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OZET

Bu galismada, yabani ve yenilebilir bir mantar polifenol oksidaz potansiyeli agisindan
degerlendirildi. Ik galisma olarak; Magka Liser Yaylasi’ndan (Trabzon) birkag mantar tiirii
toplandi ve ham ozitler hem monofenolaz hem de difenclaz  aktiviteleri igin
spektrofotometrik olarak analiz edildi. Bu yabani mantar tirlerinin yenilebilenleri
arasindan Macrolepiota mastoidea’nin en yiikksek enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlendi. Bu tiirden elde edilen ham o6ziitiin L-dihidroksifenilalanin ile boyanan dogal
elektroforezi ile polifenol oksidaz potansiyelini destekleyen ve Ry degerleri 0,38 (soluk) ve
0,47 (baskin) olan iki bant gozlendi. Ham 6ziit hem 3-(4-hidroksifenil)-propionik asit
(PHPPA) e karyt monofenolaz aktivitesi ve hem de 4-metil katekol (4-MK) e karst
difenolaz aktivitesi gosterdi. M. mastoidea’ dan hazirlanan enzim 6ziitiiniin optimum pH
degerleri monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri igin sirasiyla pH 6.0 ve pH 4.0 olarak
belirlendi. Enzim 6zt bu pH degerlerinde 4 °C de 24 saat bekletildiginde baslangi¢
monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin %90 oraninda korundugu gozlendi.
Termodinamik verilerden monofenolaz aktivitesinin difenolaz aktivitesinden daha yiiksek
termal kararhiliga sahip oldugu sonucuna varildi. Her iki enzimin kendi substratlan
varhginda elde edilen substrat doyum egrilerinden bu enzimlerin basit Michealis-Menten
kinetigine uydugu gozlendi. Monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin katalitik etkinligi
sirasiyla 15,2 dk' ve 72,6 dk’ olarak hesaplandi. Baz genel polifenol oksidaz
inhibitorlerinin ham oziitte bulunan her iki aktiviteyi de inhibe ettii tespit edildi.
Monofenolaz i¢in tiyolire- ve askorbik asit, difenolaz igin ise askorbik asit ve sodyum
metabisiilfit’in olduga potansiyel inhibitorler oldugu belirlendi. Buna ilave olarak her iki
enzim aktivitesininde metal iyonlarina karsi oldukga duyarli oldugu gézlendi. Sonuglar
acikca gOstermektedir ki M. mastoidea’ dan hazirlanan enzim oziitii ilgi gekici dzellikleri

olan polifenol oksidaz aktivitelerine sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Polifenol Oksidaz, Monofenolaz, Difenolaz, M. mastoidea, Mantar



SUMMARY

Characterization of Polyphenoloxidase Activities from a Wild and Edible Mushroom,
Macrolepiota mastoidea

In this study, a wild edible mushroom was evaluated for its polyphenoloxidase
potentials. As a previous work, seven mushroom species were collected from the Liger
High Plateau-Magka (Trabzon) and crude extracts were spectrophotometrically analyzed
for either monophenolase or diphenolase activities. Of these mushroom species,
Macrolepiota mastoidea as a wild edible mushroom species was determined to possess the
greatest enzyme activities. Native electrophoresis stained by L-dihydroxyphenylalanine of
the crude extracts from this species showed two bands having Ry values of 0.38 (minor)
and 0.47 (major) supporting a polyphenoloxidase potential. The crude extracts were able to
possess both monophenolase activity against 3-(4-hydroxyphenyl)propionic acid (PHPPA)
and diphenolase activity against 4-methylcatechol as substrates. Monophenolase and
diphenolase activities of enzyme extract prepared from M. mastoidea showed pH optimum
values at pH 6,0 for monophenolase and at pH 4,0 for diphenolase activities. When
enzyme extracts were incubated at these pH values for 24 hours at 4 °C, it was observed
that the extracts retained about 90% of their original monophenolase and diphenolase
activities. It was estimated from thermodynamic data that monophenolase activity had
higher thermal stability than that of diphenolase. Substrat saturation curves obtained for
both enzymes in the presence of each individual substrate indicated that both enzymes
followed simple Michaelis-Menten kinetics. Catalytic efficiencies for both enzyme
activities were 15,2 dk and 72,6 dk™ for monophenolase and diphenolase, respectively.
Some general polyphenoloxidase inhibitors inhibited both activities in the crude extracts.
However, thiourea and ascorbic acid were highly potential inhibitor for monophenolase,
and ascorbic acid and sodium metabisulphide for diphenolase activity. In addition, both
enzyme activities were very sensitive to metal ions. It is clear from the present results, the
enzyme extracts prepared from M. mastoidea possesses polyphenoloxidase activities with

interesting properties.

Key words: Polyphenoloxidase, Monophenolase, Diphenolase, M. mastoidea, Mushroom
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1.GENEL BILGILER

1.1, Giris

Bitkilerde ve memelilerde genel adiyla esmerlesme veya kararma olarak bilinen en
yaygin oksidasyon reaksiyonlarindan biri san, kahverengi ve siyah seklinde olugabilen
renk doniisimleriyle sonuglanan fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonudur. Olusan bu
kinon bilesikleri canlilarda bulunan en reaktif ara uriinler olup enzimatik olmayan
oksidasyon reaksiyonlartyla hizli sekilde ve kolayca polimerleserek koyu renkli suda az
¢oziinen ve melanin olarak bilinen polimerik yapilara dontigiimleri saglanms olur.

Fenolik bilegiklerin oksidasyonu ile olugan kinonik turiinlerin okaryotlari, bakteri,
mantar ve virisler gibi patojenlere kars1 savunmada rol oynadig1 tahmin edilmekle birlikte,
enzimle katalizlenmis polimerizasyon reaksiyonlari hasar goéren bitki yizeylerinin
iyilesmesine yardimei oldugu da bilinmektedir (Ikehata vd., 2000; Thygesen, 1994).

Besinlerin depolanmasi ve endiistriyel olarak islenmesi esnasinda bu reaksiyonlar
sonucu ortaya ¢ikan renk degisimleri ¢ogu kez istenilen seviyede durdurulamamaktadir.
Bunun sonucunda besinlerin fiziksel goruniislerinde ve besinsel degerlerinde degismeler
olmaktadir. Bu da besinin ekonomik ve besinsel degerini kaybetmesine ve hem de raf
omriiniin kisalmasina sebep olarak ciddi bir problem teskil etmektedir. Ancak enzimatik
esmerlesme her zaman istenmeyen bir durum degildir. Soyle ki; bu reaksiyonlar kuru
tiziim, kuru erik, kahve, ¢ay ve kakao’da istenilen renk ve lezzetin kazanilmasinda oldukga
yardimc1 olurlar.

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinin tamam bitkinin tiiriine, yetistigi bolgeye ve
bitkinin olgunluguna gore degisim gosterirken esmerlesmenin rengi ise ortamdaki mevcut
fenolik substratlarin tiiriine baghidir. Bunun yaninda esmerlesmeyi etkileyen en 6nemli
faktorler; pH, sicaklik, dokularda bulunan oksijen miktar: ve aktif Polifenol oksidaz (PFO)
konsantrasyonu seklinde siralanabilir. Bunlardan birinin reaksiyon ortaminda bulunmamast
veya optimum degerinden uzak olmasi reaksiyonu durdurabilir veya hizini azaltabilir.

