrat olarak katesol kullanilmis ve
enzimin Km degeri 5.53 mM, Vmax degeri 4424 U/mL dk olarak belirlenmistir. PFO
aktivitesi i¢in optimum pH degeri 5 olarak bulunmus ve optimum pH’inda 30 dk ve 1
saat inkiibasyon sonrasinda aktivitesini % 60’a yakin korudugu goriilmiistiir. Enzimin
optimum sicakligi 10 °C olarak tayin edilmistir. 10-70 °C sicaklik araliginda termal
kararlilik profili incelendiginde, 1 saat inkiibasyon sonrasinda 10-40 °C aralifinda %
50’nin tizerinde aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Calisgilan metaller enzim aktivitesi
tizerine degisen oranlarda etki ederken; denenen inhibitorlerden askorbik asit ve

sodyumbisiilfit giiclii inhibisyon etkisi gostermistir.

Yil : 2018
Sayfa Sayisi 1 65
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Master Thesis

Isolation of Polyphenol Oxidase Enzyme From Broad Bean Pod and Determination of
Its Some Biochemical Properties
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ABSTRACT

Since polyphenol oxidase (PPO, EC 1.10.3.1) enzyme causes undesirable
changes and nutritional value loss in some fruits and vegetables. PPO isolation and
characterization studies are performed from various sources in order to determine the
properties of the enzyme. In this study, PPO enzyme was isolated and partially
purificated from broad bean which planted in Edirne. Its optimum pH and pH stability,
optimum temperature and thermal stability, Km and Vmax Kinetic parameters, substrate
selectivity, properties of some metals and inhibitors on enzyme activity were
investigated. Catechol was used as the substrate and the Km and Vmax values of the
enzyme were determined to be 5.53 mM and 4424 U / mL min, respectively. The
optimum pH value for PPO activity was found to be 5 and it saved about 60 % of its
activity at its optimum pH after 30 min and 1 hour incubation periods. The optimum
temperature of the enzyme was determined as 10 °C. When the thermal stability profile
was examined in the 10-70 °C temperature range, it exhibited more than 50 % of its
activity in the range of 10-40 °C after 1 hour of incubation. The studied metals showed
variable effect on the enzyme activity; ascorbic acid and sodium sulphide showed strong
inhibitory effect.
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BOLUM 1

GIRIS

Polifenol oksidazlar (PFO) pekgok bitkide yaygin olarak bulunan, bakir igeren
oksidorediiktaz smifi enzimlerdir. Cesitli fenolik bilesikleri substrat olarak kullanirlar.
Bitkiler aleminden baska deniz hayvanlari, bocekler, bakteriler ve bazi mantarlar da
PFO enzimini igermektedir. Polifenol oksidazlar, substrat spesifitesi ve yapilarina gore
katesol oksidaz (EC 1.10.3.1), tirozinaz (EC 1.14.18.1) ve lakkaz (EC 1.10.3.2) olarak
ti¢ gruba ayrilabilirler.

PFO; fenolleri oksijen varliginda renkli kinon bilesiklerine yiikseltgemektedir.
Bitkilerdeki PFO, bitkilerin savunma mekanizmasinda 6nemli rol oynar. PFO’nun
katalizledigi reaksiyon sonucu olusan kinon bilesikleri, bitkilerde patojen ve zararh
boceklere karsi bir savunma sistemi olusturarak savunmaya katkida bulunur. Ancak
olusan kinonlar baz1 meyve ve sebzelerde istenmeyen renk degisimlerine de yol agar.
PFO’nun neden oldugu bu esmerlesme olayi, gidalarin sadece rengini bozmakla
kalmayip, iriiniin tadinda bozulmaya ve besin degerinde azalmaya neden olur. Ayrica
pek ¢ok meyve ve sebzenin hasat sirasinda zarar gormesi, islenme sirasinda kesilmesi,
kabugunun soyulmasi veya par¢alanmasi gibi islemler de enzimatik esmerlesmeye
neden olur. Meyve ve sebzelerdeki bu kararma olay1 ekonomik kayiplara yol actig1 gibi,
miisteriler tarafindan arzu edilmeyen bir durum olusturur. Bu yiizden PFO aktivitesi
sonucu olusan istenmeyen kararmalarin yavaslatilmasi veya durdurulmasi amaci ile
PFO enzimiyle ilgili pek¢ok ¢alisma yapilmis, gesitli meyve ve sebzelerdeki enzimin

biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.



Enzimatik aktivite mekanizmasinin anlasilmasi ve dolayisiyla meyve ve
sebzelerdeki kararma mekanizmasinin daha iyi anlagilmasi i¢in, enzim aktivitesine etki
eden parametrelerin bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle enzimin optimum reaksiyon
kosullarinin belirlenmesi, substratlarinin ve inhibitorlerinin ¢alisilmasi gerekir. Enzimin
karakterizasyon c¢aligmalarinin yapilmasi, kararmanin olusumunun engellenmesini,

dolayisiyla ekonomik kayiplarin azalmasini saglayabilir.

Gida alanindaki kararma sorununu ¢ozmek iizere cesitli bitkisel kaynaklardan
PFO izolasyon ve karakterizasyon ¢aligsmalar1 yapilarak enzim taninirken, bu ¢aligmalar
enzim i¢in yeni uygulama alanlar1 da dogurmaktadir. Son yillarda bitki kaynakli
polifenol oksidazlar kullanilarak biyosensor dizayni, c¢evre kirliligi parametrelerinin
degerlendirilmesi ve atik sularin aritilmasi gibi endriistriyel alanlarda uygulamaya

yonelik ¢aligmalar baglamgtir.

Yapilan literatiir taramasinda mantar, marul, brokoli, patates, enginar, patlican,
ayva, erik gibi bircok bitkisel kaynaktan PFO enzimi saflagtirilip, karakterizasyon
caligmalar1 yapilmasina ragmen, bakla kabugun PFO’1 {izerine bir ¢alismaya
rastlanmamistir.  Ayrica farkli  bitkisel kaynaklardan saflagtirilan  enzimlerin
biyokimyasal 6zelliklerinde farkliliklar da olabilir. Bu tez g¢alismasinin amaci bakla
kabugundan PFO enzimini izole ederek kismen saflagtirdiktan sonra, enzimin optimum
pH, optimum sicaklik, Km Ve Vmax parametrelerini belirlemek; pH ve sicaklik kararliligi,
substrat se¢iciligi, enzimin depolama kararliligi, aktivitesi iizerine bazi metallerin ve

inhibitorlerin etkisi gibi bazi biyokimyasal 6zelliklerini incelemektir.



BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enzimler ve Polifenol Oksidazlar

Enzimler, yasamin merkezinde yer alan protein yapili biyolojik katalizorlerdir.

Canli hiicrelerinde ¢esitli kimyasal reaksiyonlar katalizleyen 40.000 kadar farkli enzim

olmasina ragmen Katalizledikleri reaksiyon tiplerine gore alti ana grupta toplanirlar

(Cizelge 2.1). Biyolojik katalizle ilgili ilk ¢aligmalar 1700’lerin sonlarinda etin mide

salgilariyla sindirilmesiyle baslamis, Pasteur, Buncher ve ilk kez “enzim” terimini

kullanan Kiihne gibi 6nemli isimlerin ¢aligmalariyla devam etmistir. 1926 yilinda James

Sumner’in iireaz enzimini saflastirmasi ve kristallendirmesi enzimoloji alanindaki ilk

basaridir. Giiniimiizde ¢ok sayida enzim saflastirilarak ii¢ boyutlu yapilart ve

mekanizmalar1 belirlenmistir.

Cizelge 2.1. Enzimlerin uluslararasi siiflandirilmasi (Nelson & Cox, 2013, s. 185)

No Simif Katalizlenen tepkime tipi
1 Oksidorediiktazlar | Elektronlarin transferi (hidrit iyonlar1 ve H atomlar:
2 Tranferazlar Grup-transfer tepkimeleri
3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeler (Islevsel gruplarin suya transferi)
4 Liyazlar Cift baglara gruplarin ilavesi ve gruplarin yer
degistirmesiyle cift baglarin olusmasi
5 Izomerazlar Izomerik formlar1 olusturmak iizere molekiiller i¢inde
gruplarin transferi
6 Ligazlar ATP’nin  ayrilmasiyla  eslesmis  kondensasyon

tepkimeleriyle C-C, C-S, C-O ve C-N baglarimin
olusmasi




Polifenol oksidazlar (PFO) oksijen varliginda fenolik bilesiklerin oksidasyonunu
katalizleyen oksidorediiktaz sinifi enzimlerdir, aktivite gosterebilmeleri i¢in prostetik
grup olarak bakir gerekir. PFO grubuna ait 3 enzim smifi bulunmaktadir: katesol
oksidaz (EC 1.10.3.1; 1,2-benzendiol: oksijen oksidorediiktaz), lakkaz (EC 1.10.3.2; p-
benzendiol: oksijen oksidorediiktaz) ve tirozinaz (EC 1.14.18.1; monofenol
monooksijenaz, krezolaz) (Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology-lUBMB; Panadare ve Rathod, 2018).

Bitkiler, memeliler, bocekler, bakteri ve mantarlarda bulunan tirozinaz (EC
1.14.18.1; krezolaz, fenol oksidaz, tirozin-dopa oksidaz) hem monofenol oksidaz hem
de difenol oksidaz aktivitesi gdsteren bir oksidorediiktazdir (Nomenclature Committee
of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology-lUBMB). Enzim
bitkilerde substrat olarak krezolu kullanabildigi i¢in krezolaz olarak da
isimlendirilmektedir. Yaygin olarak kullanilan polifenol oksidaz (PFO) isimlendirmesi
ise bitkilerde fenolik bilesiklerin bol bulunmasindan dolayidir (Corzo-Martinez vd.,
2012). PFO oksijene bagimli iki farkli temel reaksiyonu ardarda katalizler (Sekil 2.2):

1. Monofenollerin orto pozisyonunda hidroksilasyonu (monofenol oksidaz veya
krezolaz aktivitesi)
2. o-difenollerin o-kinonlara yiikseltgenmesi (difenol oksidaz, katesol oksidaz veya
katesolaz aktivitesi)

Enzimin ikinci reaksiyonu katesol oksidaz (EC 1.10.3.1) enziminin katalizledigi
reaksiyon ile aynidir.

Bir¢ok enzimatik preparatta PFO’nun krezolaz aktivitesi ¢ok diisiiktiir veya yok
denecek kadar azdir. Bitkilerde krezolaz aktivitesinin dogal olarak olup olmadigindan
veya ekstraksiyon sirasinda ekstrakte edilip edilmediginin anlagilmasi zordur. Krezolaz
aktivitesi genellikle saflagtirma sirasinda da kaybedilebilir (Corzo-Martinez vd., 2012).
Bitkilerde her iki aktivite de oldugunda, bitkisel kaynaga bagli olmakla birlikte krezolaz
aktivitesinin katesolaz aktivitesine orani 1:10 ila 1:40 arasindadir (Yoriik & Marshall,
2003).
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/>
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Sekil 2. 1. Polifenol oksidazin krezolaz ve katesolaz aktiviteleri

Lakkazlar (E.C.1.10.3.2) difenolik bilesikleri oksijen varliginda kinonlara
yiikseltgeyen, bakir kofaktorlii oksidorediiktazlardir. Bitkilerden daha ¢ok mantarlarda
bulunmaktadirlar. Lakkaz enzimi substrat molekiiliinden bir elektron koparip molekiiler
oksijene aktararak su ag1a cikarir, bunu yapisinda bulunan 4 adet Cu®* atomu sayesinde
gerceklestirir  (Sekil 2.1). Oksijen varliginda difenolik bilesiklerin  kinonlara
yiikseltgenmesi enzimlerin difenol oksidaz aktivitesiyle gerceklesmektedir. Lakkazin
yaninda katesol oksidaz (EC 1.10.3.1) enzimi de difenolaz aktivitesi gostermektedir.
Ancak katesol oksidaz (katesolaz) ve lakkazin substrat ve inhibitor spesifiteleri farklidir;
katesolaz o-dihidroksi fenolleri yiikseltgerken, lakkaz p-dihidroksi fenolleri yiikseltger.
Ayrica polifenoller ve metoksi substutiye fenolleri igeren fenolik substratlar,
aminofenoller ve fenilendiaminler de lakkaz igin substrattir. Katyonik bir deterjan olan
setil trimetil amonyum bromiir lakkazlar i¢in spesifik bir inhibitordiir (Corzo-Martinez,
Corzo, Villamiel, & Castillo, 2012; Nomenclature Committee of the International Union
of Biochemistry and Molecular Biology-lUBMB)
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Sekil 2.2. Lakkazlarin katalizledigi reaksiyon



Polifenol oksidaz ile ilgili ilk rapor 1896 yilinda Bertrand tarafindan bildirilmis
olup, 1938’de Keilin ve Mann tarafindan ¢ok miktarda enzim izolasyonu igin bir
prosediir ve Kubowitz tarafindan PFO’in bakir igcermesi gibi onemli o6zellikleri
aciklanmistir. Daha sonralar1 (1956’da) Mason PFO’in olas1 fonksiyonlar1 ve yapisini
tartismis ve devamindaki ¢alismalarla PFO hakkinda birgok bilgi birikimi saglanmistir
(Mayer, 2006). Bugiin pek ¢ok meyve ve sebzede polifenol oksidaz enziminin varligi

belirlenmis ve karakterize edilmistir.

PFO bitkiler aleminde yaygin olarak bulunur ve birgok meyve ve sebzenin
toplanmas1 ve depolanmasi siiresince meydana gelen kararmalarin baglica sebebidir.
PFO bitkilerin kok, yaprak, cicek ve wvaskiiler dokularin1 da kapsayan c¢esitli
kisimlarinda bulunur (Constabel & Barbehenn, 2008). Kloroplastlarda, mitokondride ve
ozellikle tilakoidlerde membranlara sikica bagli olarak bulunmaktadir (Yorik &
Marshall, 2003; Corzo-Martinez vd., 2012). Bitkisel dokularda ve mantarlarda PFO’lar
latent (inaktif) veya aktif formlarinda bulunur. Latent enzim zamanla dokuda dogal
olarak bulunan proteazlar veya etilen gibi birtakim metabolitlerce aktif hale
doniismektedir (Yemenicioglu, Ozkan & Cemeroglu, 1997). Bitkilerde enzim savunma
mekanizmasinda major rol oynar. PFO’in katalizledigi reaksiyonlar sonucu olusan
kinon bilesiklerinin bitkilerde patojen ve zararli boceklere karst bir savunma sistemi
olusturdugu bilinmektedir (Constabel & Barbehenn, 2008).

PFO ¢ekirdekte kodlanan (niikleer kodlu) bir proteindir ve stoplazmik
ribozomlarda sentezlenir. Plastide gidene kadar inaktiftir ve tilakoid membrana integre
olana kadarki siirede saperonlar tarafindan stabilize edilir. Bu prekiirsor protein N-
ucundaki bir sinyal peptid dizilimi ile kloropasta yonledirilir, bu sinyal dizisi tilakoid
membrana birlesme sirasinda stromal spesifik bir peptidaz tarafindan kesilir ve olusan
olgun protein (PFO) tilakoid membrana sikica baglidir. Bu proses baklay1 da iceren
kayisi, elma, lizlim, patates, domates, 1spanak gibi ¢esitli bitkilerde bu sekilde meydana

gelir (Yoriik & Marshall, 2003).