Gidalarda, bu tiirden reaksiyon mekanizmalarinin ortaya konmasi ve bu reaksiyonlar
katalizleyen enzimlerin aynntilh bir gekilde karakterizasyonu ile olusan uriinlerin

istenmeyen etkilerini ortadan kaldirmak miimkiin olabilecektir.
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1.2. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgi

Insanlik tarihi boyunca besin sorunu her zaman var olmustur. Makromantariar
insanlarin ilgisini Milattan 6nceki yillarda ¢ekmig ve ¢ok gesitli alanlarda giinimiize kadar
onlara faydali olabilmigtir (Boztok, 1990).

Mantar gok eski tarihlerden beri bir besin maddesi olarak degerlendirilmektedir.
Milattan 6nce 470-400 yillan arasinda yasayan Hipokrat mantarin tibbi yonden éneminden
bahsetmistir. Milattan sonra ikinci yiizyilda yasayan Galen ise, Roma Imparatorlugu
doneminde g¢ayirlardan toplanan mantarlarin  satigini  kanunlarla  diizenlendigini
belirtmektedir (Boztok, 1990).

Aragtirmalar halusinogenetik mantarlann diinyanin gegsitli bolgelerindeki bazi izole
toplumlarda 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermektedir. Kizilderililer dini torenlerinde
bu mantarlari Tannmin gergeklerini ve mesajlanmi anlamak igin  kullanmuglardir
(Blackwell, 1988; Sesli, 1994).

Mantar ¢ok eski zamanlardan beri bilinen bir besin olmasina kargin yetistiriciliginin
ilk kez 16. yuzyilda Fransa’da yapilmaya baglandigt pek ¢ok kaynak tarafindan
bildirilmektedir. Baglangicta mevsime bagli olarak agikta yetistirilmeye baslanan mantar
19. yiizyilin baslarinda tas ocaklari, magara ve tiinel gibi sicaklik ve nemin oldukga diizenli
oldugu kapali alanlarda ilkel yontemlerle uretilmigtir. 20. yazyilin baslaninda doku
kultirinden misel iiretiminin gerceklestirilmesi yeni tekniklerin gelismesiyle mantar bu
amagla kurulmug 6zel isletmelerde yetistirilmeye baglanmigtir(Erkel, 1992; Sesli, 1994).

Karbohidrat sentezi bakimindan ototrofik ve heterotrofik organizmalar olarak ikiye
ayrilan bitkiler aleminde mantarlar heterotrofik organizmalar grubunda yer alirlar.

Fruktifikasyon organ1 veya mantar meyvesi olarak da bilinen sapka Basidionmycetes
simfinda Basidiokarp, Ascomycetes sinifinda Askokarp adini alir. Basidiomycete sinifinda
mantarlarin en geligmis tiirleri bulunur. Sapkali mantar, raf mantan, kug yuvasi mantan v.s.
gibi halk arasinda bir ¢ok isime sahip olan yiiksek formlu mantarlar bu simf altinda
toplamrlar (Boztok, 1990).

Mantarlarin toprak alt1 kismini miseller, toprak asti kismim ise gapka olusturur.
Toprak altt kismunt olusturan miseller bitkilerdeki kokler gibi ortamdan su ve besin
maddelerinin alinarak baska noktalara nakli gérevini iistlenirler. Ancak, yiksek bitkilerde
toprak ustii kismim olugturan plumula ve toprak alt1 kismim olugturan radikula tohumda

hemen hemen ayni anda olugurken, mantarda iretim birimi olan spor ¢imlenmesi ile énce
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miseller ve daha sonra misellerden sapka olugmaktadir. Mantarlarda sap veya sapka
yeterince besin maddesi toplayarak belli bir noktada yogunlagsan sekonder misellerden
meydana gelir. Yogunlagan sekoder misellere tersiyer misel adi verilir. Basidiokarp’in
olusumu sirasinda sap kismindaki hiicrelerin igerdigi nukleus sayisi yirmiye kadar gikar.
Esas olarak basidiokarp’in yapitagt hif adi verilen tip seklinde iplikgiklerdir. Hiicre
¢eperinin yapisinda baghica kitin, seluloz, lignin ve diger baz1 organik bilesikler bulunur.
Hiicre geperinin bilesimi, hiicrenin yagina ve gevre kosullarina, sicaklia, ortamin pH’sina
gore farklihik gosterir. Hiicrenin i¢i protoplazma ile doludur. Renksiz ve saydam olan
stoplazma lipidik granuller ve ¢ubuk seklinde olusumlar igerir. Vakuoller hiicrenin gaz alis
verigini diizenler, hem de stoplazmanin artiklarin1 barindirir (Boztok, 1990).

Hifler u¢ kisimdan gelisen ve lateral dallanma yetenegine sahip olan tek diziden
ibaret iplikierdir. Hif bityiimesi, hiicre boliinmesi ile gergeklesir. Hifler, ¢evre kogullarinin
siirekli vegatatif bilyiime i¢in uygun oldugu donemlerde, dallanmig veya dallanmamig
olarak besin ortaminda tek tek gorilirler. Uygun degisiklikler meydana geldiginde hifler
kiimeleserek daha sonra meyveyi olusturacak olan misel ipliklerini meydana getirir. Misel
iplikleri tzerinde olusan kiigiik modiller de geliserek sapkaytr meydana getirir
(Boztok, 1990).

Mantann alt kisminda gengken pembe, daha sonra ise lizerinde tagidii sporlarin
olgunlasarak renk degistirmesi nedeniyle koyu kahverengi renk alan lameller bulunur.
Mantarin sapka kisminda, lameller Gizerinde bulunan basidiosporlar olgunluga ulaginca
dogaya yayilirlar. Bu sporlar uygun bir ortam buldugunda ¢gimlenerek mantar: olusturmaya
baslar (Boztok, 1990).

Tablo 1. Mantar ve baz1 gida maddelerinin taze agirhik iizerinden yiizde olarak besin
maddeleri igerigi (Boztok, 1990).

Gida Maddesi Su Protein Yag Karbohidrat Mineraller  Cal/100gr

Mantar 92 3,5 0,3 40,5 1,0 25
Ispanak 93 2,2 0,3 1,0 1,9 15
Kuskonmaz 95 1,8 0,1 2,7 0,6 20
Patates 75 2,0 0,1 21,0 1,1 85
Sut 87 3,5 3,7 4,8 0,7 62

Et 68 18,5 13,3 0,5 0,5 189




Mantarlar sadece giinliik diyette degil aynca giizel aromalan ve tatlart sebebiyle bir
likks olarak ¢ok eski zamanlardan beri insanlar tarafindan tiiketilmektedir. Ortalama %92
oraninda su igeren taze mantarin esas olarak besin degeri agisindan diger sebzelerden pek
farki yoktur (Tablo 1). Yenilebilen mantarlarin protein, yag, karbohidrat, mineral ve
vitamin bakimindan degerleri iyi, tad: hog ve sindirimleri kolaydir. Hatta bir ¢ok kimseler
onun et kadar degerli olduguna inamrlar. Yapilan analizler kiiltiir mantarlarinin sahip
olduklart protein, et ve balifinkine nazaran gok kiigiik fakat bir ¢ok sebzeninkine nazaran
yiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica mantarlarin ihtiva ettikleri yag, karbohidrat,
mineral ve vitamin deSerleri de sebzelerle mukayese edilebilecek seviyededir
(Boztok, 1990).