PFO’1n aminoasit dizilimi olduk¢a degisken olmasina karsin, aktif merkezdeki
bakir baglama bolgeleri yiiksek derecede korunmustur. PFO, Tip 3 bakir proteini olarak
bilinmektedir. Aktif merkezinde diniikleer bakir kompleksi icerir ve herbir bakir iyonu
ti¢ histidin kalintisina baglidir (Mayer, 2006). Bakir atomlar1 Cu(A) ve Cu(B) olarak



isimlendirilir ve reaksiyon sirasinda enzimin aktif merkezi Met, Deoksi ve Oksi halleri
olarak isimlendirilen bir dongii igindedir (Sekil 2.3). Her bir dongiide iki molekiil
katesol kinona yiikseltgenirken, bir molekiiler oksijen suya indirgenir (Mishra, Gautam
& Sharma, 2012).
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Sekil 2.3. Kataliz sirasinda PFO merkezindeki met, deoksi ve oksi formlarinin dongiisii
(Eicken’den uyarlayan Mishra vd., 2012)

Enzimin deoksi (indirgenmis hali) halinde, oksijen (O2) enzimin merkezindeki
CuA’ya bagl olan ¢6ziicii molekiilii (H20) ile yer degistirerek bakir metal merkezine
baglanir. UV/VIS spektroskopi c¢aligmalar1 O6nce oksijenin peroksit formunda
baglandigini, katesol substratinin daha sonra baglandigimi gdostermistir. Katesol
molekiiliiniin iki hidroksil grubundan biri proton kaybeder ve CuB (Oksi formu)’ye
baglanir. Substrattan iki elektronun perokside transferini peroksid grubunun
protonlanmasi izler ve O-O bag1 karilir. Glutamat 236 kalintisinin ve substratin ikinci
koordine olmayan hidroksil grubunun bir proton vermesiyle su ¢ikist ve o-kinon Uriinii
olusur. Koprii yapan grubun protonlanmasi, aktif merkezi hidroksid koprili dikuprik
duruma (Met formu) getirir. Diger bir katesol molekiilii kosubstrat olarak rol oynar ve
hidroksid kopriilii dikuprik (Cu Il) halinin dikupréz (Cu I) haline geri donmesini saglar
(Sekil 2.4) (Mishra vd., 2012).
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Sekil 2.4. PFO enziminin kataliz mekanizmasi (Eicken’den uyarlayan Mishra vd., 2012)

Meyve, sebzeler ve bunlardan ¢esitli iriinler {iretilirken islemler sirasinda
esmerlesme denilen bir renk koyulagmasi oldugu gozlenmektedir. Bitkilerde meydana
gelen esmerlesme olaymin en 6nemli sebeplerinden biri PFO enzimidir. Enzimatik
esmerlesme reaksiyonlar1 sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunan polifenol oksidaz
enziminin sebep oldugu bir oksidasyon reaksiyonudur. PFO aktivitesiyle fenolik
bilesikler o-kinonlara yiikseltgenir. Daha sonra gergeklesen ve enzimatik olmayan bir
dizi reaksiyon ile, kinon tiirevi bilesikler daha biiyiikk molekiillii yapilara polimerize
olurlar ve siyah renkli melanin pigmentlerini olustururlar. Melaninler, bakteriden insana

kadar farkli organizmalarda bulunan polimerik pigmentlerdir.

2.2. PFO’in Canhilardaki Dagilimi ve Fonksiyonu

PFO bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve bakterilerde bulunan bir enzimdir.
Ozellikle mantarlar ve bakterilerde enzimin biyolojik fonksiyonu ile ilgili hala
bilinmeyen konular bulunmaktadir (Mayer, 2006). PFO aktivitesine karides, istakoz gibi
deniz iriinlerinde de rastlanmistir. Ekonomik degeri olan bu deniz {iriinlerinde

melanosiz olarak bilinen PFO kaynakli enzimatik kararma ciddi sorun yaratmaktadir ve



gida endiistrisinde deniz iriinlerindeki PFO’m inhibisyonuyla ilgili caligmalar
yapilmaktadir (Yoriik & Marshall, 2003). Eklembacaklilar ve bdceklerde bulunan
PFO’m yara iyilesmesi, kabugun sertlesmesi, savunma reaksiyonlarini igeren ¢esitli
fizyolojik olaylarda rolii oldugu bildirilmektedir (Yoriik & Marshall, 2003). Melanin
memelilerde derinin bazal tabakasinda bulunan melanosit hiicrelerinde sentezlenen
polimerik renk pigmentidir. Memelilerde, baslica PFO tarafindan sentezlenen
melaninler sa¢ pigmenti olarak rol oynar ve UV isinlar1 absorblayarak deriyi solar

radyasyona kars1 korur (Kim & Uyama, 2005).
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Sekil 2.5. Melanin olusumuna uzanan PFO yolu (Corzo-Martinez vd., 2012)

Mantarlarda PFO’m  melanin olusumunda aktif oldugu Dbilinmektedir.
Patogenezde fungal melaninin rolii Jacobson tarafindan incelenmis ve melaninin
koruyucu roliiniin yaninda, bazi parazitik mantarlarin konak hiicreye (bitki hiicresine)

tutunup penetre olmasinda melaninin gerekli oldugu bildirilmistir (Jacobson, 2000).

PFO bitkiler aleminde oldukga genis dagilim gosterir ve pek ¢ok meyve ve
sebzede PFO aktivitesi tayin edilmistir. Polifenol oksidazlarin bitkilerde en 6nemli
fonksiyonu hastaliklara kars1 korumada ve bitkiyle beslenen boceklere karsi savunmada
rol oynamasidir. PFO’in otgul boceklere karsi etkisi i¢in ii¢ farkli mekanizma
onerilmistir (Constabel & Barbehenn, 2008): 1) PFO’in iirettigi kinon tiirevleri
esansiyel aminoasitleri alkilleyerek, bitkinin protein ve besin degerini azaltir, 2)
Kinonlarin redoks dongiisli hayvanin barsak liimeninde oksidatif stres olusturabilir, 3)

Kinonlar gibi fenolik oksidasyon iiriinleri ve kinon redoks dongiisiinde iiretilen reaktif



oksijen tiirleri absorblanir ve otgullar lizerinde toksik etki gosterir. Bitkilerin korunma
mekanizmasinda PFO’1n roliiyle ilgili ¢aligmalar devam etmektedir. Bu alanda genel
olarak yaralanma, otcul ve patojen saldirisi sirasinda veya bitki bir strese maruz
kaldiginda PFO Kkodlayan spesifik genlerin ekspresyonuyla ilgili ¢alismalar
yapilmaktadir (Mayer, 2006).

Ayrica polifenol oksidazlar, bitkilerde meydana gelen mikrobiyal veya viriis
kaynakli enfeksiyonlarda koruyucu olarak rol oynamaktadir. Enzimatik reaksiyon
sonucu olusan kinonlarin daha sonra olusturduklari koyu renkli, ¢dziinmeyen
polimerlesme iirlinleri, dokularda enfeksiyonlara karsi bariyer olarak rol oynamaktadir.

Bazi arastirmacilara gore bu, polifenol oksidaz enziminin asil fonksiyonudur.

2.3. Gida Endiistrisinde PFO’in Onemi

PFO meyve ve sebzelerde kararmaya yol agarak bu iiriinlerin besin ve pazar
degerini diistirdiigli icin gida sektoriinde onemli bir enzimdir. Bu yiizden ¢esitli bitkisel
kaynaklardan PFO enziminin izolasyonu, saflastirilmasi, enzimin biyokimyasal ve
fizikokimyasal 0Ozelliklerinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar stirmektedir. Gida
endistrisinde genellikle bu alandaki c¢alismalar enzimin aktivitesini azaltmaya

yoneliktir.

Biitlinliigii bozulmamus, saglikli meyve ve sebze dokularinda PFO enzimi ve
substrat1 olan fenolik bilesikler bitki hiicresinin farkli kisimlarinda bulunurlar; PFO
Kloroplastlarda tilakoid membrana bagl halde bulunurken, fenolik bilesiklerin ¢ogu
vakuollerde bulunmaktadir. Bircok meyve ve sebzelerde zedelenme olmadig siirece
enzimatik kararma meydana gelmemektedir. Ancak hasat zamani, kasalama, tasima,
depolama gibi islemler sirasinda olusan mekanik etkilerle meydana gelen zedelenmeler
sonucu veya bu meyve ve sebzelerin herhangi bir tiriine doniistiiriilmesi igin uygulanan
kesme, dograma, parcalama, rendeleme ve ezme gibi islemler sirasinda bitki dokusunun
biitiinliigli bozulur. Bdylece enzim ve substrati bir araya gelerek oksijen varliginda
yiikseltgenme reaksiyonu gergeklesir, tirtiniin renginde kararma ve bozulmalar meydana

gelir.

10



Enzimatik kararma muz, elma, seftali, armut gibi meyvelerde, patates, kereviz,
patlican ve yemeklik mantar gibi sebzelerde daha ¢ok goriiliir. Domateste, limon ve
portakal gibi turunggillerde hem asitlikleri nedeniyle hem de yeterince fenolik madde ve
PFO enzimi igermedikleri igin kararma olusmamaktadir. Bunun yaninda bazi tahillarin
unlarindaki yiiksek PFO aktivitesinden dolayi, ekmek ve makarna tiriinlerinin kararma
gosterdigi ve olusan kinonlarin proteinlerle birleserek gidalarin sindirimini zorlagtirdig

da bildirilmistir (Vamos-Vigyazo, 1981).

Gidalarin islenmesi sirasinda PFO enzimi sebep oldugu kararmalar ile sorun
olustururken, diger yandan PFO aktivitesi bazi iirlinlerin duyusal 6zellikleri iizerinde
olumlu katkilar da saglar. Ornegin siyah cay, kahve, kakao, kuru {iziim, incir, hurma,
zeytin gibi {irlinlerde enzimatik kararma istenen bir olaydir. Taze ¢ay yapragi yiiksek
oranda PFO igerir ve oksijen varliginda katesinlerin oksidasyonunu katalizler. Olusan
kinon tiirevleri ¢aya tadini1 ve aromasini veren teaflavinlerin 6n maddesidir (Yabaci,
2008). Siyah zeytinde de fenolik bilesiklerin enzimatik olarak yiikseltgenmesi istenilen
bir degisimdir (Tas, 2009). Benzer sekilde kuru iiziim, incir ve hurmalarin begenilen
renkleri, enzimatik esmerlesme sonucudur. Kakao ve kahvenin renk ve aromas ile siyah

zeytinin renk ve lezzetinde de enzimatik kararmanin rolii vardir.

2.4. PFO’1n Substratlar:

Meyve ve sebzeler flavonoid tipi bilesikler, sinamik asit tiirevleri ve basit
fenoller gibi ¢esitli fenolik bilesikleri igerirler ve bu fenolik bilesiklerin bir kismi
polifenol oksidaz enziminin substratidir. Bu bilesikler, vakuollerde yogun olmak tiizere
bitkilerin hemen hemen her bolgesinde bulunur. PFO’in substratlar1 katekol, 4-metil
katekol, pirogallol, gallik asit, L-DOPA, tirozin, kafeik asit ve sinnamik asit esterleri
(klorojenik asit ve kafeik asit)dir. Enzimatik oksidasyon calismalarinda genellikle
model substrat olarak katekol (o-dihidroksi fenol) kullanilmaktadir. Dopa ve tirozin de
hemen hemen biitiin bitki dokularinda bulunan aminoasitler olduklar1 i¢in PFO
enziminin yaygin olarak kullanilan substratlaridir (Yorik & Marshall, 2003; Queiroz,
Lopes, Fialho & Valente-Mesquita, 2008). Bir kaynaktan elde edilen PFO enzimi i¢in

en iyi substrat, ayn1 kaynakta bulunan substratidir.
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Sekil 2.6. PFO enziminin baz1 dogal substratlari

2.5. PFO’1n inhibitorleri

Sebze ve meyvelerin taze olarak pazara sunulmasi, satilmasi ve servis yapilmasi
sirasinda meydana gelen enzimatik kararmalar hem miisteriler tarafindan istenmeyen bir
durumdur, hem de gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Bu yiizden enzimatik kararmalarin kontrolii gida isleme endiistrisinde
olduk¢a Onemli bir yer tutmakta ve arastirmacilar tarafindan da ilgi gormektedir.
Gilinlimiizde gida sektoriinde PFO kaynakli enzimatik kararmalar1 onlemek i¢in cesitli
PFO inhibitorleri kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan inhibit6rler iiriinlerin tadina,
kokusuna ve kalitesine etki etmeyen, toksik olmayan ve ekonomik olarak uygun

maddeler olmalidir.

PFO aktivitesini engellemek tizere kullanilan inhibitorler etki tarzlarina gore 6
grupta toplanabilir (McEvily, lyengar & Otwell, 1992):
1) Indirgeyici ajanlar (askorbik asit ve analoglari, siilfidler)
2) Selat yapici ajanlar (EDTA, sodyum dietil ditiyo karbamat-DIECA, sodyum azid)
3) Kompleks yapici ajanlar (siklodekstrinler, kitosan)
4) Asitlik diizenleyiciler (Askorbik asit, sitrik asit, malik asit, fosforik asit)

5) Enzim inhibitorleri (substrat analoglari, halojentirler)
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6) Diger enzimlerle muamele (protezlar, o-metiltransferaz)

Gida endiistrisinde indirgeyici ajanlar siklikla kullanilmaktadir. Bunlar o-
kinonlarin birikimini Onleyerek melanin olusumunu inhibe eder veya kararli renksiz
tirlinler olusturabilir. Enzimatik kararma inhibitorlerinden en ¢ok kullanilanlar kiikiirt
dioksit veya siilfidlerdir, o6zellikle sodyum siilfid, sodyum bisiilfid ve sodyum
metabisiilfiddir. Siilfitler ¢cok kullanilan PFO inhibitérii olmalarina ragmen, bitki ve
meyvelerde yumusama yaptigi ve tadi etkiledigi bilinmektedir. Askorbik asit ve onun
izomeri olan erithorbik asit, siilfide alternatif olarak kullanilan indirgeyici ajanlardir ve
meyve suyu, piireleri, dondurulmus dilimli meyveler, kutulanmis meyve ve sebzelerin
tiretiminde esmerlesme Onleyici ajan olarak kullanilmaktadirlar. Askorbik asit
olusturdugu asidik gevre ile enzimin katalitik aktivitesi tizerine etki etmektedir. Sitrik
asit de selatlama Ozelligiyle PFO inhibitorii olarak rol oynamaktadir (Yorik &
Marshall, 2003).

PFO iizerinde etkili bir diger inhibitdr sisteindir. Sisteinin, enzimin difenolaz
aktivitesiyle olusan o-kinonlarla tiyol konjugatlari olusturmak suretiyle etki ettigi
diisiiniilmektedir. PFO prostetik grup olarak bakir iceren bir metaloenzim oldugu i¢in
siyaniir, karbon monoksit, sodyum dietil ditiyo karbamat (DIECA), merkaptotiyazol,
dimerkaptopropanol, azid veya potasyum metil ksantat gibi metal selatlayici reaktiflerle

inhibe olmaktadir.

Dogal kaynaklarda da PFO enziminin inhibisyonuna yol agan polifenoller ve
aldehid tiirevi bilegikler bulunmaktadir. Bazi potansiyel PFO inhibitorleri bitkilerde
bulunan kampferol, kuersetin, luteolin gibi flavonoidlerdir (Kim & Uyama, 2005).
Flavonoidlerin inhibisyon 6zelligi aktif bolgedeki bakirla selat yapabilme 6zelliginden
ileri gelmektedir. Trans sinnamaldehit, anisaldehit ve kuminaldehit gibi gibi ¢esitli
aldehid tiirevleri ile ilgili caligmalar yapilmig ve bunlarin inhibitor etkilerinin enzimin
primer amino gruplariyla Schiff bazi olusturmasindan kaynaklandigi disiinilmektedir
(Kim & Uyama, 2005; Parvez, Kang, Chung & Bae, 2007 ).

PFO’1n baska birgok inhibitorii bilinmektedir. Hidrojen peroksit, hidroksilamin,
tiyoller, aromatik karboksilik asitler gibi kimyasallar, lignanlar ve bazi alkaloidler gibi
dogal bilesikler de bunlar arasindadir (Khan, 2007). Tez ¢alismasinda PFO inhibitorii
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olarak askorbik asit, benzoik Asit, EDTA, KCN, sodyum azid, sodyum metabisiilfit,

sodyum siilfit ve L-sistein kullanilmistir.

2.6. Polifenol Oksidaz Enzimi ile ilgili Yapilan Cahsmalar

PFO gidalarda yol actig1 enzimatik kararmalar goriintii, tat ve koku degisimleri
gibi Onemli kalite kayiplarina neden olmakta ve arzu edilmeyen bir durum
olusturmaktadir. Meyve ve sebzelerin tasinmasi, depolanmasi ve islenmesi sirasinda
meydana gelen bu olumsuzluklari en aza indirmek ve bdylece kaliteli triinlerin
tiretilebilmesi i¢in ¢esitli bitkisel kaynaklardan PFO’1n izole edilip, saflastirilmasi ve
enzimin biyokimyasal oOzelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu yiizden gida
sektoriinde 6nemli bir yeri olan PFO enzimi lizerine ¢ok sayida arastirma yapilmis,
cesitli meyve ve sebzelerdeki enzimin biyokimyasal o6zelliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bakla kabugu PFO’1 iizerine yapilmis pek fazla c¢alisma
bulunmamaktadir. 1992 yilinda Robinson ve Dry bakla yapragindan saflastirdiklari
PFO’mn molekil agirhigimi 60 kDa olarak tayin etmisler ve bu PFO’in proteolitik
parg¢alanmaya kars1 hassas oldugunu belirlemislerdir. Yine 1992 yilinda Ganesa, Fox ve
Flurkey PFO’m hetereojenitesine iligkin yaptiklari ¢alismada, bakla yapragindan PFO
saflastirmiglar ve enzimin pH=4-6 araliginda farkli izoelektrik noktalara sahip olan

degisik yiikte izoformlar1 oldugunu bildirmislerdir.