Mantar proteinin hazmolma degeri % 72-83 arasindadir. Meyve ve sebzelerle
kiyaslandiginda, iyi bir lisin, arginin, histidin ve treonin kaynagidir. Insan beslenmesi igin
gerekli tim aminoasitleri igermesine ragmen triptofan seviyesi kismen diigiiktiir. Ayrica
mantar brom, mangan, ¢inko, sodyum, klor, bakir, demir, potasyum, fosfor, kalsiyum,
riboflavin, nikotinik asit ve folik asit gibi mineral ve vitaminler agisindan da zengindir
(Boztok, 1990).

Mantarlar mitkemmel bir folik asit kaynagidirlar. Folik asit yetersizliginden ileri
gelen aneminin tedavisinde mantar igeren diyet etkili olmaktadir. Yapilan aragtirmalara
gore mantar kandaki seker seviyesini diigiirmektedir. Mantarlar iizerinde yapilan denemeler
kolesteroli digiricii ozelligi ile kalp ve damar hastaliklarinda da diyet olarak
kullamlabileceklerini gostermistir (Boztok, 1990).

1.2.1. Macrolepiota mastoidea (Fr.) Singer, Lilloa 22: 417(1951) [1949]
Makromantarmin Morfolojik Ozellikleri

Yenilebilir, sapkal1 bir mantar olan M. mastoidea Basidiomiset sinifina ait olup, yaz
ve sonbahar donemlerinde yetisir ve yapraklarim dékmeyen dag ormanlannda, ¢ayir veya
otlaklarin smirlarinda tek ya da kugiik gruplar halinde yagar (Sekil 1). Sapka kismi
50-80(100) mm genisliginde, gencken yan kiiresel ilerleyen donemlerde konveks diizlem
halini alir. Yagam: boyunca yiizeyi yogun bir sekilde beyaz, merkezi bulamk
gri-kahverengimsi girinti ve g¢ikintilarla kapli, gencken sapka uglan fibrilli bir ortiiyle
kaphdir. Etli kismu sapka merkezine dogru incelen ve u¢ kismimna dogru kalinlagan
kesildiginde rengi deSismeyen yada hafifce kizaran, tadi hafif ve herhangi bir karakteristigi



olmayan bir yapiya sahiptir. Lamel kismi, enli, L=95-120, I=1-3, serbest, gencken
beyazimsi daha sonra kremden hafif pembeye donigiir; ciiriimeye basladiginda
kahverengi-kirmiz1 noktalar olugur. Sap kismu 70-150 x 8-10 mm, tabana yaklastik¢a
incelen i¢i bos, saglam, elastik bir yapiya sahiptir. Yiizeyin altinda ve ustiinde beyaz,
bulanik ve sonunda beyazimsi-fibriloz, flakkoz siirtiildiilinde ve yaslandiginda kahve-
kirmizimsi, odunsu membranl bir yapidadir(Breitenbach ve Krédnzlin, 1995).

Sekil 1. Macrolepiota mastoidea’min friiktifikasyon organlan

Makromantarlarin Baz: Kullanmim Alanlan

Mantarlarin geleneksel bir ilag olarak yan etkilerden uzak olmasi nedeniyle ¢esitli
hastaliklari 6nlemek ve iyilestirmek igin gerekli bilegiklerin kaynag:i olarak Gnemi giin
gectikce artmaktadir. Dogal Giriinler arasinda mantar, kolayca ve bol miktarda elde edilmesi
ayrica ucuz olmasi nedeniyle klinik ¢aligmalarda en potansiyel aday olarak goriilmektedir.
Mantar orijinli antibiyotikler giiniimiizde bakteriyel enfeksiyonlar i¢in kullamlmaktadir.
Arastirmalar fungal karbohidratlar yoluyla mantarin antikanser dogasi, ozellikle akciger
kanserine etkisi iizerinde yogunlagmugtir. Mantarlar, g¢esitli kabilelerin ¢ok eskiden beri
tedavi edici olarak kullanmalan, tibbi potansiyellerinin 6nemini ortaya koymus ve

arasgtirmacilanin goruslerini modern tibbi potansiyelleri lizerinde yogunlagmalarina sebep



olmustur. Mantarlar herbal tedavinin uygulandig: toplumlarda diger mantarlarla veya
otlarla kanstirilarak onlarin biyoaktifliini arttirici/azaltici veya yan etkilerini 6nleyici
olarak kullanilmiglardir (Blackwell, 1988; Sesli, 1994).

Birgok mantarin biyoaktif bilesimi incelenmis olup Basidomisetlerin klinik
uygulamalarina iligkin birka¢ 6rnek asagida sunulmusgtur.

Ganoderma lucidum (Curt. ex Fr. ) Karst., genel kirkhk, istahsizlik ve uykusuziuk
problemlerine kargt kullanilir. Son yillarda klinik yonde oldukga ilgi ¢eken bu mantanin
belli bir terapatik dozu kalp hastaliklarini kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir. Deneysel
caligmalarda mantanin hipolidemik bir madde igerdigi ve serum kolesterolii diigiirdiigu
ortaya ¢ikmugtir. Mantarin ayrica radyasyon zararlarina kargi koruyucu etkisi vardir. Klinik
testlerde timoér buylmesini Onleyen karbohidratlar icerdigi ortaya ¢ikmugtir
(Blackwell, 1988; Sesli, 1994).

Fomitopsis officinalis (Fr.) Bond.& Sing. kiigiik dozajlann uyku sirasinda agir
terlemeyi kontrol etmek igin, yiiksek dozajlari ise miishil olarak kullanilir. Mantar ayrica
pnomoni, kanser ve koéti huylu dlserin iyilestirilmesi igin kullamlir. Kurt mantan,
kanamay:1 durdurucu olarak kullammlarina ilaveten harici ve dahili olarak daha birgok
rahatsizlik i¢in kullantlirlar. Sporlar su ve balla kangtirilip igildigi zaman bogaz acilarini,
larenjit ve bogaz enfeksiyonlarim iyilestirmektedir. Karigim aynm1 zamanda iyi bir balgam
soktariciidir. Sporlarin kulak, g6z enfeksiyonlarini ve ¢ibanlan iyilestirici etkisi vardir.

Wolfiporia sp. Mantar1 genel bir yatigtirict olarak merkezi sinir sistemine etki ederek
kalp carpintilanini kontroliinde kullamlir. Mantarin diger énemli kullanim alanlani idrar
sokturicii ve deri iltihaplarim 6nleyici olarak kullanimidir. Cinlilef mantar1 meme ve rahim
kanserlerini tedavi i¢in kullanmaktadir (Blackwell, 1988; Sesli, 1994).