Bakla PFO enzimiyle ilgili saflagtirma ve karakterizasyon ¢alismalarindan
baska, diger alanlarda da arastirmalar mevcuttur. Enzim regiilasyonunda 15181n roliinii
inceleyen Hutcheson, Buchanan ve Montalbini (1980) bakla yapragindan membrana
bagli PFO igeren kloroplastlart saflastirmis ve  polifenollerin  kloroplast
m20embranlarindaki 1s1ga bagimli oksidasyonunun, membrana bagli PFO’dan bagimsiz
oldugunu bildirmislerdir. Bir diger aragtirmada bakla yapragindan latent PFO enzimi
02izole edilmis ve 4-metil katesol substrat1 kullanilarak katesolaz aktivitesi ¢alisilmistir.
Calismada enzimin katesolaz aktivitesi gostermesinin giigli sekilde pH’ya bagiml
oldugu ve degisen pH degerlerinde aktivite gosterebilmesi i¢in bir lag siireci oldugu ve
bu nedenle bakla kabugu PFO’sunun histeretik 6zellikte bir enzim oldugu bildirilmistir

(Jimenez & Garcia-Carmona, 1995). Baska bir ¢alismada ise Flurkey (1989) bakla
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yapragindan PFO enzimini saflastirarak 61.5, 60, 44.5 ve 45 kDa molekiiler kiitleli dort
polipeptid tayin etmistir. Amino terminal dizilimi ile bu dort polipeptidin dokuzuncu

aminoasit kalintisina kadar ayn1 dizilimde oldugunu belirlemistir.

Baklanin yaninda fasulye, mercimek, bezelye, soya ve ¢esitli fasulye tiirlerinin
de i¢inde bulundugu Fabaceae (Leguminosae) ailesi bitkilerine ait PFO izolasyonuyla

ilgili yapilan ¢alismalar sunlardir:

Shin, Froderman ve Flurkey (1997)’in yaptig1 ¢alismada; mas fasiilyesi (Vigna
radiata) yaprak, kok, dal ve karanlikta yetisen fidelerinin ham ekstraktlarinda SDS-
PAGE ile 65x10%, 59x10°, 52x10%, 47x103, 31x10% ve 21x10% Da molekiil agirlikl1 alt
birimlere sahip PFO izoformlar1 belirlenmistir. Yapraktan saflastirilan enzim 6.0
degerinde bir pH optimumuna ve 5.1 izoelektrik noktasina sahiptir. Cesitli o-difenolleri
yiikseltgeyen enzimin L-DOPA i¢in Km degeri 24 mM’dir. Enzim salisil hidroksamik
asit ve 2,3-naftalenediol ile giiglii; kojik asit, metimazol ve tropolon ile degisen

oranlarda inhibe olmustur.

Paul ve Gowda (2000) siimbiil fasulyesi (Dolichos lablab)’nden PFO enzimini
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephacel kromatografi, fenil agaroz kromatografi
ve Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografilerini igeren dort adimli bir prosediir ile
saflastirmislardir. Bu islemler sonrasi 34 kat saflastirilmis olan enzimin molekiil
agirhigmin 120 kDa oldugu ve 30 kDa’luk identik dort altbirimden olustugu
bildirilmistir. Optimum pH degeri katesol ve 4-metil katesol substratlar1 i¢in 4.0, DOPA
substratt i¢in 5.0; Michaelis sabiti Kn katesol, 4-metil katesol, pirogallol ve DOPA
substratlar1 i¢in sirasiyla 10.5, 4.0, 12.5 ve 1.18 mM’diir. Tropolon, askorbik asit,

potasyum metabisiilfit ve sisteinin enzim {izerindeki inhibitor etkileri ¢aligiimistir.

Guo, Ma, Shi ve Xue (2009) yesil fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ve yesil
fasulye kabugunundan fosfat tamponu (pH=6.8, % 10 PVPP igeren) ile elde ettikleri
ham enzim ekstraktlarina % 60°lik (NH4)2SO4 ¢oktiirmesi ve diyaliz uygulamis; diyaliz
islemi sonrasi elde edilen yesil fasulye diyalizatint DEAE-seliiloz kolon kromatografisi
ve yesil fasulye kabugu diyalizatini da Sephadex G-100 kolon kromatografisine tabii
tutarak fraksiyonlamislardir. PFO aktivitesine sahip fraksiyonlardan yesil fasulye
orneginde PFOIla ve PFOIIb, yesil fasulye kabugu orneginde de PFOla ve PFOIb
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olmak {izere ikiser izoform elde edilmis ve SDS-PAGE ile molekiil agirliklart 57.5-39.0
kDa, optimum pH degerleri 6.8-7.2 araliginda bildirilmistir. Enzimler c¢alisilan
substratlar arasinda pirogallolden sonra en yiiksek katalitik aktiviteyi katesol, 4-metil
katesol ve L-DOPA’ya Kars1 gostermislerdir. L-askorbik asit, sodyum metabisiilfit ve L-
sistein enzimin giiglii; NaCl, tiyotire ve sitrik asit zayif inhibitorleridir. PFOI MnSO4 ve

CaCl; tarafindan aktive edilmistir.

Nagai ve Suzuki (2003) soya fasulyesi (Glycine max L.) filizi ekstraktina
(NHa4)2S04 ¢oktiirmesi (% 40-80 aras1), DEAE-Toyopearl 650M, CM-Toyopearl 650M,
SuperQ-Toyopearl 650S ve QAE-Toyopearl 550C kolon kromatografileri uygulayarak
PFO saflagtirmiglardir. Enzimin molekiil agirhigi 54 kDa, optimum pH=9.0 ve optimum
sicaklik degeri 40 °C’dir. 30 °C’de termal inaktivasyon meydana gelmistir. Enzim
katesol, pirogallol ve dopamine karsi aktivite gosterirken; askorbik asit, L-sistein, 2-
merkaptoetanol ve glutatyon tarafindan yiiksek oranlarda inhibe edilmistir. Depolama
kararlilign agisindan degerlendirildiginde ise enzim 4 °C’de 7 giin boyunca aktivite

gostermistir.

Giinliik diyette tiikettigimiz patates, kereviz, patlican, mantar ve enginar gibi
yiyeceklerin islenmesi, hazirlanmasi ve sunumu sirasinda PFO enzimi kararmalara
sebep oldugu igin bu tiir sebzelerden izole edilen PFO ve 6zellikle enzimin inhibisyonu

ile ilgili caligmalar yapilmaktadir:

Iki patates (Solanum tuberosum L.) kiiltiiriinde depolama sirasinda, cesitli PFO
ekspressiyon Ornekleri gozlenmis ve bunlarm birinin izoformu izole edilip
saflastirilmistir (Marri, Frazzoli, Hochkoeppler & Poggi, 2003). SDS-PAGE (69 kDa)
ve jel filtrasyon kromatografisiyle (340 kDa) yapilan molekiiler kiitle tayini sonucu bu
izoform bir multimer olarak degerlendirilmis ve izoelektrik noktasi 6.5 olarak

hesaplanmuistir.

Patates ile ilgili yapilan bir baska ¢alismada Mercimek vd. (2015) patatesten
(Solanum tuberosum) saflastirdiklar1 PFO enziminin katesol substratt varliginda bazi
ozelliklerini belirlemislerdir. Inhibisyon c¢alismasinda ise enzim aktivitesi iizerine

limon, kirmiz1 pancar ve kirmizi biber gibi dogal {iriinlerin etkisini incelemislerdir.
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Yagar (2004) kerevizden (Apium graveolens L.) elde ettigi polifenol oksidazini
(NH34)2S04 ¢oktiirmesi (% 20-80 arasi) ve diyaliz islemi ile kismi saflastirdiktan sonra,
katesol, pirogallol ve L-DOPA substratlarina kars1 enzimin biyokimyasal 6zelliklerini
belirlemistir; enzim tirozin, rezorsinol ve p-krezol substratlarina karsi aktivite
gostermemistir. Ayrica yapilan inhibisyon ¢alismasinda L-sistein, askorbik asit, glisin

ve rezorsinoliin etkili inhibitorler oldugunu tayin edilmistir.

Aydemir ve Akkanli’nin (2006) da kereviz (Apium graveolens L.) PFO’su ile
ilgili yaptiklar1 ¢alismada, % 40’lik tuz ¢oktiirmesi ve diyaliz islemi ile enzimi kismi
olarak saflastirilmis ve katesol substratina kars1 optimum pH=7.0, optimum sicakligi 30
°C, Km Ve Vmax degerlerini sirastyla 29 mM ve 5560 U mL™ olarak belirlenmistir.
Cesitli inhibitorler ile yaptiklart inhibisyon ¢alismasinda en etkili inhibitoriin -
merkaptoetanol oldugunu bulmuslar ve kobalt, civa, baryum, kalay gibi diger
bilesiklerin tuzlarmin da enzimi inhibe ettigini gozlemislerdir. Kerevizden kismi

saflastirilan PFO enziminin elektroforez jelinde alt1 adet izoenzimi gozlemlenmistir.

Aydemir (2004) yaptig1 diger bir ¢alismada enginardan (Cynara scolymus L.)
PFO enzimini kismi saflastirarak, enzim aktivitesi iizerine pH ve sicaklifin etkisini
incelemistir. Enzim katesol, 4-metil katesol, pirogallol, DL-DOPA, L-DOPA ve gallik
aside kars1 aktivite gosterirken, L-tirozini yiikseltgememistir. Cesitli bilesikler ile
yapilan inhibisyon ¢aligmasinda ditiotreitol, sodyum metabisiilfit ve askorbik asit etkili
inhibitorler olarak belirlenmistir. Uygulanan PAGE sonrasi enginar polifenol

oksidazinin li¢ izoformu oldugu goriilmiistiir.

Mishra vd., (2012) zengin bir PFO kaynagi olan patlicandan (Solanum
melongena) enzimi izole ederek, cesitli kromatografik tekniklerle saflagtirmiglardir.
Enzim 112 kDa’luk bir homodimer olup, substrat spesifikligi 4-metil katesol > tert biitil
katesol > dihidro kafeik asit > pirokatesol siralamasindadir. Calisilan ¢esitli inhibitorler

arasinda, en gii¢lii inhibisyon oranini Sistein hidrokloriir gostermistir.

Patlicandaki (Solanum melongena var. depressum) PFO enzimiyle ilgili bir diger
calismada (Ng & Wong, 2015) enzim, tuz ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon kromatografisi

kombinasyonuyla kismi olarak saflastirilmis, enzimin optimum pH, optimum sicaklik,
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substrat spesifitesi, termal kararliligt ve kinetik Ozellikleri incelenmistir. Sodyum

bisiilfit ve askorbik asit inhibitor olarak denenmistir.

Gawlik-Dziki, Szymanowska ve Baraniak (2007) yaptiklar1 ¢alismada;
brokoliden (Brassica oleracea var. botrytis italica) elde edilen PFO % 80°’lik amonyum
siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografileri ile
saflastirilmistir. Elde edilen enzimin optimum pH degeri 5.72 olarak ve molekiiler
agirligl 51.3 — 57 kDa araliginda belirlenmistir. Brokoli PFO’sunun vanilin, ferulik asit,
klorogenik asit, kafeik asit, katesol ve 4-metil katesol substratlarina kars1 spesifikligi ve
askorbik asit, sitrik asit, EDTA ve sodyum siilfat gibi inhibitorlere karsi cevabi da
calistlmistir. Benzer grup daha sonra maruldan benzer teknikleri kullanarak elde
ettikleri PFO enzimi i¢in de optimum pH, substrat spesifikligi, inhibitor etkisi ve termal
kararlilik ¢aligmalarin1 yapmistir (Gawlik-Dziki, Zlotek & Swieca, 2008).

Paz1 yapragi (Beta vulgaris subspecies cicla) ile yapilan bir caligmada (Gao, Han
& Xiao, 2009) % 40-80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan jel filtrasyon ve iyon
degisim kromatografilerini kullanarak PFO enzimini saflagtirmigtir. Enzimin optimum
pH, optimum sicaklik ve molekiiler agirligini sirasiyla 7.5, 45 °C ve 41 kDa olarak
belirlenmistir. K*, Na*, SDS ve lauroil sarkosin tarafindan enzimin aktive edildigi;
askorbik asit, sistein, merkaptoetanol, tiyoiire, sodyum metabisiilfit, sodyum siilfitin

yaninda Ca*? ve Cu*? yi igeren divalent iyonlar tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir.

Oz, Colak, Ozel, Ertunga ve Sesli (2013) mantardan (Lactarius piperatus L.)
PFO enzimini affinite kromatografisiyle saflagtirdiktan sonra substrat spesifitesini,
enzim aktivitesi lizerinde pH’in ve sicakliin etkisini incelemislerdir. Calismada ¢esitli
inhibitorler ve metal iyonlarinin enzim aktivitesine olan etkileri denenmis; ayrica
mantar PFO’min bazi organik c¢oziiclilerde aktivite gosterip gostermedigi de

arastirilmistir.

Diger bitkilerden izole edilen PFO enzimleri iizerine ¢ok sayida arastirma
yapilmis ve hala gesitli bitkisel kaynaklardan PFO enzimi izolasyonu ve
karakterizasyonu ¢aligsmalari yapilmaya devam edilmektedir. Meyvelerdeki PFO

enzimiyle ilgili olarak literatiirde yer alan ¢alismalardan bazilar asagida 6zetlenmistir:
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Orenes-Pinero, Garcia-Carmona ve Sanchez-Ferrer (2006) ayva (Cydonia
oblonga) meyvesinden Triton X-114 ve PEG 8000 kullanarak faz partisyonu ve
sonrasinda % 35-70’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle latent PFO’yu kismi olarak
saflagtirmiglardir. TBC (4-tert biitil katesol) substrati varliginda enzim aktivitesi
tizerinde SDS’nin etkisini incelemisler; reaksiyon ortaminda SDS varlifinda ve
yoklugunda optimum pH ve inhibitor ¢alismasi yapmislardir. SDS varliginda optimum
pH=5 olarak belirlenirken, SDS yoklugunda enzim asidik pH’da (pH=4) maksimum
aktivite gostermistir. Her iki durumda enzimin Km degeri ayni1 kalirken, Vmax degeri
SDS varliginda 15 kat artmistir, ayrica askorbik asit ve L-sistein de her iki durumda

enzimi yiiksek oranlarda inhibe etmistir.

Diger bir ¢alismada beyaz kiraz meyvesinden (Starks gold) polifenol oksidaz
enzimi ekstrakte edilmis ve enzim amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve iyon degisim
kromatografisi ile saflagtirilmistir. PFO aktivitesi gosteren iki izoenzim (A ve B) elde
edilmis ve bunlarm optimum pH ve optimum sicakliklar1 belirlenerek, enzim aktivitesi
lizerinde L-sistein ile sodyum disiilfitin inhibitor etkileri tayin edilmistir (Unal,

Gokkaya & Sener, 2011).

Navarro, Tarrega, Sentandreu ve Sentandreu (2014) Trabzon hurmasi PFO
enzimi ile ¢aligmiglardir. Meyveden elde ettikleri ham ekstraktta katesol substratini
kullarak farkli sicaklik ve pH degerlerinde enzim aktivitelerini belirlemigler, daha
sonrasinda 1siyla ¢oktiirerek PFO disindaki proteinleri uzaklastirmis, tuz ¢oktiirmesi ve
diyaliz islemleriyle enzimi kismen saflastirmis ve jel elektroforezi uygulamislardir.
Elektroforez sonucu oksidaz aktivitesi gosteren dort bant gozlemisler ve farkli PFO

izoformlarinin oldugunu belirtmislerdir.