Auwricularia auricula (Hook.) Underwood’in kanin pihtilagmasimi dnleyici 6zelligi
vardir. Cordyceps tiirleri, bazi dofu memleketlerinde gen¢ kalmak igin, bir takim gifali
otlarla kanstinilarak hastaliklardan sonra biinyenin kuvvetlendirilmesi, ciddi okstrikleri
tedavi edici ve genel bir yatigtirict olarak kullamlirlar. Bazi Pobporus tiirlerinin yeraltt
Sclerotium’unun i¢erdigi mylittine enzimi bagrsaklardaki serit solucanlara karst etkilidir.
Ergonovine’nin diiz kaslari uyarici, Ergotoxine’nin kan damarlarim genisletici etkisi
vardir. Ergocornine déllenmis yumurtanin uterus duvarina yapigsmasim Onlediginden bir
dogum kontrol etkenidir (Blackwell, 1988; Sesli, 1994).

Mantar bilesiklerinin insanin bagisikhik sistemini uyararak kanserlere karsi etkili

oldugu giinimiizde bilinen bir gercektir. Antikanser mantarlarin bir ¢ogu aym zamanda



kolesterolii azaltan bilegiklere sahip oldugundan kardiyovaskiiler hastaliklarin kontroliinde
kullanilirlar (Blackwell, 1988; Sesli, 1994).

1.2. Enzimatik Olmayan Esmerlesme Reaksiyonlar

Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlar1 genelde Maillard reaksiyonu olarak
bilinmekle birlikte basit sekerlerin (karbonil guruplari) ve amino asidlerin (serbest amino
gruplart) reaksiyonunu igerir. Bu islem karamelizasyondan daha diigiik sicaklikta ve daha

sulu ortamda olugmaya baglar.

HC=0 ’i“HR
l HC ——OH
CHOH —H,O |
l + NHR  —— CHOH
CHOH ,
r\]kl\z CHOH
A
Indirgen Amino N-Glikozilamin
Seker Bilesigi

Reaksiyon 1. Maillard reaksiyonu

Sekil 2°de sematik olarak gosterilen Maillard reaksiyonu Gg¢ basit evreye sahiptir.
Baslangi¢ reaksiyonu indirgen gekerin (aldoz) karbonil grubuyla proteinlerin veya amino
asidlerin serbest amino gurubunun kondenzasyonudur. Bu esnada N-substitue glukozamin
olusurken bir molekiil su agiga gikar (Adim A). Bu yap1 kararsiz oldugundan “amadori
diizenlenmesi” ger¢ekleserek 1-amino-1-deoksi-2-ketoz (ketoaminler olarak bilinir) olugur
(Adim B). Amadori diizenlenmesiyle olusan ketozamin iiriinleri ikinci safhada 3 yolla
tepkiyebilir. Birincisi daha fazla dehidrasyonla (2 molekiil su kaybedilir) indirgenler ve
dehidro indirgenlerin olusumudur (Adim C). Bunlar esasli “karamel” iiriinleridir ve
inidirgen halleri giiglii antioksidandir. Ikincisi diasetil, asetol, pruvaldehid gibi kisa zincirli
hidrolitik par¢alanma iiriinlerinin olugumudur (Adim D). Bunu takiben aldehidler igin

amino asidlerin “strecker indirgenmesi” (Adim E) ve daha sonra da aldoz ve yiiksek
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veva igermeyen polimerler
2-furfuralaldehit
HFamino Hamino Hamino Famino +amino
G pilesigi Glbilesizi  Cbilesigi G pilesizi G| bilesigi
Y y ¢ Y
MELANOIDLER

(kahverengi azotlu polimerler ve kopolimerler)

Sekil 2. Enzimatik olmayan esmerlegmeler igin Onerilen Maillard Semasi



molekal agirlikli azot icermeyen polimerlerin olusumu igin amino bilesiklerinin
yoklugunda aldoz kondenzasyonu gergeklesir (Adim F). Uciincii yol schiff baz: /furfural
yoludur. Bu adim ketoamin bilesiginden ii¢ molekiil su kaybint (Adim C) ve ardindan
olusan amino bilesiginin amino asid ve suyla reaksiyonu igerir. Biitlin bu Urtinler
Melanoidler olarak adlandirilan esmer azot polimer ve kopolimer formunu olugturmak igin
tgiincii safhada yeniden amino asidlerle reaksiyona girerler (Adim G). Bu reaksiyonlar
lezzet kaybi (acilik) aroma kaybi (yanik, eksime) veya olumlu aroma (malt, karamel,
kahve, kizartma) ile sonuglanabilir.

Sekil 2’deki H adim: ARP (Amadori diizenlemesi driinleri) olmaksizin pargalanma
uriinii olan N-substitue glikozaminlerin olugumunu goésterir. Maillard reaksiyonu etkileyen
faktorler asagida belirtildigi gibidir.

a. Zaman ve sicaklik: Model sistem {zerinde yapilan ¢aligmalar, 1stnma miktarinin
ve/veya zamanin arttirilmas: sonucu goriilen renk gelisimi, karbon-azot zincirinin varligini,
doymamisligin ve kimyasal aromatikligin arttifini gostermektedir

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

Lisin, €-amino grubundan dolay1 en izl renklenmeyi saglarken, sistein ise en az
renklenmeye neden olur. Bu yiizden protein igerigi lisin birimince zengin olan besinler
(orn. siit proteinleri) genelde hizli bir sekilde esmerlesir.

Seker-amino bilesigi zincirleri renkli iiriinlerden oldukga etkilenir. Ornegin, %65 su
iceren glukoz-glisin model sistemi 65 °C’ de saklandiginda glukoz-glisin zincirinin renk
doniigiiminiin hizl bir sekilde artti§1 gézlenmistir.

¢. Su aktivitesi: Sekil 2 de suyun Maillard reaksiyonu esnasinda olustugu
gorilmektedir. Bu yiizden kiitle yasalan geregince, yiikksek su miktan igeren bilesiklerde
reaksiyon oldukg¢a yavas ger¢eklesmektedir (URL-1, 2004).

1.3. Enzimatik Esmerlesme Reaksiyonlar

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlan bitkilerde iki farkli sekilde gozlenebilir
(Friedman 1996, 1997). Bunlardan birisi meyve ve sebzelerde bulunan fenol bilegiklerinin
kinonlar1 vermek iizere PFO ile katalizlenen oksidasyon reaksiyonlandir. Bu reaksiyonlar
sonucunda olusan kinon yapili bilegikler, daha sonra enzimatik olmayan reaksiyonlarla

koyu renkli melanin pigmentlerine polimerlesir. Meyve ve sebzeler soyuldugunda veya
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kesildiginde enzim igeren bitki dokusu serbest hale gelir. Havadaki oksijen varhiginda PFO
enzimi hiicre fenolik bilesiklerinin o-kinonlara yiikseltgenmesini katalizler. Olusan bu
kinonlar olduk¢a reaktif olup esmerlesmenin bir karakteristidi olan esmer pigmentin
olusumuna sebep olmak tizere polimerlesir.

Meyve pasl bir bigakla kesildiginde veya bakir bir kasede kanistirildiginda bu olay
kolayca gozlenebilir. Armut, muz, patates, marul ve meyve sularinda klorojenik asidin
boyle oksidasyonuyla olusan kahverengi ve siyah lekeler bu tir pigment olusumunu
gosterir. Diger enzimatik esmerlegme tiirii ise fenolik bilegiklerden tiiremis kinonlarin
serbest aminoasit ve proteinlerle esmer polimerleri olusturmasidir. Patateste ve kazein
igeren kanigik besinlerde okside olmus klorojenik asidinin kazein ile olan reaksiyolar1 bu
tirden islemlerdir. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlan bitkinin gegidine, tiiriine, yetistigi
bolgeye, meyvenin olgunluguna gore degisim gosterir ve buna sebep olan baslica faktérler
bitki vakuollerinde bulunan fenolik substratlar, PFO enziminin aktivitesi ve bitki
dokularinda bulunan oksijendir. Bu faktérlerden birinin ortadan kaldirilmasiyla enzimatik
esmerlesme reaksiyonlan azaltilabilir veya durdurulabilir.