Baska bir PFO ¢alismasinda, Yomra elmasindan elde edilen ham ekstraktta PFO
aktivite tayini yapilmig ve bes farkli substratin varliginda enzimin optimum pH,
optimum sicaklik ve Kinetik parametreleri (Km Ve Vmax) belirlenmistir. Inhibitér olarak
sodyum metabisiilfit, askorbik asit, sodyum azid ve benzoik asit ile ¢alisilmis, sodyum

metabisiilfit ve askorbik asit en iyi sonucu gostermistir (Can vd., 2014).

Siddig ve Dolan (2017) yaban mersininden (Vaccinium corymbosum L.) izole

ettikleri PFO enziminin; optimum pH, optimum sicaklik, substrat sfesifitesi, Kinetik
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parametreleri ve 1s1l kararlilik gibi bazi biyokimyasal o6zelliklerini incelemislerdir.
Askorbik asit, sodyum dietilditiyokarbamik asit, L-sistein ve sodyum metabisiilfit
bilesiklerini etkili PFO inhibitorleri olarak belirlenmistir. Calismada ayrica -20, 4, ve 22
°C’de depolama kararlilig1 da caligilmistir.

lonita vd. (2017) erikten (Prunus domestica) amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
hidrofobik etkilesim kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi ile saflastirdiklar
PFO enzimini karakterize etmisler. Erik PFO’sunun molekiiler agirligi 65 kDa olarak
belirlemigstir. Saflastirilan enzim katesol, katesin, 4-metil katesol, klorojenik asit
substratlarina kars1 aktif iken, kafeik asid, ferulik asid, p-kumarik asit, p-krezol ve L-
tirozine kars1 aktivite gostermemistir. Enzimin optimum pH ve sicakligi, pH ve termal
kararlilig1, aktivitesi lizerine cesitli inhibitorlerin etkisi ¢alisilmistir. Ayrica ¢aligmada
enzim inaktivasyonunu saglamak iizere yeni ve alternatif bir teknoloji olan yiiksek

basing uygulamasi da (300-1000 MPa) denenmistir.

2.7. Bakla Bitkisi

Bakla (Vicia faba) Fabaceae (Legiiminoseae) ailesinden bir yillik bir bitkidir,
iliman iklimleri sever. Bakla yetistiriciliginin M.O. 6.800°den 6.500 yillar1 arasinda
basladig1 diisiiniilmektedir. Glinlimiizde Kuzey Afrika ve Gilineybat1 Asya basta olmak
lizere, diinyanin her yerinde bakla yetistirilmektedir (https://www.saglikfit.com). Bakla
bitkisi yaklagik 10-25 cm uzunlugunda, agik yesil renktedir. Bitkinin ¢igekleri 1-2 cm
uzunlugunda, siyah noktali beyazdir ve meyve olarak bakla verir. Baklalar yesil renkte,
4-15 cm uzunlugunda, dar veya genis, bitkinin govde ilizerindeki yaprak altlarinda asili

olarak bulunur.

Ulkemizde cogunlukla Ege, Marmara ve Akdeniz Boélgesi’nde yetistirilir.
Tiirkiye’de 2002 y1l1 verilerine gore bakla yetistiriciligi yapilan illerde bakla ekim alani
ve bakla iiretiminde On sirada olan il 6.988 ha ve 11.594 ton ile Balikesir’dir, onu
Mugla (3.524 ha ve 6.918 ton) ve Canakkale (3.335 ha ve 5.523 ton) illeri izlemektedir.
Ulkemizde kisi basina yillik bakla tiiketimi 2002 yilinda 0.42 kg olarak belirlenmistir
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(Ciftci, 2004). 2009-2016 yillart arasindaki Tirkiye’de yas sebze iiretiminde bakla
{iretiminin 44.389 tondan 35.081 tona diistiigii goriilmektedir (BUGEM, 2017).

Insan beslenmesinde énemli yeri olan bakla, bitkisel protein zenginliginden
dolay1 degisik sekillerde tiiketilmektedir. Taze bakla sebzesi olarak, taze i¢ bakla
seklinde veya enginar ile karistirilarak gesitli yemekleri yapilabilir. Taze sebze olarak
tiiketilmesinin yaninda artan miktar1 kuru tane olarak da degerlendirilir. Kuru taneleri
ezilerek fava denen meze hazirlanabilir veya kuru fasulye gibi pisirilebilir. % 20-36
protein icerigi ile kuru bakla insan beslenmesinde oldugu kadar hayvan beslenmesinde

de biiyiik dnemi olan bir sebzedir (http://www.tarimmarketi.com).

Bakla yiiksek protein igeriginden dolay1 hayvan yemlerinde katki maddesi olarak
da kullanilmaktadir. Tek yillik bitki olan yem baklas1 (Vicia fava var minér) taneleri %
24.5 ham protein orani ile karma yemler i¢in uygun bir protein kaynagidir (Okuyucu,

Toka¢ & Okuyucu, 1990).

Soya, mercimek, bakla, bezelye ve yoncay: igeren baklagiller yaklasik 20.000
tirden olusan genis bir ailedir. Baklagillerin biiyiilk bir kisminin nodiil olusturan
bakterilerle (Rizobium) simbiyoz olusturdugu gosterilmistir. Bu nedenle azot fiksasyonu
yiiksek olan baklagiller “yesil giibre” olarak tarimda 6nemli yer tutar (Heldt &
Piechulla, 2015, s. 308). Bakla bitkisinin brokoli yetistirmede yesil gilibre olarak
kullanilmasiyla ilgili yapilan g¢alismada, brokolinin verimini ve bazi &zelliklerini

arttirdig1 goriilmiistiir (Y1lmaz & Sahin, 2014).

Protein, karbonhidrat ve lif agisindan zengin bir besin olan bakla potasyum,
fosfor ve magnezyum mineralleri agisindan da olduk¢a zengindir. A, C ve K
vitaminlerinin yaninda niasin, tiamin (B1), riboflavin (B2) ve piridoksin (B6)

vitaminlerini de bol miktarda bulundurur (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. 100 gram baklanin besin igerigi (Basic Report 16052, 2017)

Temel bilesenler Vitaminler
Enerji 341 Kcal Folat 423 ug
Karbonhidrat 58.59 g Niasin 2.832 mg
Protein 26.12 ¢ Pantotenik asit 0.976 mg
Yag 1.53¢g Piridoksin 0.366 mg
Diyet lifi 25¢ Riboflavin 0.333 mg
Mineraller Tiamin 0.555 mg
Kalsiyum 103 mg A vitamini 531U
Bakir 0.824 ug C vitamini 1.4mg
Demir 6.70 mg K vitamini Oug
Magnezyum 192 mg Elektrolitler
Mangan 1.626 mg Sodyum 13 mg
Fosfor 421 mg Potasyum 1062 mg
Selenyum 8.2 ug Fitonutrient
Cinko 3.14 mg B-Karoten 32 ug

Bakla bitkisi karbonhidrat, lif, protein, vitamin ve minerallerden olusan besinsel
igermesinin yaninda polifenolik bilesikler ve saponinler, fitik asit, alkaloidler, tanenler
ve lektinler gibi anti-nutritional bilesenleri de igerir (Kantar, 1994; Turco, Ferretti &
Bacchetti, 2016). Bakla (Vicia faba) ve diger baz1 Fabaceae tiirleri teknolojide L-DOPA
(L-3,4-dihidroksi fenilalanin) eldesinde kullanilmaktadir (Goyoaga vd., 2008; Zeybek &
Zeybek, 2002, s. 217). Bu ozelliginden dolay: bakla Parkinson hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir (Topal & Bozoglu, 2016).

Baklamin Faydalari: Ozellikle Ege ve Akdeniz mutfaginin énemli sebzelerinden olan
bakla, saglik tizerindeki olumlu etkilerinden dolayr halk arasinda cesitli amaglarla
kullanilmaktadir. Bobreklere olduk¢a yararlidir; bobrek kumlarinin ve taslarinin
dokiilmesine yardimci olur, idrar yollarini temizler. Bobrek iltihaplarinin giderilmesinde
de etkilidir. Vitamin ve mineralleri sayesinde bagisiklik sistemini giiglendirerek
hastaliklara yakalanma riskini azaltir. GOgiis hastaliklar1 ve Oksiiriige iyi gelir.

Parkinson hastaligina karsi koruyucudur. Baklanin haslanmak sureti ile hazirlanan
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lapas1 cilt hastaliklarinin  tedavisinde etkili olabilmektedir. Kotii kolesterolii
dengeleyerek kalp sagliginin korunmasina yardimci olur. Yiiksek lif icerigi sayesinde
bagirsak hareketlerinin artmasini saglar, hazimsizlik, kabizlik gibi sorunlar1 giderebilir
(https://tr.mydearbody.com/sifali-bitkiler/baklanin-faydalari.html,
http://www.faydalarizararlari.com/baklanin-faydalari/,
http://www.medikaltedavi.com/baklanin-faydalari-ve-zararlari/).

Favizm: Bakla, genetik olarak glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) eksikligi olan
kisilerde hemolitik anemiye yol agan tek bitkidir. Bakla bitkisinin neden oldugu bu tiir
akut hemolitik anemi “Favizm” olarak adlandirilir. Favizm adi bakladan yapilan meze
olan Fava’dan gelmektedir. Baklanin dondurulmus veya kurutulmus sekilde tiiketilmesi
veya bakla bitkisinin polenlerinin solunmasi bile bazi kisilerde hemolize yol
acabilmektedir. Favizm genellikle Akdeniz iilkelerinde ve ilkbaharda meydana
gelmektedir. Bakla yendikten sonraki 24 saat i¢inde akut hemolitik anemi gelistigi
bilinmektedir (Sasmaz, 2009).

G6PD pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve hiz smirlayict enzimi olup,
intraselliiler indirgeyici giic olan NADPH’in baslica kaynagidir. G6PD, eritrosit
hiicrelerinde yer alan ve kirmizi kan hiicrelerini oksidasyondan koruyan onemli bir
enzimdir. Eksikliginde yeterli miktarda NADPH iretilemez, eritrositleri oksidatif
stresten koruyan glutatyonun okside formu indirgenemez ve sonugta H2O> birikimi ile

eritrositler lizise ugrar (Nelson & Cox, 2013, s.559).

Baklanin hemolitik etkisinden, visin ve Kkonvisin olarak adlandirilan iki
glukozidik pirimidin tiirevi ve bunlarin aglikonlar1 olan divisin ve izouramil bilesikleri
sorumlu tutulmaktadir. Bu maddeler otooksidasyona giderek reaktif oksijen radikalleri
olusturur. Olusan radikaller rediikte glutatyonu oksitler ve G6PD eksikligi goriilen
bireylerde hemolize neden olur (Dogan, ikbal & Pirim, 2007; Sasmaz, 2009 ).
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2.8. Tezde Kullanilan Yontemlere Genel Bakis

2.8.1. Amonyum Siilfat Tuzu Coktiirmesi

Proteinlerin izolasyonu ve saflastirilmasi islemleri esnasinda homojenat
ortaminda proteinlerin ¢oktiiriilmesi; ortamin pH ve iyonik kuvvetinin degisimi, organik

¢Oziicii veya polimer ilavesi gibi yontemlerle saglanir.

Notral tuzlarin ilavesiyle proteinlerin c¢oktiiriilerek fraksiyonlanmasi yaygin
kullanilan bir yOntemdir. Proteinler yiizeylerinde hidrofilik bolgelerin yaninda
hidrofobik boélgelere de sahiptir. Sulu ortamda asir1 miktarda tuz ilavesi ylizey
gerilimini arttirir ve protein yiizeyindeki hidrofobik bolgelerin birbirleriyle etkilesimleri
artarak agregatlasma meydana gelir. Bir araya gelen biiyiik hidrofobik bolgelerin daha
kiigiik veya daha az miktarda hidrofobik bolgeleri icerenlerden 6nce ¢dkmesi, protein
fraksiyonlanmasina imkan tanir. Tuz ilavesiyle protein c¢oktiirmelerinde en ¢ok
amonyum siilfat tuzu kullanilir. Amonyum siilfat; doygunluk konsantrasyonun yiiksek
olmast (20 °C 4 M), 0-30 °C araliginda ¢oziiniirliigiiniin ¢ok az degismesi, doygun
¢ozeltisinin yogunlugunun ayni ¢ozeltideki protein agregatlarinin yogunlugundan diisiik
olmasi sebebiyle santrifiijle ayrilabilmesi ve proteini stabilize etmesi gibi bazi

avantajlara sahiptir (Telefoncu, Salnikow, Zihnioglu & Kilig, 2000).

2.8.2. Diyaliz

Protein izolasyon ve saflagtirma prosesinde ortama eklenen c¢oktiiriiciilerin
uzaklastirilmasi ve ekstraktin deristirilmesi i¢in uygulanan c¢esitli yontemler mevcuttur.
Diyaliz islemi de amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesinden sonra uygulanan yontemlerden
biridir. Diyaliz islemi, genellikle tuzlar gibi kiigiik molekiillii bilesenlerin
uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Segici gegirgen bir membran ile ayrilmis iki faz
arasindaki konsantrasyon yani kimyasal potansiyel farkina dayali difiizyonla
gerceklesen diyaliz, membranin iki yiizeyi arasindaki bu potansiyel fark esitleninceye
kadar devam eder. Aktivite kayiplarini azaltmak igin islem +4 °C’de gergeklestirilir
(Telefoncu, Salnikow, Zihnioglu & Kilig, 2000, s. 87).
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2.8.3. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Protein izolasyonu ve saflastirilmasi ¢ok adimli bir prosestir ve her adimda
toplam protein miktarinin belirlenmesi gerekir. Ancak bu sayede protein izolasyonu ve
saflagtirmasinin gidisati izlenerek, calismanin devami hakkinda yorum yapilabilir.
Protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in giiniimiize kadar bir¢ok yontem
gelistirilmistir, bunlardan UV ve goriiniir bolge spektroskopisindeki dl¢timler en yaygin

kullanilanlaridir. Bradford yontemi de goriiniir bolgede calisilan yontemlerden biridir.

Proteinlerin asidik ve bazik gruplari organik boyalarla etkileserek renkli
bilesikler olusturur. Ozellikle aromatik boyar maddeler proteinlere kuvvetli baglanirlar.
Boya baglama esasli yontemlerin en yaygimi Bradford tarafindan gelistirilen ve
Coomassie Brillant Blue G-250 boyar maddesinin kullanildig1 yontemdir. Boya kuvvetli
asitte ¢0ziindligl i¢in protonlu hali kirmizi-kahverengi arasi bir renge sahiptir, ortamda
protein varligi durumunda proteinin bazik ve aromatik amino asitlerine baglanarak mavi
renkli hale doniisiir. Olusan mavi renk 595 nm’de maksimum absorbans verir. Boyanin
proteine baglanmas1 yaklasik 2 dakikada tamamlanir ve 1 saat boyunca renk
kararliligin1 korur. Yontemin duyarliligi 25-200 pg protein/ml civarindadir. Diger
protein tayini yontemlerinin aksine Bradford yontemi ortamdaki ¢esitli kimyasallardan

kaynaklanan girisimden daha az etkilenmektedir (Telefoncu & Kilig, 2009, 5.78).
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BOLUM 3

MATERYAL ve METODLAR

3.1. Materyaller

3.1.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

KH2PO4 (Sigma-Aldrich), Na,HPO4 (Riedel-de Haen), Triton X-100 (Sigma),
polivinil pirolidon (Sigma), amonyum siilfat (Sigma), Comassie Brillant Blue G-250
(Sigma-Aldrich), sigir serum albiimini BSA (Sigma-Aldrich), o-fosforik asit (Atabay),
asetik asit (Riedel-de Haen), etanol (Riedel-de Haen), sitrik asit (Merck), katesol
(Aldrich), pirogallol (Sigma), L-DOPA (Sigma), gallik asit (Sigma), klorojenik asit
(Sigma), 4-metil katesol (Sigma), rezorsin (Merck), hidrokinon (Sigma-Aldrich),
CuCl;.2H20 (Merck) FeCl, (Riedel-de Haen), CaCl, (Merck), MnCl, (Aldrich),
CoCl,.6H20 (Riedel-de Haen), NiCl,.6H.O (Merck) L-askorbik asit (Merck), EDTA-
Na tuzu (Sigma), potasyum siyaniir, sodyum azid (Merck), sodyum bisiilfit (Sigma), L-
sistein (Sigma), sodyum kloriir (Riedel-de Haen), sodyum hidroksit (Merck), dializ

membrant (Sigma).
3.1.2. Cahismada Kullanilan Cozeltiler

Tampon hazirlamak icin gerekli ¢cozeltiler;
e 0.1 M Disodyum fosfat ¢cozeltisi
e 0.1 M Potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi
e 0.1 M CH3COOH ¢ozeltisi
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e (0.1 M NaOH c¢ozeltisi

Protein tayini i¢in gerekli ¢ozeltiler;
e % 0.1’lik s1gir serum albiimini (w/v)
e Bradford reaktifi: 50 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 25 mL etanol ve 50
mL o-fosforik asitle 10 dakika karistirildi, distile suyla 500 mL’ye tamamlandi.
Whatman no: 1 kagidindan siiziilerek koyu renkli cam sisede buzdolabinda

saklandi.