Bitkilerde meydana gelen enzimatik esmerlesme iglemlerinin en onemli enzimi
katekolaz, difenol oksidaz, monofenolaz, kresolaz olarakta bilinen PFO’dur. Bu tiirden bir
islemin meydana gelebilmesi igin ortamda enzim, enzime bagli bakir iyonlar, fenolik
substrat ve oksijen bulunmalidir. En disik diizeyde islenmis meyve ve sebzelerin
hazirlanmasi, kabuklarinin soyulmas: veya bunlarin kesilmesiyle hiicre membranlari
parcgalamir ve uygun substratlar yiikseltgenme - indirgenme reaksiyonlarim katalizleyebilen
bu tir bir enzimle etkilesir. Oksijen varlifinda, fenollerin o-kinonlara enzimatik

oksidasyonundan dolay1 esmerlesmesi hizli bir sekilde meydana gelir (Laurila vd.,1998).

1.4.1. Polifenol Oksidaz Enzimi I¢ceren Organizmalar ve Ozellikleri

Polifonoloksidazlar (trosinaz) oksidorediiktaz simfina tGye (EC 1.14.18.1) bakir
iceren bir metaloenzim olup memeliler, bakteriler, sebze, meyve, deniz triinleri ve
mantarlara kadar ¢ok genig bir filogenetik yelpazede bulunurlar ve ayn: organizmanin
farkli organlarinda farkli karakteristik 6zellik gosterirler (Robb, 1984; van Gelder vd.,
1997).

Polifenol oksidazlarin bitki ve mantarlarda ki en 6nemli fonksiyonu, hastaliklara

karst koruma ve fenolleri kinonlara okside ederek bitkilerin proteinlerini ve besinsel
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degerlerini kisitlamasiyla bitki yiyen boceklere karsi savunmada rol oynamasidir.
Bitkilerdeki fenolik substratlar vakuollerde bulunmasina karsilik bitki dokularinin gogunda
PFO enzimi plastidlerde yerlesmiglerdir. Bu dokular kesildiginde, zarar gordiigiinde veya
hastalikli dokular olustugunda ya da dokular boceklerin saldirisina ugradiginda bu enzim
aktif hale gegmektedir. Plastidlerde yerlesmis olan bu enzim bir membran proteini
olmasina karsin integral membran proteini degildir (Mazzafera ve Robinson, 2000,
Vaughn vd., 1983).

Sebzelerin ve meyvelerin saklanmast ve depolanmas: esnasinda esmerlesme
reaksiyonlann oldukga yaygin bir problemdir (Zhow ve Feng, 1991). Malatya kayisisi
(Prunus armeniaca L.) Turkiye’de yetistirilen gesitler i¢inde en iyisidir ancak depolama
esnasinda dis yiizeyi kararmaktadir ve bu ticari olarak istenmeyen bir durumdur. Bu durum
oksijen varhginda PFO’nun fenolik substratlan kinonik bilesiklere okside etmesiyle ortaya
¢tkmaktadir (Augustin vd.,1985). Malatya kayisindan elde edilen enzimin aktivitesinin
pH 8.5’ta maksimuma ulastig1, 40 °C’de 40 dakika 1sitildiginda enzim aktivitesinde dnemli
bir kaybin s6z konusu olmadigi ancak 60 °C ‘de 47 dakika ve 80 °C de 16 dakika
isitildiginda aktivitenin % 50 kayba ugradifi gozlenmistir. Ayrica enzimin monofenolaz
aktivitesine sahip olmadidi, askorbik asit ve 2-merkaptoetanoliin bu enzim igin en iyi
inhibitor oldugu belirtilmistir (Arslan vd.,1998).

Karayemis bitkisinin (Laurocerasus officinalis Roem.) heniz olgunlagmamig
meyvelerinde yapilan incelemede dogal elektroforez de Rf degeri 0,50 ve 0,57 olan iki
band gozlenmis buna bagl olarakta meyvedeki PFO’nun en az iki izoformunun oldugu
sonucuna varlmigtir (Colak, 2004). 3-(3,4-dihidrosifenil)propionik asid (DHPPA)
varhiginda optimum pH’in 5 oldugu ve alkali pH’larda enzimin %80 oraninda aktivitesinin
kayboldugu bulunmugtur. Optimum sicakhgin 40 °C oldugu ve aktivitenin askorbat ve
metabistlfite kars: hassas oldugu gézlenmistir (Colak vd., 2004).

Filipinlerde yetistirilen bir muzda yapilan aragtirmada meyvenin soyulmus etli
kisminda yiiksek miktarda dopamine rastlanmig ve bu maddenin ham veya kismen saf
PFO tarafindan oksidasyona ugratildig: bildirilmigtir (Riggin vd., 1976). Karakterizasyon
ve saflasgtirma esnasinda yapilan islemlerde oksidasyonun en hizli gergeklestigi dopaminin
en iyi substrat oldugu anlasilmigtir. Muzdan elde edilen enzimin substrat spesifitesi Japon
armudu (Tono vd.,1986), lahana (Fujita vd.,1991) ve pathicandan (Fujita ve Tono,1998)
farkhlik gostermektedir. Saflasgtinlmis enzimde dopamin igin Ky 2,8 mM ve optimum
pH 6,5 olarak tespit edilmistir. Ayrica pH 3-11 arasindaki pH’larda enzimin 48 saatlik
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inkiibasyonundan sonra pH 5-11 arasinda baslangig aktivitesini %90 oraninda korudugu
gOzlenmigtir. Saf enzimin optimum sicakliginin 30 °C oldugu ve 70 °C iizerinde 10 dakika
isitildiginda aktivitenin %80 oraminda kayboldugu bildirilmigtir. Cu %", Mn**, Zn*", Ba**
gibi metal iyonlarimn zayif inhibitérler oldugu, L-askorbik asid ve sisteinin 1 mM
konsantrasyonunun tamamen inhibisyona sebep oldugu belirtilmistir (Galeazzi vd., 1981,
Sojo vd., 1998). SDS-PAGE elektroforezinde molekiil agirlifi 42 kDa olan saf enzime ait
tek bir band goriilmiig ve jel filtrasyon yontemiyle de bu proteinin molekil agirhig
yaklagik 41 kDa olarak bulunmustur. Bu sonug saf enzimin bir monomer olabilecegini
gostermektedir.(Yang vd., 2000)

Monofenolaz aktivitesi, avakado bitkisinde tespit edilmis olup, bu bitkideki PFO
hem suda ¢oziinir hem de membrana bagli formlarda bulunmaktadir (Khan, 1980).
Avakadoda monofenolaz aktivitesi, aseton ile toz haline getirilen érneklerle hazirlanan
ozitler kullamlarak tayin edilmis ve p-kresol varliginda yapilan denemelerde enzim
aktivitesi oldukc¢a diigik bulunmustur. Ayrica avakado monofenolaz aktivitesi gesitli
substratlar varhginda radyometrik ve spetrofotmetrik metodlar yardimiyla tespit edilmigtir.
Triton X-114 kullanilarak kismen izole edilen avakado PFO’su 4-hidroksi anisol
kullamilarak karakterize edilmistir (Espin, 1997).