3.1.3. Cahismada Kullanilan Cihazlar

e pH Metre (Jenco 6173)

e Terazi (Precisa XB 220A)

e Waring Blender (Homojenizer)

e Sogutmali santriftij (Heraeus Biofuge Stratos)
e Su banyosu (Clifton)

e (Calkalamal1 su banyosu (Wisebath Daihan)

e Orbital ¢alkalayic1 (Wiseshake Daihan SHO-1D)
e Ultrasonik su banyosu (Wiseclean Daihan)

e Derin dondurucu (-80 °C) (WiseCyro Daihan)
e Buzdolab1 (Argelik)

e Spektrofotometre (Thermo Scientific)

e I[sitict ve manyetik karistirict (IKA RH basic-2)
e Mikro pipetler (Eppendorf)

e Vorteks (Whirli mixer)

3.2. Metotlar

3.2.1. Bakla Kabugundan Polifenol Oksidaz Enziminin izolasyonu

Bu caligmada enzim kaynagi olarak, Edirne-Karaaga¢ Mahallesi’nde yetistirilen
baklalar halk pazarindan satin alindi. Tez calismasinda kullanilmak iizere, baklalar

yikanarak kurulandiktan sonra igleri ¢ikarilarak kabuklari alindi. 300 g taze bakla
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kabugu 600 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH 6.0) i¢inde 0.63 g polivinil pirolidon (PVP)
ve 2.8 mL Triton X-100 eklenerek oda sicakliginda Waring Blender kullanilarak 1
dakika boyunca homojenize edildi. Islem sonunda elde edilen homojenat bekletilmeden
tiilbent bez ve cam pamugundan siiziildii. Siiziintii bitki kalintilarini uzaklagtirmak tizere
+4 °C’de 10000 rpm’de 20 dk santrifiijlendi. Elde edilen sivi kisim “ham ekstrakt”
olarak adlandirildi. Protein tayini ve enzim aktivite tayini yapildiktan sonra tuz

¢oktiirmesi asamasina gegildi.

Sekil 3.1: Calismada kullanilan bakla kabuklar1

3.2.2. Polifenol Oksidaz Enziminin Kismi Saflastiriimasi

Bakla kabuklarindan elde edilen ham ekstrakti deristirmek ve kismi saflastirma
icin tuz ¢oktiirmesi ve diyaliz islemleri uygulandi. Islem baslangicinda proteinleri
¢oktiirmede kullanilacak uygun amonyum siilfat miktarint (%) belirlemek {izere; ham
ekstrakta farkli tuz konsantrasyonlarinda (% 30, % 30-65, % 65-80) amonyum siilfat
¢oktiirmesi uygulandi. Denenen bu miktarlardaki tuz ¢Oktiirmeleri sonrasi polifenol

oksidaz enzimi i¢in maksimum tuz orani % 30 - 65 olarak belirlendi.

Izolasyon sonrasi elde edilen ham ekstrakta (660 mL) 116.2 g amonyum siilfat
eklenerek % 30’luk doygunluga getirildi ve karistirilarak bir siire sogukta bekletildi.
Daha sonra 10000 rpm’de +4 °C’de, 45 dakika santrifiijlendi. Elde edilen ¢okelek 0.1 M

fosfat tamponuna (pH=6.0) alindi, enzimatik aktivite ve protein tayinleri yapildi. Kalan
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stipernatanta (680 mL) 159.8 gr amonyum siilfat eklenerek % 65 doygunluga getirildi
ve tekrar santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi ¢okelti alindi ve istenmeyen proteinlerin
mevcut oldugu siipernatant atildi. Cokelti az miktar tamponda ¢o6ziilerek enzimatik

aktivite ve protein tayinleri yapildu.

Amonyum siilfat ile ¢oktiiriilen fraksiyonlarda yapilan aktivite tayini sonucu
%30’1luk tuz ¢oktiirmesi uygulanan kisimda diisiik aktivite belirlendi. % 30-65’lik tuz
coktliirmesi uygulanan kisimda daha yiiksek aktivite gozlendigi icin bu fraksiyona
diyaliz iglemi uygulandi. Coktiiriilen enzim ¢o6zeltisi, 0.1 M fosfat tamponuna (pH=6.0)
kars1 diyalizlendi. Bu islem, manyetik karistirici tizerinde +4 °C’de 24 saat boyunca
tamponun 3 kez degistirilmesi ile gergeklestirildi. Diyaliz islemi sonrasi elde edilen
diyalizat “’kismi saflagtirilmig enzim kaynagi’’ olarak kabul edildi. Deneyler siiresince

diyalizat koyu renkli bir sisede buzdolabinda saklandi.

3.2.3. Enzimatik Aktivite Tayini

% 30-65’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz sonrasi elde edilen polifenol
oksidaz enziminin (katesolaz) aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi. 0.1 mL
enzim ¢ozeltisi, 0.02 M 2.90 mL katesol ¢ozeltisi (0.1 M pH=6.0 fosfat tamponunda
hazirlanmis) ile karistirilarak absorbanstaki artislar 420 nm’de zamana karsi takip
edildi. Sahit kiiveti 3 mL 0.02 M substrat ¢ozeltisi ile hazirlandi. Ayrica diyalizat renkli
oldugundan her bir tiip i¢in 0.1 mL enzim ¢ozeltisi ve 2.90 mL fosfat tamponundan
olusan numune korii de hazirlandi.

1 Unite Polifenol Oksidaz Aktivitesi, bir dakikada ornegin absorbansinda
meydana gelen 0.001 birimlik artis olarak tanimlandi (Park ve Luh., 1985). Enzimin

hacimsel aktivite ve spesifik aktivite degerleri asagidaki formiillerle belirlendi:

Hacimsel aktivite (U/mL) = Unite / Enzim Hacmi (mL)
Spesifik Aktivite (U/mg) = Hacimsel Aktivite / mL’deki mg protein miktar1
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3.2.4. Protein Tayini

Caligsma siiresince elde edilen ham ekstrakt, % 30 ve % 30-65’lik tuz ¢oktiirmesi
sonrasi ¢oken protein, % 30 ve % 30-65’lik ¢oktiirme sonrasi elde edilen siipernatant ve

dializat 6rneklerinde protein tayini Bradford Yontemine gore yapildi (Bradford, 1976).

Standart protein olarak sigir serum albiiminin (BSA) % 0.1°lik ¢ozeltisi
kullanild1 ve farkli konsantrasyonlarda BSA c¢ozeltileri hazirlanarak standart protein
grafigi ¢izildi. Standart grafik icin standart protein ¢ozeltisinden 10, 20, 40, 60, 80,
100’er pL alinarak her birinin hacmi destile su ile 100 pL.’ye tamamlandi. Her bir tiipe 5
mL Bradford reaktifi eklenerek vortekslendi ve 5 dk bekletildikten sonra 595 nm’de
absorbans degerleri okundu. Sahit olarak 100 puL tampon ve 5 mL Bradford reaktifi
karistmi  kullanildi.  Artan konsantrasyonlarda hazirlanan sigir serum albiimini
orneklerinin absorbanslart ile konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal standart protein

grafigi olusturuldu.

Orneklerden (ham ekstrakt, % 30 ve % 30-65’lik tuz ¢oktiirmesi sonras1 ¢oken
proteinler, % 30 ve % 30-65’lik siipernatantlar ve diyalizat) 50 puL alinarak hacimleri
tamponla 100 puL’ye tamamlandi. 5 mL Bradford reaktifi eklenerek vortekslendikten
sonra 5 dk bekletildi. Absorbans degerleri 595 nm’de okundu. Orneklerin protein
icerikleri standart protein grafiginden elde edilen dogru denklemi yardimiyla

hesaplandi.

3.2.5. Bakla Kabugu PPO Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
Bakla kabugundan elde edilen polifenol oksidaz enziminin en yiiksek aktivite
gosterdigi optimum pH, optimum sicaklik, Km Ve Vmax Kinetik parametreleri belirlendi.
Enzimin termal kararliligi, pH kararlilig1, substrat spesifikligi, enzim aktivitesi lizerine
metal iyonlarinin ve bazi inhibitorlerin etkisi incelendi. Ayrica enzimin depolama

sirasindaki kararliligi da aragtirildi.

3.2.5.1. Optimum pH belirlenmesi

Enzimin aktivitesi iizerinde pH etkisini incelemek amaciyla 0.1 M fosfat
tamponu (pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 ve 8.0) ve 0.1 M sitrat tamponu (pH 4.0, 5.0, 5.5,
6.0, 6.5 ve 7.0) sistemlerinde 0.02 M katesol substrati kullanilarak aktivite tayinleri
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yapildi. Daha sonraki deneyler enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu tampon ve pH’ta
yapildi. Belirlenen absorbanslardan yararlanilarak PFO aktiviteleri Bolim 3.2.3’de

belirtildigi gibi hesaplandi.

3.2.5.2. Optimum sicaklik belirlenmesi

Enzimin optimum sicakligimin belirlenmesi i¢in 10 °C’lik artislarla 10-60 °C
araliginda enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Calisma 10 ve 20 °C’ler i¢in buz banyosunda, 30-
60 °C’ler i¢in digital gostergeli su banyosunda yapildi. 0.02 M katesol substrat1 ve sitrat
tamponu (pH 5.0) kullanildi. Tampon ve substrat g¢ozeltileri belirtilen sicakliklara
ulagincaya kadar uygun ortamda inkiibe edildi. Enzim ¢6zeltisi eklenir eklenmez hizlica
aktivite tayini yapildi. Belirlenen absorbanslardan yararlanilarak PFO enzim aktiviteleri
Boliim 3.2.3’de belirtildigi gibi hesaplandi.

3.2.5.3. pH kararhhgi ¢alismasi

Bakla kabugundan elde edilen PFO enziminin pH kararliligini incelemek igin 6
farkli pH degerinde (pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 de 0.1 M sitrat tamponu, pH 8.0 de fosfat
tamponu) tampon ¢o6zeltiler hazirlandi. Calisilacak tamponun 1.9 mL’si ile 0.1 mL
enzim karistmi 30 dakika ve 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi aktivite
tayinleri yapildi. Kalan yiizde polifenol oksidaz aktivitelerini hesaplamak igin;
inkiibasyona tabi tutulmadan optimum kosullarda enzim aktivitesi tayin edildi. Bu deger
%100 aktivite olarak kabul edildi ve inkiibe edilen enzimlerin yiizde kalan aktiviteleri

bu degerden yararlanilarak hesaplandi.

3.2.5.4. Termal kararhlk ¢alismasi

Bakla kabugundan elde edilen PFO enziminin termal kararliligini belirlemek igin
10, 20, 30, 40, 50 ve 60 °C sicakliklarda, enzim ¢o6zeltisi 15, 30, 45 ve 60 dakika
boyunca bekletildikten sonra tiipler 2 dakika buz banyosunda sogutuldu ve 0.1 M sitrat
tamponunda (pH=5.0) hazirlanan 0.02 M katesol substrati ile PFO aktivite tayini
yapildi. % polifenol oksidaz aktivitelerini belirlemek icin sicaklikta bekletilmeden,
optimum kosullarda enzim aktivitesi tayin edildi. inkiibe edilen 6rneklerin yiizde kalan

aktiviteleri buna gore bagil olarak hesaplandi.
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3.2.5.5. Substrat spesifikligi calismasi

Katesol disindaki diger fenolik bilesikler iizerinde bakla kabugu PFO aktivitesini
incelemek tizere 0.1 M sitrat tamponunda (0.02 M, pH=5.0) pirogallol, L-DOPA, gallik
asit, Kklorojenik asit, 4-metil katesol, rezorsin ve hidrokinon ¢ozeltileri hazirlandi.
Hazirlanan her bir substrat ile PFO enzim aktiviteleri tayin edildi. Katesol substratinin
PFO aktivitesine gore, denenen her bir substratin bagil aktiviteleri (%) hesaplandi.
Yiiksek aktivite gosteren substratlarin optimum pH ve optimum sicaklik degerleri ayrica

belirlendi.

3.2.5.6. Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Bakla kabugu polifenol oksidazinin Km ve Vmax degerlerini belirlemek amaciyla,
0.005, 0.0075, 0.010, 0.0015, 0.020, 0.025, 0.050 M’lik olmak {iizere 7 farkl
konsantrasyonda katesol ve 0.010, 0.0015, 0.020, 0.025, 0.030 M’lik olmak {izere bes
farkli konsantrasyonda pirogallol ve 4-metil katesol ¢ozeltileri hazirlandi. PFO aktivite
Olctimleri gerceklestirildi. Elde edilen sonuglardan Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek

her bir substrat i¢in Km ve Vmax sabitleri belirlendi.

3.2.5.7. PFO enzimi iizerine metal iyonlarmmn etkisi

Bakla kabugu PFO iizerine bazi metal iyonlarmmn etkisini incelemek i¢in Cu*?,
Fe*2?, Ca*2, Mn*2, Co*?, Ni*2 iyonlarmin kloriir tuzlarmin 1 mM ve 10 mM’lik ¢ozeltileri
0.1 M sitrat tamponunda (pH=5.0) hazirlandi. Reaksiyon ortamina her bir metal
cozeltisinden 0.1 mL eklenerek aktivite tayinleri yapildi. Optimum kosullarda yapilan

aktivite dl¢limiine gore bagil aktiviteleri (%) hesaplandi.

3.2.5.8. PFO enzimi iizerine bazi kimyasallarin etKkisi

Bakla kabugu PFO enzimi iizerine inhibitor etkisini incelemek amaciyla
askorbik asit, EDTA-Na tuzu, potasyum siyaniir, sodyum azid, sodyum bisiilfit ve L-
sistein kullanildi. Bu maddelerin 0.3 mM ve 0.6 mM derisimlerde ¢ozeltileri 0.1 M
sitrat tamponunda (pH=5.0) hazirlandi. Reaksiyon ortamina her bir inhibitor
cozeltisinden 100 pL. ve 200 pL eklenerek aktivite tayinleri yapildi. Optimum
kosullarda yapilan PFO aktivite 6l¢liimiine gore bagil aktiviteleri (%) hesaplandi.
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PPO’nun en yaygin inhibitorii olan L-sistein i¢in 0.005-0.02 M konsantrasyon
araliginda enzim aktivitesi tayini yapildi. Inhibisyon konsantrasyonuna karsi aktivite

grafigi cizildi ve L-sistein i¢in ICso degeri hesaplandi.