PFO kahvenin (Coffea arabica L.) yapraklarindan ve meyve endospermlerinden
(PFO-E) ekstrakte edilerek karakterize edilmis ve bir ¢ok bitkide oldugu gibi erken gelisme
safhasinda yaprak ve endospermlerde yiiksek oldugu gozlenmistir (Ratjen ve Robinson,
1992; Dry ve Robinson, 1994). Kahvede, kahve kalitesiyle PFO arasindaki iliski tam
olarak bilinmemesine ragmen digiik kalitedeki kahvelerde diisiik aktivitede PFO oldugu
bilinmektedir (Amorim ve Melo, 1991). Yaprak ve endosperm igin optimum PFO
aktivitesinin pH 6-7 de ve optimum sicaklifin 20-30 °C arasinda oldugu g6zlenmistir.
Klorojenik asidin bitkinin her iki kismi igin de en iyi substrat olmasina ragmen,
4-metilkatekol durumunda PFO’1n yapraklarda yiiksek aktivite fakat endospermde diisiik
aktivite gosterdigi gozlenmigstir. Kahve PFO proteinlerinin katalitik olarak aktif bélge
disinda proteolitik olarak duyarli bir bolge igerdigi ortaya konmustur (Mazzafera ve
Rabinson, 2000).

Cay bitkisinin (6zellikle filizlerinin) PFO’ca oldukg¢a zengin oldugu ve gayin
fermantasyonunda anahtar enzim oldugu bilinmektedir. PFO ¢ay bitkisinin hemen hemen
tiim boliimlerinde bulunur ve gay kalitesi bu enzimin cay filizlerindeki igerigi ile dogrudan

iligkilidir (Biswas, 1971). Cay bitkisinin gesitli organlarindan hazirlanan enzim ozitleri
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kullanilarak yapilan enzimatik deneyler, enzimin ¢oziiniir haldeki ve membran bagh
formlannin  igeriklerinin bir tir igerisinde farkliliklar gosterdigi bulunmustur
(Singh, 1994). Bitkiden hazirlanan PFO ve peroksidaz enzimleri ile yesil ¢ay
yapraklarindan izole edilen flavanoller in vitro muamele edilmis, olusan reaksiyon ve
tiriinleri HPLC ile izlenmistir. Bu iki enzimin ¢aym fermentasyonuna ya da kararmasina
etkisi aragtinlmis ve PFO varliinda ¢aymn kalitesinden sorumlu olan thaflavin ve
thearubigin bilesenleri daha yiiksek diizeylerde gozlenmistir (Finger, 1994).

PFO’nun etkili oldugu bitki tiirlerinden birisi de mantarlardir. Endiistriyel olarak en
az diizeyde iglenmis mantarin saklama esnasinda enzimatik esmerlesmeden dolay1 raf omrit
birkag giin ile sinurlidir. Mantardaki esmerlesmeye sebep olabilecek enzimler olan PFO,
lakkaz ve peroksidaz aktiviteleri Portabella mantarinda ¢alisilmig ve PFO’nun mantar
dokularindaki en bol enzim oldugu ve hem de kinetik ve inhibisyon g¢aligmalar1 sonucu
mantardaki esmerlesmenin biyik bir oranmin PFO’dan kaynaklandigi bulunmusgtur
(Zhang, 1997, Ratcliffe, 1994). Polifenol oksidaz enzimi igeren bazi organizmalarla ilgili
bilgiler Tablo 2’ de toplu halde verilmistir.

Tablo 2. PFO igeren baz1 organimalarla ilgili 6zet veriler

Bulundugu organizma Kullanilan substrat Optimum pH  Optimum sicakhik
Erik(Espin vd.,1996) PHPPA, DHPPA 43 25°C
Yaban Giilii

4-MK 8.5 20°C
(Sakiroglu vd., 1996)
Elma (Espin vd., 1995) PHPPA 4,6 25°C
Dut (Arslan vd., 2004) 4-MK 7.5 20°C
E.coli (Kong vd., 2000) L-DOPA 75 37°C
Ispanak (Yelena vd.,1996) 4-MK 8.0 30°C
Prunus meyveleri AMK 455 959C

(Fraigner vd., 1995)
Trametes sp. MS.39401

4-MK 4,5-5 35°C
(Motoda vd.,1999)
Daongel (Dincer vd., 2002) 4-MK, 6,5 35°C
Karayemis 3-(3,4-dihidrosifenil) 70 50, 40°C

(Colak vd., 2004) propionik asid
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Gonen kaplicalarindan izole edilen ve termofilik bir bakteri olan Anoxybacilus
kestanbolensis K1 veK4™ bakterileri iizerinde yapilan incelemelerde difenolaz aktivitesine
rastlanmig ve bu aktivitenin 4-metil katekol substratina kargt oldukca yiiksek ilgiye sahip
oldugu bildirilmigtir. Bu mikroorganizmalardan hazirlanan hiicreigi enzim 6ziitiiniin sahip
oldugu difenolaz aktivitesinin karakterizasyonu igin yapilan ¢aligmalarda, 4-MK varliginda
optimum pH’in 9,5 optimum sicaklik degerinin ise 70°C ve 80 °C oldugu bulunmustur.
Optimum sicaklikta 4. kestanbolensis KA" bir saat bekletildiginde sahip oldugu difenolaz
aktivitesini kaybetmedigi ancak K1 susu durumunda ise aym aktivitenin 80°C’ de arttigi
gozlenmistir. Her bir susta bulunan difenolaz aktivitesi alkali pH degerinde oldukg¢a yiiksek
kararhlik gostermistir. Difenolaz aktivitesi K1 ve K4® suslaninda 0,01 mM
sodyummetabisiilfit, askorbik asid ve L-sistein ilavesiyle tamamen inhibe edildigi; 1mM
Mn** ortama ilave edildiginde ise aktivitenin 6,4 ve 5,3 misli arttigi bildirilmigtir
(Yildirim vd., 2004).

1.4.2. Polifenol Oksidazlarin Reaksiyon Mekanizmasi

Uluslararasi Biyokimya Dernegi (IUB) enzim komisyonuna gére PFO birbiriyle
iliskili yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarimi igeren ii¢ gesit aktiviteye sahiptir. Bunlar:
katekoloksidaz veya o-difenol:oksijen oksidorediiktaz (EC 1.10.3.1); lakkaz veya
p-difenol:oksijen oksidorediiktaz (EC 1.10.3.2) ve kresolaz veya monofenol oksijenaz
(EC 1.14.18.1) dir (Yelana vd.,1996). Bu bilgilerin 1g18inda enzimin iki farklt tiir
reaksiyonu katalizledigi sonucuna vanlabilir. Bu reaksiyonlar; o-difenollerin olustugu
monofenclerin o-hidrokslasyonu (kresolaz/monofenolaz aktivitesi) ve bunu takiben
o-difenollerin o-kinonlara (katekolaz/difenolaz aktivitesi) oksidasyonudur (Fenoll vd.,
2000; Fontecave ve Sunduran, 1998).

OH OH
Monofenolaz OH
(Tirosinaz)
GH, o,
H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH
Tirosin 3,4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)

Reaksiyon 2. Monofenollerin o-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi)
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OH
OH

Difenolaz

Y

CIBH2 (Katekolaz)

ot
H,N—CH-—COOH H,N—CH—COOH
3,4-dihidroksifenilalanin

Dopakinon
(L-DOPA)

Reaksiyon 3. o- difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (Difenclaz aktivitesi)

PFO igin yapilan kimyasal ve spektroskopik ¢aligmalar sonucu ele gegen bulgular

aktif bolgenin iki bintkleer bakir kompleksine sahip oldugunu ve Tip 3 bakir merkez
ozelligi tasid1Zim gbstermektedir.

2, \\\\C_) "W, iI"S\\\Hls Hl'fs,,,' Tis\\\His
'o.Cu W -E-' ‘e C u‘,‘ 'o.(:u C u B
HIS/ ‘.\0/ \HIS His/ l.\O/ \His
His His H
Oksi-PFO met-PFO
"%, His _His
"".. + + Cl ».\‘\\
Cu — uu
His His His
deoksi-PFO

Sekil 3. PFO’nun bakir merkezleri

Oksijenlenmis form (oksi-PFO), her biri iki kuvvetli ekvatoryal ve bir zayif aksiyal
Np;is ligandlariyla koordine olmusg iki tetragonal Cu(Il) atomundan olusmustur. Eksojen

oksijen molekiilii peroksid olarak baglanir ve iki bakir atomu arasinda koprii olusturur.
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Met-PFO formu oksi-form gibi endojen képrityle antiferromagnetik sekilde giftlegmis iki
tetragonal Cu(Il) atomu igerir. Deoksi-PFO bikuprik yapiya sahiptir. [Cu(I)-Cu(D)]
PFO’nun aktif bolgesindeki bakir igeren bu ii¢ form monofenollerin o-hidroksilasyonu ve
difenolerin oksidasyonuyla sonuglanan reaksiyon mekanizmas: i¢in bir modeldir
(Duran vd., 2002; Klabunde vd.,1998).

Fizyoljik fonksiyonlar1 farkli olmasina ragmen PFO ve hemosiyanin aktif bolgesi
birbirine benzerlik gostermekte ve bu model sistemler iizerinde yapilan g¢aligmalar
monofenollerin PFO ile katalizlenen déniisiimlerinin substratin enzimin oksi-formuna
baglanmasiyla bagladifim ortaya koymaktadir (Decker ve Tuczek, 2000).

Monofenolaz gevriminde olusan difenol (kresolaz reaksiyonu) ve ardindan olusan bu
difenolun difenolaz ¢evriminde (katekolaz reaksiyonu) kullamlmast nedeniyle PFO’nun

monofenolaz ve difenolaz ¢evrimlerinin birbiriyle baglantili oldugu séylenir.

© ©

. O
His His 2 Hi His
N / ‘s\ O /
{hCu Cu(l) \" (n cU/ | Scum
His™ 1 | “His His” 1| S0 7| “His
His His His His

e Tyr
H:O 4\ \- H+ p\ k’ H+

GO
His, /0 O His o) ®His

His
\ / NG O /
m Cu culn) e’ 1 cum
His” 1| >0 7| SHis His” | >0 | His
His H His His His

Reakstyon 4. Polifenol oksidaz i¢in 6nerilen monofenolaz ¢evrimi
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His His K His His
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His” | | “His His”™ 1 ™0 | “His
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\ TR

%@}
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His_ , ek 0\\ M
() Cu Cull) (") Cu\ /Cu(")
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+
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Reaksiyon 5. PFO igin énerilen difenolaz ¢evrimi (Q: o-kinon)

PFO’nun katalitik aktivite mekanizmasinda deoksi-formundaki enzim bir oksijen
molekiiliiyle birlegerek oksi-PFO formuna donigiir. [Cu**-0,>-Cu®'] Fenolik substrat
0ksi-PFO’nun bakir atomlarindan biriyle aksiyal konumdan koordinasyonu saglar.
Monofenolaz aktivitesinin gergeklesmesi igin ortamda oksi-formu iceren enzim mutlaka
bulunmalidir (Sung-Yum Seo, 2003). Daha sonra substratin 5 koordinasyonlu ara
uriininiin  yeniden diizenlenmesiyle fenoliin o-hidroksilasyonu saglanir, su kaybi ile
difenolik Uriiniin olusumu gerceklesmis olur. Molekiil igi elektron transferi sonucu
o-benzokinon iirinii olusurken deoksi-forma dénen enzimin aktif bolgesi yeni bir katalitik

cevrime girmek i¢in hazir hale gelir.
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Reaksiyon 6. PFO igin Onerilen monofenolaz ve difenolaz katalitik cevrimi
(Sanchez-Ferrer vd., 1995).

Olusan o-kinon bilesikleri, canlilarda bulunan en reaktif ara tiriinlerdir ve enzimatik
olmayan oksidasyon reaksiyonlar: ile izl ve kolayca polimerleserek koyu kahve renkli
suda az ¢ozinen polimerik yapilara doniigiim gergeklesir. Boylece esmerlesme
reaksiyonunun karakteristigi olan pigmentler olugur.

Cesitli organizmalarda yapilan c¢aligmalar PFO’nun ortalama 55-60 kDa molekiil
agirhigina sahip oldugu patates, tiitlin ve mantarda bakir igeriginin %0,2-0,3 degerleri
arasinda oldugu tespit edilmigtir. Taze hazirlanan enzim 6zitinde bakirin Cu(I) seklinde
oldugu ancak zamanla Cu(Il) sekline yavasca okside oldugu ve bu degismenin aktivitede
bir kayba yol agmadig: belirlenmistir. Bakirnin uzaklagtinnldigt apoenzim aktif degildir.
Ancak Cu(Il) ilavesiyle aktivite geri kazanilabilmistir (Kertesz, 1962). Apoeenzim saf
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enzimin sulu ¢ozeltisinin potasyum siyaniir iceren ¢ozeltiye kargi diyaliz edilmesi ile
hazirlanabilmigtir. Saf PFO enzimi notral pH degerinde olduk¢a kararlidir ve -25 °C de
aktivitesinde kayip olmaksizin birkag ay saklanabilir.

1.4.3. PFO Aktivitesinin Belirlenmesi

PFO aktivitesi, farklt monofenolik ve difenolik substratlar varliginda manometrik,
palografik, kronometrik ve spektofotometrik gibi ¢esitli teknikler yardimiyla
olgilebilmektedir. Fenolik substratin oksidasyonu sirasinda kullamlan O, bir respirometre
ile sistemin oksijen harcamasi esasina gore manometrik olarak yada bir oksijen
elektroduyla palografik olarak 6lgiilebilir. Kronometrik metotta ise askorbik asit varhiginda
reaksiyon sirasinda rengin ilk gorildiigia an tespit edilir. Spekrofotometrik islemlerde ise
genelde ya substratlarin oksidasyonu izlenir ya da esmerlesme reaksiyonunun bir Giriintiniin
olusma hzini 6lgilerek enzim aktivitesi tayin edilir ve bu metot daha ¢abuk ve kolay
oldugundan digerlerine gore tercih edilir (Whitaker, 1972). Bu teknikler disinda niikleer
magnetik rezonans ve yilksek performansli sivi kromatografisi teknikleri de bazi
aragtirmacilar tarafindan kullanilmig olmasina ragmen pahali teghizat gerektirdiginden

yaygun olarak kullanilmazlar.