3.2.5.9. Enzimin depo kararhhg:
Bakla kabugu PFO enziminin depo kararliligini belirlemek amaciyla diyalizat +4
°C’de bir ay boyunca bekletildi ve belirli araliklarla aktivite tayini yapildi.
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BOLUM 4

DENEY SONUCLARI VE BULGULAR

4.1. Bakla Kabugundan PFO izolasyonu

Edirne’de yerel pazardan satin alinan baklalarin taneleri ¢ikarildiktan sonra taze
olarak Bolim 3.2.1°de anlatildigi sekilde protein izolasyonu yapildi ve elde edilen
¢ozelti “ham ekstrakt” olarak isimlendirildi. Elde edilen ham ekstrakta Bolim 3.2.2°de
belirtildigi gibi ¢esitli amonyum siilfat konsantrasyonlari1 eklenerek tuz ¢oktiirmesi ve
sonrasinda diyaliz islemi uygulandi. Diyalizden sonra elde edilen ¢ozelti “diyalizat”
olarak adlandirildi ve kismi saflastirilmis enzim kaynagi olarak kullanildi. Izolasyon ve
kismi saflastirma sirasinda elde edilen bu fraksiyonlara ait protein ve aktivite degerleri

Cizelge 4.1°de goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Cesitli basamaklarda bakla kabugu PFO’mn protein miktar1 ve enzim
aktiviteleri

Kismi Hacim | Protein | Toplam | Hacimsel | Spesifik Toplam Saflagtirma
Saflastirma (mL) | Miktar1 | Protein | Aktivite Aktivite Spesifik Orani
Basamaklar1 mg/mL (mg) (U/mL) | (U/mg prt) Aktivite

Ham Ekstrakt 660 11.8 7788 37 3.14 2072.4 1

% 30 - 3.75 - 20 5.33 - -
¢oken protein

% 65 - 10.05 - 78 7.76 - -
¢Oken protein

Diyalizat 51 20.4 1040 2568 125.8 6415.8 3.1
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4.2. Protein Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Kantitatif protein tayini 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan standart protein
¢ozeltisi olan BSA ¢ozeltisinden 10, 20, 40, 60 ve 80 pL 6rnekler alinarak hacimler saf
su ile 100 puL’ye tamamlandi. Her 6rnege 5’er mL Bradford reaktifi eklenerek 5 dakika
bekletildi ve 595 nm’de absorbans 6l¢timii yapildi. BSA konsantrasyonu- Absorbans
grafigi ¢izildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bradford yontemine ait protein standart grafigi

4.3. Optimum pH Belirlenmesi

Bakla kabugu polifenol oksidaz enziminin optimum pH’mni belirlemek igin
caligma araligi pH =5.8-8.0 olan KH2PO4/Na;HPO4’dan olusan fosfat tamponu, ¢aligma
aralig1 pH =2.6-7.6 olan Sitrik asit/ NaHPO4’dan olusan sitrat tamponu kullanildi. Bu
amagla enzimin galisabilecegi en uygun tampon pH’mni belirlemek i¢in pH 5.0, 5.5, 6.0,
6.5, 7.0 ve 8.0 degerlerinde 0.1 M fosfat tamponu ile ve pH 4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 ve 7.0
degerlerinde sitrat tamponu ile hazirlanan katesol subtrati varliginda aktivite tayinleri
yapildi. Enzimin optimum pH degerleri fosfat tamponu i¢in pH 6.0 ve sitrat tamponu
igin 5.0 olarak belirlendi (Sekil 4.2). Sitrat tamponunda yapilan deneylerden elde edilen
PFO aktiviteleri, fosfat tamponunda yapilan deneylerden elde edilen PFO aktivite

sonuglarina gore daha yiiksek oldugu i¢in ve belirlenen optimum pH sitrat tamponunun
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caligma araligina daha uygun oldugu i¢in, daha sonraki ¢alismalarda 0.1 M pH 5.0 sitrat

tamponunun kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 4.2. Bakla PFO’1n sitrat ve fosfat tamponlarindaki optimum pH degerleri

4.4. Optimum Sicaklik Belirlenmesi

Optimum sicaklik calismast Boliim 3.2.5.2°de belirtildigi gibi 10 °C’lik artiglarla
10-60 °C araliginda yapildi. Elde edilen aktivite sonuglarina gore en yiiksek aktivite 10
°C’de belirlenmesine ragmen, sicakligi sabit tutmada yasanan zorluktan dolay1r daha
sonraki g¢aligmalar 20 °C’de siirdiiriildii. Bakla PFO enziminin optimum sicaklik

tayinine ait degerlerin grafigi Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Bakla kabugu PFO’1in optimum sicaklik degeri
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4.5. pH Kararhhig Calismasi

Enzimin pH kararliligini incelemek i¢in pH’1 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 ve 8.0°de
tampon ¢o6zeltiler hazirlandi. Bakla kabugundan kismi saflastirllan PFO enzimi
calisilacak tampon ile 30 ve 60 dakika siiresinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
aktivite tayinleri yapildi. Optimum kosullarda enzim aktivitesi tayin edilerek bu deger
%100 aktif kabul edildi ve inkiibe edilen enzimlerin yiizde kalan aktiviteleri bu

degerden yararlanilarak bagil aktivite cinsinden hesaplandi.

Sekil 4.4’te PFO enziminin incelenen pH degerlerinde 30 ve 60 dakika
inkiibasyonlar sonrasi kalan bagil aktiviteleri goriilmektedir. pH 5.0’te aktivitenin
yaridan fazlasinin korundugu ve pH 6.0’da aktivitenin yaklagik yarisinin korundugu
gozlendi. pH 5.5 ve 6,5°da aktivitenin yaridan fazla azaldig1 ve en fazla diisiisiin 60
dakika inkiibasyon sonrast pH 7.0 tamponunda oldugu belirlendi. pH 8.0 fosfat

tamponunda 30 dakika ve 60 dakika inkiibasyon sonrasinda aktivite gézlenmedi.

120
E 100
£ 80
B
)
< 60 opH 5.0
o5l
S 40 __.pH 6.0
as] » &ﬂp}[ 6.5
pH 5.5
20 pH 7.0
[} I 1 1 1 1 I
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dk)

Sekil 4.4. Bakla kabugu PFO enzimi i¢in pH kararlilik grafigi
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4.6. Termal Kararhlik Calismasi

Bakla kabugundan kismen saflastirilmis PFO enzimine ait 1s1l kararliliginin
incelenmesi i¢in 15, 30, 45 ve 60 dakikalikk zamanlar i¢in 10-60 °C’lik sicaklik
araliklarinda uygun ortamda inkiibe edildikten sonra aktivite tayinleri yapildi. Yiizde
aktiviteleri 1s1l islem gérmemis PFO enziminin aktivite degeri ile karsilastirilarak
hesaplandi. Elde edilen degerler kullanilarak grafik ¢izildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5’te PFO enziminin farkli sicakliklardaki 15., 30., 45. ve 60. dakikalar
sonrasinda kalan aktiviteleri goriillmektedir. Belirtilen inkiibasyon siirelerinde aktivite,
enzimin optimum sicakligi olarak belirlenen 10 °C’de % 90 oraninda, deneysel
caligmalarin yapildigi 20 °C’de ise % 85 oraninda korunmustur. Enzim aktivitesi ilk 30
dakikalik zaman i¢inde 30 °C’de % 70 ve 40 °C’de % 58 korunurken, 50-60 °C’lerde

ilk 15 dakikada enzim aktivitesi yar1 yariya azalmistir.

Bagl Aktivite (%a)

T
] 10 20 30 40 30 60

Inkiibasyon siiresi (dk)

Sekil 4.5. Bakla kabugu PFO enzimi i¢in termal kararlilik grafigi

4.7. Substrat Spesifikligi Calismasi

Bakla kabugundan kismi olarak saflagtirilan PFO enziminin aktivitesi en yaygin
substrat1 olan katesol haricinde difenolik ve trifenolik yapidaki farkli fenolik substratlar
ile de (4-metil katesol, klorojenik asit, L-DOPA, rezorsin, hidrokinon, gallik asit ve

pirogallol) ¢alisildi. Elde edilen aktivite sonuglar1 Cizelge 4.2°de goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. Bakla kabugu PFO enziminin substrat spesifitesi

Substrat Konfigiirasyon Bagil Aktivite
%
Katesol Orto-dihidroksi 100
4-metil katesol Orto-dihidroksi 77.2+0.6
Klorojenik Asit Orto-dihidroksi 20.9+2.8
L-DOPA Orto-dihidroksi 33.5+£1.97
Rezorsin Meta-dihidroksi 24.8+0.84
Hidrokinon Para-dihidroksi 38.9+0.14
Gallik asit Trihidroksi 14.4+1.69
Pirogallol Trihidroksi 81.8+3.25

Edirne’de yetisen bakla kabugundan elde edilen PFO enzimi, c¢alisilan

substratlar arasinda en yiiksek aktiviteyi 3370+135,4 U/mL ile katesol substratina karsi

gostermistir. Diger substratlarin aktiviteleri katesole gore bagil aktivite olarak

hesaplanmistir ve sonuglar Cizelge 4.2°de goriilmektedir.

Enzimin katesolden sonra en iyi aktivite gosterdigi substratlar pirogallol ve 4-

metil katesoldiir.

Bu substratlar i¢in optimum pH ve optimum sicaklik caligmasi

yapilmistir. Her iki substrat i¢in de, katesol substratinda belirlendigi gibi enzimin

maksimum aktivite gosterdigi optimum pH 5.0, optimum sicaklik 10 °C olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Bakla kabugu PFO enzimin pirogallol substrati i¢in optimum pH ve optimum

sicaklik degerleri
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Sekil 4.7. Bakla kabugu PFO enzimin 4-metil katesol substrati igin optimum pH ve
optimum sicaklik degerleri

4.8. Km Ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

Bakla kabugu PFO enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi katesol, pirogallol ve
4-metil katesol substratlarinin Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi igin farkli
konsantrasyonlarda substrat ¢ozeltileri hazirlandi. Enzim aktiviteleri 6l¢iildii ve aktivite
degerleri U/mL olarak ifade edildi. 1/V ve 1/S degerleri hesaplanarak her bir substrat
icin Linewear-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 4.8, 4.9, 4.10). Kn ve Vmax degerleri bu
grafikler yardimiyla belirlendi. Ayrica katalitik etkinlik degerleri (Vmax/Km) hesaplandi
(Cizelge 4.3).

1/\Vv.104
6 -
y =0,0141x + 2,2601 I
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1/[S]

Sekil 4.8. Bakla kabugu PFO enziminin katesol substrati i¢cin Linewear-Burk grafigi
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Sekil 4.9. Bakla kabugu PFO enziminin pirogallol substrat1 i¢in Linewear-Burk grafigi
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Sekil 4.10. Bakla kabugu PFO enziminin 4-metil katesol substrati i¢in Linewear-Burk
grafigi

Cizelge 4.3. Bakla kabugu PFO enziminin farkli substratlari i¢in kinetik parametreleri

Substrat Km (mMM) Vmax (U/mL dk) Vmax/Km
Katesol 5.53 4424 .58 800.10
Pirogallol 3.05 2263.06 741.98
4-metil katesol 8.62 2278.27 264.30
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Bakla PFO’mn {i¢ substrati i¢in Km degerleri karsilastirildiginda, enzim ilgisinin
en yiiksek oldugu substratlar katesol ve pirogalloldiir. Bu iki substrat i¢in Vmax/Km
oraninin yiiksek olmasi da bakla kabugu PFO enzimi igin en uygun olan substratlarin

katesol ve pirogallol oldugunun gostergesidir.

4.9. PFO Enzimi Uzerine Metal Iyonlarimin EtKkisi

Bakla kabugu PFO aktivitesi iizerine metal iyonlarin etkisini incelemek igin
CuCl,, FeCl,, CaCl,, MnCl,, CoCl,, NiCl, tuzlarmin iki farkli konsantrasyonda
cozeltileri hazirlandi. Reaksiyon ortammma 1 mM ve 10 mM’lik her bir metal
cozeltisinden eklenerek aktivite tayinleri yapildi. Kontrol olarak optimum kosullarda,

metal iyonu icermeyen Ornekle aktivite tayini yapildi ve buna gore hesaplanan bagil

Ca*? Iﬂ"'I Co™? Nj+2

aktiviteler Cizelge 4.4’te verildi.
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Sekil 4.11. Bakla kabugu PFO enzimi iizerine katesol substrati varliginda metal
iyonlarinin etkisi

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.11°de PFO aktivitesinin 1 mM ile 10 mM’lik bakir ve
nikel iyonlar1 varliginda ve 10 mM’lik kalsiyum ve mangan iyonlar1 varliginda
degismedigi; 1 mM’lik demir, kalsiyum ve mangan iyonlar1 varliginda bir miktar

azaldig1 goriilmektedir. 10 mM’lik kobalt iyonu varliginda aktivitede % 10 civarinda
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artig gézlenmistir. Ancak 1 mM kobalt iyonu ve 10 mM demir iyonu varliginda enzim

aktivitesinin %75 in altina distiigii gézlenmistir.

Cizelge 4.4. Bakla kabugu PFO enzim aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonu % Aktivite Metal iyonu Aktivite (%)
(1 mM) (10 mM)
Cu?* 101.2 Cu?* 101.4
Fe?* 92.4 Fe?* 74.1
Ca?* 96.2 Ca? 100.9
Mn?2* 94.9 Mn?2* 100.4
Co** 72.1 Co** 110.9
Ni2* 100.5 Ni2* 102

Calisilan metallerin 1 mM ve 10 mM konsantrasyonlarindaki aktiviteleri
kiyaslandiginda (Cizelge 4.4) PFO aktivitesinin bakir iyonlar1 varliginda degismedigi;
kalsiyum, mangan ve nikel iyonlar1 varliginda bir miktar arttigi; 10 mM’lik kobalt iyonu
varliginda ise % 52 civarinda arttigi goriilmektedir. Ancak 10 mM demir iyonu

varliginda aktivitenin % 19 oraninda diistiigii gdzlenmistir.

4.9. PFO Enzimi Uzerine Baz1 Kimyasallarin EtKisi

Bakla kabugu PFO enzimi iizerine bazi kimyasal maddelerin etkisini incelemek
i¢in c¢aligmada askorbik asit, EDTA, potasyum siyaniir (KCN), sodyum azid (NaNs),
sodyum bisiilfit (NaHSO3) ve L-sistein ¢ozeltileri kullanildi. Reaksiyon ortamina her bir
inhibitériin 3 MM ve 6 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri eklenerek aktivite
tayinleri yapildi. Optimum kosullarda yapilan aktivite 6l¢iimiine gore bagil aktiviteleri

hesaplandi (Sekil 4.12).

Aktivitenin % 50’sinin korundugu inhibitér konsantrasyonu olarak tanimlanan
ICs0 degeri PFO’nun en yaygin inhibitorii olan L-sistein i¢in bu deger 50 mM olarak

hesaplanda.
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Sekil 4.12. Bakla kabugu PFO enzimi iizerine katesol substrati varliginda inbitorlerin
etkisi

Denenen tiim inhibitorlerde % 100 inhibisyon goriilmemis, en yiiksek inhibisyon
oranlarin1 3 mM ve 6 mM konsantrasyonlarda sodyum bisiilfit (sirastyla % 72 ve % 73)
ve L-sistein (sirasiyla % 56 ve % 69); 6 mM konsantrasyonda askorbik asit (% 78.2) ve
sodyum azid (% 71) vermistir. Bakla PFO enzimi {izerine c¢alisilan 6 mM
konsantrasyondaki kimyasallarin inhibisyon etkisi genel olarak sodyum bisiilfit >
askorbik asit > L-sistein > sodyum azid > potasyum siyaniir > EDTA siralamasi

seklinde verilebilir.

4.10. Enzimin Depo Kararhhg:

Enziminin depo kararliligini belirlemek amaciyla diyalizat ¢ozeltisi +4 °C’de
muhafaza edildi ve yaklagik bir ay boyunca belli araliklarla PFO aktivite tayini katesol
ile yapildi. Enzim ¢6zeltisinin 20 giin boyunca aktivitesini korudugu ve bakla kabugu

PFO enzim aktivitesinde 20. giinden sonra azalma oldugu gézlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Bakla kabugu PFO enzim aktivitesi i¢in +4 °C’de depo kararlilik grafigi
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BOLUM 5

TARTISMA

Polifenol oksidaz bitkilerde yaygin olarak bulunan bir enzimdir ve meyve ve
sebzelerin hazirlanmas: sirasinda katalitik etkisi sonucu esmerlesmelere neden olur.
Yesil cay tretiminde polifenol oksidaz gibi yiikseltgenme enzimleri yiiksek sicaklik
veya buharla sok soldurmayla inaktif hale getirilirken; siyah cay tiiretiminde PFO
oksidasyonu 6nem kazanmaktadir (Tosun ve Karadeniz, 2005). Benzer sekilde hurma,
kuru kayis1 ve liziim gibi {iriinlerde de enzimatik oksidasyon arzu edilen bir durumdur.
Bazi durumlarda ise enzimatik esmerlesme {irliniin goriintiisiinii ve tadin1 degistirmenin
yaninda besin degeri {izerine olumsuz etki etmektedir. Meyve ve sebzelerin ticari
tiretiminde PFO kaynakli enzimatik esmerlesmenin neden oldugu bu besinsel ve
ekonomik kayiplardan dolayi, PFO’in katalitik ve biyokimyasal o&zelliklerini
aragtirmaya yonelik cok sayida caligma yapilmaktadir. Yapilan literatiir taramasinda
daha 6nce bakla kabugu PFO enziminin izolasyonu ve biyokimyasal 6zellikleriyle ilgili
calismaya rastlanmamustir. Bunun yani sira Ozcan ve Sagiroglu (2014) bakla kabugu
homojenatin1 camsi karbon elektrot yiizeyine immobilize ederek fenolik bilesiklerin
tayini i¢cin amperometrik 6l¢iim temelli bir biyosensor dizayn etmislerdir. Calismada,
cesitli fenolik bilesikleri (katesol, p-krezol, kafeik asit, hidrokinon, pirogallol, sinnamik
asit gibi) bakla kabugu dokusunda bulunan PFO enzimi tarafindan yiikseltgenerek tayin
edilmis ve biyosensor ¢alisma kosullarinin optimizasyonu da belirlenmistir. Kategol
substrati igin en iyi 6l¢tim araligi pH=7 ve 37.5 °C’de olglilmiistiir. Taze bakla kabugu
homojenatinin gosterdigi bu PFO aktivitesi ve daha once PFO enzimi c¢alisiilmamis

oldugu i¢in; bu tez kapsaminda PFO kaynag: olarak bakla kabugu secilmis ve PFO
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enziminin izolasyonu, biyokimyasal ve kinetik Ozelliklerinin  incelenmesi
amaglanmistir. Bu baglamda enzimin bazi biyokimyasal ozellikleri (optimum pH ve
optimum sicakligi, pH kararliligi, termal stabilitesi, kinetik parametreleri, c¢esitli
substratlara kars1 olan ilgisi, enzimin aktivitesi iizerine iki degerlikli katyonlarin ve

inhibitor olabilecek bazi1 kimyasallarin etkisi) incelenmistir.

Calismada taze bakla kabuklari, 0.1 M fosfat tamponunda (pH 6.0) polivinil
pirolidon (PVP) ve Triton X-100 varliginda homojenize edildi ve ham ekstrakt
hazirlandi. Ekstraksiyonda deterjan olarak Triton X-100 ilavesi; membran proteinleri
veya membrana bagli proteinlerin ¢oziiniirlestirilmesi agisindan énemlidir. Ayrica PVP
de izolasyon esnasinda agiga cika polifenoller ile kompleks yaparak ham ekstraktin
kararmasini engellemektedir (Paul ve Gowda, 2000). Elde edilen ham ekstrakttaki PFO
aktivitesi gosteren fraksiyon kati amonyum siilfat ile % 30-65 doygunlukta ¢oktiirtildii
ve 4 °C’de diyalizlenerek kismen saf enzim elde edildi. Proteinlerin ¢oktiiriilmesinde en
cok kullanilan amonyum siilfat tuzunun miktar1 proteinlerin molekiil agirligina baglhidir
(Panadare & Rathod, 2018). PFO izolasyonu igin pekgok arastirmact genellikle % 30-85
(w/v) amonyum siilfat konsantrasyonunda ¢alismiglardir (lonita vd., 2017; Gao, Han &
Xiao, 2009; Guo, Ma, Shi & Xue, 2009; Orenes-Pinero, Garcia-Carmona & Sanchez-
Ferrer, 2006). Calismamizda da % 30-65 tuz konsantrasyonunda ¢oken proteinler en
yiikksek PFO aktivitesini gostermistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz islemi
sonrast PFO enzimi aktivitesi, ham enzim ekstraktina gore 3.1 kat saflagtirilmistir.
Baklagiller ailesiyle ilgili olarak calisilan PFO kaynaklar1 arasinda Guo vd. (2009) de
PFO enzimini % 60 tuz ¢oktiirmesi ve diyaliz sonrasi yesil fasulye kabugundan 3.5 kat,
tanelerinden 3.7 kat; Paul ve Gowda (2000) % 40-80 araliginda tuz ¢oktiirmesi ve
diyaliz sonrasi simbiil fasulyesinden 5.7 kat saflagtirdiklar1 goriilmektedir. Diger
kaynaklarla yapilan ¢aligmalarda da benzer oranlar goriilmektedir. % 50 oraninda tuz
¢oktiirmesi ve diyaliz sonrasinda PFO patlicandan 1.77 kat (Ng & Wong, 2015); % 80
oraninda tuz ¢oktiirmesi ve diyaliz uygulamasi sonrasinda brokoliden 3.8 kat (Gawlik-
Dziki, Szymanowska & Baraniak, 2007); paz1 yapragindan 2 kat (Gao, Han & Xiao,
2009); iiziimden 2.23 kat (Onez, 2006) ve % 90°lik tuz ¢oktiirmesi ve diyaliz islemi
sonrasinda beyaz kirazdan 3.3 kat (Unal, Gokkaya & Sener, 2011) oranda saflastirildig
bildirilmektedir.
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pH, enzim aktivitesini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Bakla kabugu
PFO enzimi i¢in katesol substratiyla yapilan ¢alismada pH profili iki farkli tampon
sisteminde, 4-8 araliginda calisildi ve optimum pH fosfat tamponu ile optimum pH=6.0
ve sitrat tamponu ile optimum pH=5.0 olarak belirlendi. Pirogallol, 4-metil katesol ve
hidrokinon substratlarinin optimum pH’lar1 da 5.0 olarak bulundu. PFO enziminin
optimum pH’st bitki kaynagina bagl olarak degismekle birlikte, genellikle 4.0-8.0
araliginda oldugu goriilmektedir. Substrat olarak katesol kullanilarak siimbiil fasulyesi
PFO’1 igin optimum pH=4.0 (Paul & Gowda, 2000), mas fasulyesi PFO igin optimum
pH=6.0 (Shin, Froderman & Flurkey, 1997), yesil fasulye kabugu PFO’1 i¢in optimum
pH=6.8-7.0 (Guo, Ma, Shi & Xue, 2009) ve soya fasulyesi PFO’1 igin optimum pH=9.0
(Nagai & Suzuki, 2003) olarak bildirilmistir. Cizelge 5.1’de diger bazi sebze ve

meyvelerin farkli substratlari i¢in optimum pH degerleri goriilmektedir.

Enzimin pH kararliligin1 incelemek iizere enzim alt1 farkli pH ortaminda (pH
5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 ve 8.0) 30 ve 60 dakika inkiibe edildikten sonra katesol substrati
varliginda PFO aktivite tayinleri gerceklestirildi ve kalan aktiviteler % bagil aktivite
olarak hesapland1 (Sekil 4.4). pH=8.0 tamponunda inkiibe edile enzim aktivite
gostermezken, 60 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda en fazla aktivite kayb1 pH=7.0
ve en yiiksek aktivite ise enzimin optimum pH olan pH=5.0 tamponunda tayin edildi.
Marula PFO i¢in de yapilan pH kararlilig1 ¢alismasinda, 30 dakika inkiibasyon sonrasi
pH=6 ve optimum pH’s1 olan pH=7 tamponunda ¢ok stabil oldugu; asidik pH’larda
aktivitesini kaybettigi bildirilmistir (Mdluli, 2005). Mantardan izole edilen PFO i¢in 20
°C’de 24 ve 72 saatlik inkiibasyon uygulamast ile yapilan pH kararlilik ¢aligmasinda;
enzimin 4-metil katesol ve L-DOPA substratlari igin sirastyla pH 5.0 ve 7.0’de yiiksek
pH kararliligina sahip oldugu bildirilmistir (Kuyumcu, 2014). Paz1 yapragi PFO enzimi
35 °C’de 1 saat inkiibe edildiginde bazik bolgede, 6zellikle pH=7.0-8.0 stabil oldugu
rapor edilmistir (Gao, Han & Xiao, 2009). Cesitli kaynaklardan izole edilen PFO
enzimleri i¢in farkli pH’ya sahip tamponlarda inkiibasyon sonrasi aktiviteleri
ol¢iildiigiinde, hepsinin optimum pH’larindaki tamponlarda en yiliksek aktiviteyi

gosterdikleri belirlenmistir.
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Cizelge 5.1. Cesitli kaynaklardan elde edilen PFO enziminin farkli substratlar1 i¢in
optimum pH ve optimum sicakliklari

Enzim kaynad Substrat pH | T (°C) Kaynak
Katesol, 4-metil katesol

Bakla kabugu Pirogallol 5 10 (Bu ¢aligma)

Kereviz Katesol 7 40 Yagar, 2004
L-DOPA 7 45
Pirogallol 7.5 25

Enginar Katesol, 4-metil katesol 6 25 Aydemir, 2004
Pirogallol 6.5 25

Kereviz Katesol 7 30 Aydemir, 2006

Brokoli Katesol, 4-metil katesol 5.7 - Gawlik-Dziki,

Szymanowska &
Baraniak, 2007

Paz1 yapragi L-DOPA 7.5 45 Gao, Han & Xiao, 2009

Mantar Katesol 7 20 Oz vd., 2013

Mantar 4-metil katesol 5 20 Kuyumcu, 2014
L-DOPA 7 20

Mantar Katesol 6 10 Tsivinska vd., 2015

Patlican Katesol 6 30 Ng & Wong, 2015
4-metil katesol 5 40

Kaldirik bitkisi | Katesol 7.5 10 Alic1 & Arabaci, 2016
4-metil katesol 5 5
Pirogallol 7.5 30

Cay 4-metil katesol 6 30 Yabaci, 2008

Domat zeytini 4-metil katesol 4.5 30 Tas, 2009

Dut 4-metil katesol 5 20 Arslan, Erzengin, Sinan &
Katesol 7 45 Ozensoy, 2004
Pirogallol 75 20

Uziim Katesol 7.2 25 | Onez, 2006

Beyaz kiraz Katesol (A izoenzimi) 4.5 20 Unal, Gokkaya & Sener,
Katesol (B izoenzimi) 4,9 30 2011

Yomra elmasi Katesol 5 40 Canvd., 2014
L-titozin 5 20

Erik Katesol 6 25 lonita vd., 2017

Yaban mersini | Katesol 6.1-6.3 35 Siddiq & Dolan, 2017
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Calisma sicakligida enzimlerin  katalitik  aktivitesini  etkileyen onemli
faktorlerden biridir ve PFO aktivitesi iizerinde de oldukga etkilidir. Bitkisel kaynaga
bagli olarak, sicakliktaki farkliliklar PFO enziminin aktivitesi i¢in gerekli olan oksijenin
¢cOziinlirliglinii degistirerek veya enzimin konformasyonunda degisikliklere neden
olarak aktiviteye etki edebilir. Bakla PFO enzimi aktivitesi tizerine sicakligin etkisini
incelemek amaciyla 10-60 °C araliginda enzimatik aktivite tayinleri yapildi. Katesol,
pirogallol ve 4-metil katesol substratlar1 ile yapilan g¢alismalarda en yiiksek enzim
aktivitesi 10 °C’de olgiildii, ancak bu sicakligi stabil saglamanin gii¢liigii nedeniyle
caligmalar ikinci en yiliksek aktivitenin gozlendigi 20 °C’de yiiriitiildii. Substrat olarak
katesol kullanilarak yesil fasulye kabugu PFO’1 igin 20-30 °C’de (Guo, Ma, Shi & Xue,
2009) ve soya fasulyesi PFO’1 i¢in 40 °C’de (Nagai & Suzuki, 2003) maksimum
aktivite gozlendi. Literatiirde enzimin optimum sicaklik degerleri genellikle 10-50 °C
araliginda degistigi goriilmektedir. Bazi sebze ve meyvelerin farkli substratlari igin
optimum sicaklik degerleri Cizelge 5.1°de verilmistir. Bu sonuglara gore, bakla
polifenol oksidaz enziminin de optimum sicakligi diger polifenol oksidazlarla benzer

oldugu goriilmektedir.

Gida endiistrisinde meyve ve sebzeler ile ilgili tiriinler hazirlanirken enzim
aktivitesinin Onlenmesi igin, 1sil uygulamalar kullanilmaktadir. Bu amagla 1s1l
islemde/isitmada aktivasyonun olmadig: sicakliklar segilmelidir. Bu sicaklik araliginin
belirlenebilmesi i¢in PFO enzimi termal kararlilik yoniindende incelenmelidir. Tez
kapsaminda bu amagla (katesol substrati icin) kismen saflastirilmis enzim ¢ozeltisi 10-
60 °C sicakliklarinda 15 dakikalik araliklarla toplam bir saat inkiibe edilerek enzimin
1s1l kararliligi incelendi. Bakla PFO enziminin bir saatin sonunda 10 ve 20 °C’lerde
aktivitesinin % 85’ini korudugu belirlendi. Kuyumcu’nun ¢alismasinda (2014) mantar
PFO i¢in belirttigi gibi, bakla PFO enzimi de optimum sicakliklarinda yapilan (10 ve 20
°C’lerde) inkiibasyonlar sonrasinda aktivitesini biiyiik oranda korumustur. Bakla PFO
30 dakikalik inkiibasyon sonrasi 30 ve 40 °C’de % 58 ve lizerinde, 50 °C’de % 48
oraninda aktivitesini korudugu (Sekil 4.5) i¢in nispeten termostabil oldugu soylenebilir.
Bu durum ayva (Yagar, 2004), dut (Arslan vd., 2004) ve kaldirik bitkisinden (Alici,

2012) izole edilen PFO ¢alismasi sonuglartyla benzer 6zellik gostermektedir.
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Fenolik bilesikler polifenol oksidazlarin oncelikli substratidir. Katesol en genel
substrat olarak bilinmesine ragmen dogal fenollerin tiirii ve konsantrasyonu bitkinin
cesidine gore degistigi icin, enzim aktivitesi de degisebilmektedir. Bu yiizden farkli
fenolik bilesikler (katesol, 4-metil katesol, klorojenik asit, L-DOPA, rezorsin,
hidrokinon, gallik asit ve pirogallol) kullanilarak bakla kabugu PFO’inin substrat
seciciligi incelenmistir. Calismada kullanilan substratlara karsi aktiviteler, polifenol
oksidazin en yaygimn olarak kullanilan substrati katesol baz alinarak % bagil aktivite
cinsinden hesaplanmistir. Bakla PFO enzimi katesol (% 100), pirogallol (% 81.8) ve 4-
metil katesole (% 77.2) kars1 yiiksek, calisilan diger substratlara kars1 en diisiik gallik
asit olmak iizere, degisen difenolaz aktiviteleri gozlenmistir. Baklagiller ailesinden olan
mas fasiilyesi PFO enzimi substrat olarak katesol i¢in % 100, 4-metil katesol icin % 208
ve klorojenik asit i¢in % 140 oraninda bagil aktivite hesaplanmistir (Shin, Froderman &
Flurkey, 1997). Siimbiil fasiilyesi (Dolichos lablab) PFO’1 da bakla PFO’1 ile ayni
substratlara (katesol % 100, 4-metil katesole % 140, pirogallol % 24) etki ederken;
tirozin, gallik asit, katesin, klorojenik asit ve p-krezole karsi aktivite gostermemistir
(Paul & Gowda, 2000). Soya filizinden saflastirilan PFO katesol (% 100) ve pirogallole
(% 79) kars1 yiiksek; dopamin (% 29), klorojenik asit (% 7) ve L-DOPA’ya (% 3) kars1
diisiik aktivite gostermistir (Nagai & Suzuki, 2003). Paul ve Gowda (2000) tarafindan
siimbiil fasiilyesi PFO calismasinda katesol, 4-metil katesol gibi kiiciik o-fenoller i¢in
kiiciik ve yiiksek afiniteli bir substrat baglama yeri oldugu ve kafeik asit, klorojenik asit,
katesin gibi biiyiik o-difenollere afinitesi olmadigi Onerilmistir. Yesil fasiilye kabugu
kaynakli PFO i¢in Guo vd. (2009) de mono-, di- ve trifenolleri kullanarak yaptiklari
substrat spesifitesi denemesinde katalitik etkinligi pirogallol, katesol, 4-metil katesol ve

L-DOPA siralamasinda oldugunu bildirmislerdir.

Cesitli bitkisel PFO’lara bakildiginda ise; musmula PFO’1 en yiiksek aktiviteyi
4-metil katesol varliginda gosterirken, L-DOPA, tirozin ve 3-(4-hidroksifenil)
propiyonik asit substratlarin1 da ylikseltgemistir (Demir, 2006). Baska bir PFO enzimi
calismasinda, ¢ay bitkisi kaynakli PFO’inin katesol, 4-metil katesol ve pirogallol
subtratlarina aktivite gosterdigi; kafeik asit ve gallik asit subtratlarina karsi aktivite
gostermedigini bildirilmistir (Yabaci, 2008). Alict ve Arabaci (2016) yedi farkli substrat
ile yaptiklari ¢alismada Kaldirik bitkisi PFO enziminin, metil katesol, 4-katesol,
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pirogallol ve kafeik asite karsi aktivite gosterirken; guaikol, L-tirozin ve gallik asit

subtratlarina karsi aktivite gostermedigini bildirmislerdir.

Bakla polifenol oksidazinin katesolden sonra yiiksek aktiviteyle yiikseltgedigi 4-
metil katesol ve pirogallol i¢in optimum pH ve optimum sicaklik ¢alismasi yapilmis ve
her iki substrat i¢in de optimum aktivite sartlari pH=5.0 ve 10 °C olarak tayin edilmistir.
Katesol, 4-metil katesol ve pirogalloliin Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz
(Vmax) degerlerini belirleyebilmek i¢in pH=5.0 ve 20 °C’de ¢esitli konsantrasyonlarda
substrat ¢ozeltileri hazirlanarak PFO enzim aktiviteleri ol¢iildii. Lineweaver-Burk
grafikleri olusturularak her bir substrat i¢in Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Km Ve Vmax
degerleri kiyaslandiginda bakla PFO igin katesol ve pirogalloliin iyi birer substrat
oldugu goriildii. Baz1 baklagil tiirleri ve diger bitkisel kaynaklarin Km ve Vmax degerleri
Cizelge 5.2°de derlenmistir.

Cizelge 5.2. Cesitli kaynaklardan elde edilen PFO enziminin farkli substratlari igin
Kinetik parametreleri

Enzim Substrat Km (mM) Vmax Kaynak
kaynagi
Katesol 5.53 4424 U/mL dk
Bakla kabugu | Pirogallol 3.05 2263 U/mL dk | (Bu ¢alisma)
Mas fasiilyesi | L-DOPA 24 0.13 U/dk Shin, Froderman
4-metil katesol | 4 0.11 U/dk & Flurkey, 1997
Stimbiil Katesol 105 Paul & Gowda,
fastilyesi Piroga||o| 12.5 2000
4-metil katesol | 4.0
L-DOPA 1.18
Soya filizi Katesol 71 20.9 OD/dk Nagai & Suzuki,
Piroga||o| 84 31.4 OD/dk 2003
Yesil fasiilye Katesol 37.7 4260 U/mL dk | Guo vd., 2009
kabugu 4-metil ka‘[esol 39 4015 U/mL dk
Pirogallol 15.1 9140 U/mL dk
Kereviz Katesol 8.3 400 U/mL Yagar, 2004
L-DOPA 6.2 222.2 U/mL
Pirogallol 4.5 666.6 U/mL
Enginar Katesol 10.2 19662 U/mL Aydemir, 2004
4-metil katesol | 12.4 12500 U/mL
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Pirogallol 14.3 8065 U/mL
Kereviz Katesol 29 5560 U/dk/mL | Aydemir, 2006
Brokoli Katesol 12.34 2000 U/dk/mL | Gawlik-Dziki,
4-metil katesol | 21 28 U/dk/mL Szymanowska &
Baraniak, 2007
Paz1 yapragi L-DOPA 3.17 1667 U/dk/mL | Gao, Han &
Xiao, 2009
Patlican Katesol 10.79 526.3EU/mL |Ng & Wong,
4-metil katesol | 5.0 2000 EU/mL | 2015
Erik Katesol 26.3 1193 OD/dk lonita vd., 2017
4-metil katesol | 15.5 792.7 OD/dk
L-DOPA 775 322.8 OD/dk

Calismamizda enzimin en uygun substratlar1 i¢in tayin edilen kinetik
parametreleri literatiirdeki veriler ile uygun araliktadir. Ayrica Cizelge 5.2°den
goriildiigii gibi ¢esitli bitkilerden izole edilen PFO enzimi ig¢in en yiiksek Kinetik

degerler genellikle katesol ve 4-metil katesol substratlari i¢in tayin edilmistir.

Enzimlerin bazilar aktivite gosterebilmek i¢in metal iyonlarina ihtiya¢ duyarlar.
Polifenol oksidazlar da kofaktor olarak bakir i¢eren enzimlerdir. Reaksiyon ortamina
Cu*? iyonlarini da iceren Fe*?, Ca*?, Mn*2, Co*? ve Ni*? tuzlarmin ¢ozeltilerinden 1 mM
ve 10 mM’lik iki farkli konsantrasyonda hazirlanan metal tuz ¢ozeltileri eklenerek PFO
aktivite tayini yapildi. Yapilan g¢alismada genel olarak PFO aktivitesinin bakir,
kalsiyum, mangan ve nikel iyonlar1 varliginda kiigiik miktarlarda ve 10 mM kobalt
iyonu varliginda daha fazla arttigi; ancak 1 mM kobalt ve 10 mM demir iyonu
varliginda ise swasiyla % 72.1 ve % 74.1’¢e distigli goriilmistir. 1 mM
konsantrasyondaki Cu?*, Hg?*, Mn?*, Zn?*, AI¥*, Ni?*, Cd?*, Fe®", K*, Ca®" iyonlar,
farkli olum asamalarindaki musmula meyvesi PFO enzimi {izerine degisen sekilde etki
ettigi literatiirde bildirilmektedir (Demir, 2006). Kaldirik bitkisi ile yapilan ¢alismada
14 metal iyonu 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarda hazirlanarak PFO aktivite tayinleri
yapilmis, bazi metallerin PFO enzim aktivitesini arttirirken (Fe*3, Mg?*, Pb?*, Zn?*, K*,
Cu?") bazilarinin da aktiviteyi diisiirdiigii (Hg+2, Mn?*, Ni?*, Na*) bildirilmistir (Alici,
2012). Mantar PFO aktivitesi iizerine Na*, Hg?*, Mg?* ,Ca%*, Mn?*, Ni?*, Co?*, Zn?*,
Al*? iyonlarinin etkisi incelendiginde 1 mM ve 10 mM son konsantrasyonlarda PFO
aktivitesini en ¢ok inhibe eden metal iyonunun Hg?* oldugu; Na* ve AI** iyonlarinin ise

aktivitede artisa sebep oldugu gézlenmistir (Kuyucu, 2014). Gao, Han ve Xiao (2009)
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pazi yapragindan izole ettikleri PFO i¢gin 1 mM ve 10 mM K* ve Na"’nin enzim
aktivitesi iizerinde pozitif etki gosterirken; Mg?*, Ca®*, Cu?*, Mn2?*, Co?" ve Zn?'
iyonlarinin negatif etki gosterdigini rapor etmislerdir. Metallerin, enzimin katalitik
aktivitesi tlizerine olan etkilerindeki bu farkliliklar metal ¢ozeltilerinin farkliligindan,
metal gesitliliginden ve metallerin farkli degerliklerde (monovalent, divalent, trivalent)

olmalarindan dolay1 olabilir ve bu da kiyaslama yapmayi zorlagtirmaktadir.

Enzimatik esmerlesme nedeniyle meyve ve sebze iirlinlerinde kayiplar meydana
gelmektedir. Uriiniin raf Omriinii uzatmak ve kalitesini korumak amaciyla PFO
enziminin aktivitesinin kontrol altina alinmasi1 gerekmektedir. Bu sebeple PFO
aktivitesini Onlemek i¢in ¢esitli inhibitorler kullanilmaktadir. Calismamizda da bu
amagla bakla kabugu PFO enzimini inhibisyonnunu arastirmak {izere iki farkli
konsantrasyonda (3 mM ve 6 mM) hazirlanan askorbik asit (AA), EDTA, potasyum
siyaniir (KCN), sodyum azid (NaN3), sodyum bisiilfit (NaHSO3) ve L-sistein ¢ozeltileri
kullanildi ve en yiiksek inhibisyon oranlar1 sodyum bisiilfit, sodyum azid ve askorbik
asitile yapilan denemelerden elde edildi. Literatiire bakildiginda mas fasulyesi yaprak
PFO enziminin de salisil hidroksamik asit tarafindan % 100, naftalendiol (% 70) ve
kojik asit (% 60) tarafindan da yiiksek oranlarda inhibe edildigi bildirilmistir (Shin,
Froderman & Flurkey, 1997). Stimbiil fasulyesinden izole edilen PFO enziminin de AA,
sodyum metabisiilfit ve L-sistein tarafindan inhibe edildigi goriilmektedir (Paul &
Gowda, 2000). Benzer sekilde yesil fasiilye kabugu PFO enzimi ig¢in de AA, sodyum
metabisiilfit ve L-sisteinin ¢ok giiclii; tiyoiire ve sitrik asitin ¢ok zayif inhibitor etki
gosterdigi bildirilmistir (Guo vd., 2009). 0.1 mM ve 3 mM konsantrasyonlarindaki AA,
L-sistein, 2-merkapto etanol ve glutatyon ¢ozeltilerinin soya filizi PFO enzimini % 95-
100 oranlarinda inhibe ettigi rapor edilmistir (Nagai & Suzuki, 2003). Askorbik asit,
sodyum meta bisiilfit ve L-sisteinin ¢esitli bitkisel kaynaklt PFO enzimleri {izerinde,
etkili birer inhibitor oldugu daha once yapilan pek cok calismada da bildirilmistir
(Demir, 2006; Yabaci, 2008; Gao, Han & Xiao, 2009; Unal, 2011; Alic1, 2012;
Kuyumcu, 2014; Siddig & Dolan, 2017 ).

Pek ¢ok calismada askorbik asit, sodyum meta bisiilfit (sodyum disiilfit) ve L-
sisteinin etkili inhibitdrler olarak tespit edilmeleri onlarin bazi 6zellikleriyle ilgili

olabilir. Askorbik asidin gii¢lii inhibitor etkisi, hem aktif merkezdeki bakir ile selat
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yapmast hem de Cu*?nin Cu’ya indirgenmesini 6ngéren iki mekanizmayla
aciklanmistir (Gomez-Lopez’den aktaran Gawlik-Dziki, Szymanowska & Baraniak,
2007). Sodyum disiilfit indirgeyici bir madde oldugu i¢in gida sanayinde sikga
kullanilmaktadir. Bu tiir indirgeyici ajanlar o-kinonlarin birikimini 6nleyerek stabil
renksiz tirlinler olustururlar (Yabaci, 2008). L-sistein {izerindeki —SH grubundan dolay1
giicli bir niikleofildir ve o-kinonlar ile renksiz katilma iirtinleri olusturabilir. Giiglii bir
selat yapic1 olan EDTA’nin bakir kofaktorlii PFO {izerinde etkili bir inhibitdr olmasi
beklenirken, ¢alismamizda EDTA varliginda enzim % 80’in iizerinde aktivite gosterdigi
goriilmistiir. Gao, Han & Xiao (2009) da 1 mM ve 10 mM EDTA ekleyerek yaptiklari
inhibisyon c¢aligmasinda pazi yapragt PFO’su ig¢in % 80’in {izerinde aktivite

gozlediklerini bildirmislerdir.

Askorbik asit ve L-sistein; erikten izole edilen PFO enzimini % 100 ve % 99
oranlarinda inhibe ederek, ¢alisilanlar arasinda en etkili inhibitorler olmuslardir. PFO ile
inhibitorleri arasindaki baglanma iligkisini incelemek i¢in yapilan molekiiler docking
calismas1 AA ve L-sisteinin enzimin farkli yerlerine baglandigini isaret etmistir. Ayrica
hesaplanan baglanma enerjilerinden PFO’1in AA ve L-sisteine olan afinitesinin katesole
olan afinitesinden daha yiiksek oldugu bulunmustur (Ionita vd., 2017). Bu durum, diger
pekeok calismada PFO’1in AA ve L-sistein tarafindan yiiksek derecede inhibe edilmesini
aciklayabilir.

Enziminin depolama kararliligini incelemek igin enzim c¢ozeltisi +4 °C’de
muhafaza edilmis ve katesol substratt kullanilarak belirli araliklarla aktivite tayini
yapilmustir. Bakla kabugu PFO enzim aktivitesinde 20. giinden sonra diisiis oldugu
gozlenmistir. Soya filizi PFO enziminin 4 °C’de depolandiginda aktivitesinin 8 giinden
sonra azaldig: bildirilmistir (Nagai & Suzuki, 2003). Uziimden izole edilen PFO enzimi
ise 4 °C depolandiginda bir ayin sonunda aktivitesini % 60 ve 20 °C’de depolandiginda
% 90 oraninda kaybetmistir (Onez, 2006). Kaldirik bitkisi ve yaban mersini kaynakl
PFO ile yapilan ¢aligmalarda, farkli depolama sicakliklarinin etkisini incelenmek tizere
enzim ¢ozeltileri derin dondurucuda (-20 °C), buzdolabinda (4 °C) ve oda kosullarinda
bekletilmistir. Kaldirik bitkisi PFO’1 -20 °C’de depolandiginda 7 hafta sonunda PFO
aktivitesinde % 40 ve 4 °C’de depolandiginda 20 giin sonunda aktivitesinde % 97
diisme meydana gelirken, oda sicakliginda (25 °C) 19 giin sonunda PFO aktivitesini
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kaybettigi belirlenmistir (Alici, 2012). Yabanmersini PFO’inin 3 hafta sonrasinda -20
°C’de PFO aktivitesinin % 80’ini, 4 °C’de % 10’unu korudugu, oda sicakliginda (22
°C) ise PFO aktivitesini tamamen kaybettigi gorilmiistiir (Siddiq & Dolan, 2017).

Sonug olarak; baklanin kabugundan polifenol oksidaz izolasyonu ve bazi
biyokimyasal parametrelerinin belirlenmesi ilk kez bu ¢alisilma ile yapilmistir. Tez
kapsaminda bakla kabugundan polifenol oksidaz (PFO) enzimi izole edilerek kismen
saflagtirillmis ve enzimin optimum pH ve sicakligi, pH ve sicaklik kararliligi, substrat
seciciligi, kinetik parametreleri, enzimin aktivitesi tiizerine bazi metallerin ve
inhibitorlerin  etkisi ve 4 °C’deki dayanikliigi gibi biyokimyasal 6zellikleri
belirlenmistir. Bakla lilkemizde hem taze olarak, hem de taneleri kuru olarak tiiketilen
bir sebzedir. Taze bakla dalindan koparildiginda bekleme sirasinda PFO aktivitesinden
dolay1 tiizerinde kararmalar olmaktadir. Bakla sebzesi ¢ok fazla ticari Onem
tasimamasina ragmen, tez kapsaminda yiirlitilen termal inaktivasyon ve inhibitor
calismalarinin bakla sebzesinin derin dondurucuda saklanmasi esnasinda PFO kaynakli
kararmalarin  engellenmesi konusunda gida sektoriine katkida bulunabilecegi

distiniilmektedir.

Ayrica ¢esitli  bitkisel kaynaklardan kismen saflastirilan PFO enzimleri
kullanilarak, biyosensorler ve enzim immobilizasyonu ¢aligsmalar1 da yapilmaktadir. Bu
baglamda gidalardaki fenolik bilesiklerin tayini (Ozcan & Sagiroglu, 2014) ve taze
meyve ve sebzelerdeki pestisid tayini (Lima vd., 2010) gibi biyosensor uygulamalari;
boya gidermede kullanilmak tizere PFO immobilizasyonu (Arabaci & Usluoglu, 2014)
uygulamalar1 yapilmistir. Bu nedenle bakla sebzesi ucuz, kolay bulunabilen ve yiiksek
PFO aktiviteli bir sebze olarak fenolik bilesik analizinde veya cevre kirliligiyle ilgili

alanlarda uygulama alan1 bulabilir.

PFO enziminin bu tiir potansiyel uygulama alanlar1 ele alindiginda; bakla PFO
enziminin Ozelliklerinin ve karakteristiginin daha iyi anlasilmasi igin daha ileri
saflagtirma ¢alismalari planlanabilir ve boylece saflastirilmis bakla kabugu PFO enzimi
sanayide kullanim icin daha tercih edilir hale gelebilir. Ayrica bakla PFO igin
saflastirma islemi ve sonrasinda yapilacak olan karakterizasyon calismalart ile enzimin

davraniginin tahmin edilmesinde bir yol gosterici olarak, endiistriyel alandaki
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uygulamalarda enzimatik kararmalarin 6nlenmesi igin bilimsel kaynak teskil edebilecegi

distiniilmektedir.
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