COOH H COOH

PPO

HIZLI HN— N= ]@
HIZLt
o COOH ¢y COOH
o~ NH — N;< HO NH — N=<
NK ND

Reaksiyon 7. Polifeno! oksidazin kromojenik niikleofii (MTBH) varhginda
Monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri (M: Monofenol, D: Difenol,
K: o-kinon, N: Kromojenik niikleofil, ND: Nukleofil-difenol renksiz
Katilma iiriinii, NK: Niiklofil-kinon kromoforik katilma riinii)



PFO aktivitesi 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) gibi kromojenik bir
nikleofil varliginda olduk¢a duyarli ve dogru bir sekilde spektrofotometrik olarak
Olgulebilir. Bu metodda, niikleofilin yoklugunda ve varliginda PFO tarafindan iretilen
o-kinonlar, niikleofi! ile renkli katilma iirtinleri verirler ve bu katilma triinler1 500 nm’deki
karakteristik absorbsiyonlar1 ile belirlenirler (Reaksiyon 7). Bu metodun mekanizmasi
detayl1 bir gekilde ortaya konmus olup (Rodrigez, 1994) elma ve avakado meyvelerindeki
PFO aktivitelerinin tayininde basanl: bir sekilde uygulanmigtir (Espin, 1995; 1997).

1.4.4. PFO inhibisyonu

Enzimatik esmerlesme mantarlarin ve diger besinlerin olgunlagmasi, depolanmasi
veya islenmesi esnasinda ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Giiniimiizde
esmerlesmeyi O6nlemek igin inhibitérlere bagvurulmaktadir. Kullanilan inhibitdrler
yiyeceklerde enzimsel esmerlesmeyi durdurabilen, yiyecek kalitesine etki etmeyen ve
zehirli olmayan materyaller olmalidir (Ferrar ve Walker, 1996). Bugiin en sik bagvurulan
inhibitor solfittir. Buoun disginda O, ve fenolik substratlarin ikisinin veya birisinin
ortamdan uzaklagtinlmasiyla da esmerlesme 6nlenebilir. Ancak, sebze ve meyvelerin taze
olarak pazara sunulmasi, satilmasi ve servis yapilmas: durumunda silfit kullammina izin
verilmez (FDA, 1996). Salfitlerin, besinleri yikict 6zelligi yaninda bitki ve meyvelerde
doku yumusamas: ve tatsizlik meydana getirdigi bilinmektedir. Yayinlanan bir ¢ok rapora
gore bazi insanlann Ozellikle astim hastalaninin  silfit bilegiklerine karsi hassas
olabilecekleri belirtilmis ve bu yiizden diinyada silfit kullammina ortak kisitlama
getirilmis hatta birgok gelismis iilkede de yasaklanmugtir (Ding vd.; 2002).

Yapilan aragtirmalar sonucunda inhibitorleri dogal ve sentetik orijinli olarak iki ana
grupta toplamak miimkiindiir. Dogal kaynakli inhibitérler polifenoller, aldehidler ve
tirevleri olarak iki alt grupta toplanabilir.

1. Dogal orijinli inhibitorler:

a. Polifenoller; dogada son derece yaygin olarak bulunan maddelerdir ve bir ¢ok
¢igegin renginden de sorumlu olduklan igin bitki tanninleri olarak ta bilinirler. Bunlarin
bazilan1 kompleks bilesiklerdir ve bitkilerin kok, kabuk ve yapraklarinda bulunurlar. Basit
yapida bulunanlan ise ¢ogunlukla taze meyve, sebze ve ¢ayda bulunurlar. Baz1 potansiyel
PFO inhibitorleri kompferol, kursetin, kukarinon ve kusnol gibi birgok bitkiden izole
edilen flavanoidlerdir (Kubo wvd.,1992, 1999; Chen vd., 2002; Ha vd., 2001). Bu



caliymalara gore flavanoidlerin inhibisyon ozelligi aktif bolgedeki bakirla selat
olusturabilme yeteneginden ileri gelmektedir.

b. Aldehidler ve tirevleri; ¢ok sayida aldehid ve tirevinin PFO igin izolasyonu ve
karakterizasyonu yapilmigtir. Ornegin trans sinnamaldehid, 2-hidroksi-4-metoksi
benzaldehid, aris aldehid, kumik asid, 3,4-dihidroksi sinnamik asid gibi (Lee vd., 2000,
2002; Kubo vd., 1988, 1999). Aldehid grubu, siilthidril, amino ve hidroksi gruplan gibi
niikleofilik grup olmasi nedeniyle biyolojik dneme sahiptir. Bu sebeple etkisinin enzimin
primer amino gruplanyla schiff bazi formasyonu olusturmasindan ileri geldigi
soylenmektedir.

2. Sentetik orijinli inhibitorler:

Simdiye kadar ¢ok ¢esitli sentetik orijinli inhibitor rapor edilmigtir. Iiging olarak
bunlann bazilan ilagtir. Digerleri ise basit kimyasallardir

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

b. Kimyasallar, hidrojen peroksit, hidroksilamin, tioller ve aromatik karboksilik
asidler gibi bir ¢ok kimyasal inhibitor olarak PFO aktivitesini kisttlayici 6zellie sahiptir.

1.5. Cahsmanm Amact

Kozmetik ve ilag ﬁretiminde’ enzimlere ve enzimler araciligiyla sentezlenen ya da
modifiye edilen iriinlere olan talep giin gectikge artmaktadir. Enzim katalizsiz
reaksiyonlarla sentezlenen tirinler pahali olmalanimin yaninda reaksiyon sonucu olugan ve
istenmeyen yan iiriinleri de tagimaktadir. Olusan bu yan triinler insan saghgi agisindan
genelde sakincalar dogurmaktadir.

Giniimiizde besinlerin saglikli bir gekilde korunmasina ve raf oOmiirlerinin
uzatilmasma ihtiyag duyulmaktadir. Yiyeceklerin, sentetik yoldan elde edilmis
kimyasallarla ya da farkli yontemlerle korunmalan sonucu gidalarda lezzet ve besin degeri
kayb:1 olugmakta ve cesitli toksik maddeler meydana gelmektedir. Bu tiirden olusumlar da
insan saghgm tehdit ettiginden bu konularda diinya gevre ve saglik orgiitleri hassasiyet
gostermekte olup gelismis Glkelerde enzimlerle elde edilen yem driinlerin ya da bilinen

urtnlerin yeniden modifiye edilmesi ¢aligmalarina hiz verilmektedir.



Yapilan bu galismada oksidorediiktaz sinifi olan bir enzimin varligi, biyokimyasal ve
kinetik 6zellikleri Trabzon’un Liger Yaylasindan toplanan M. mastoidea (Fr.) mantarinda
incelenmistir. Mantarlarin terapatik amagh kullammi ve bir ¢ok yenebilir mantarin
monofenolaz aktivitesi ile trosini L-DOPA’ya déniistiirebilme yetenegi beyinde tiimér
olusumunu ve Parkinson hastalifini onlemesi ayrica kansere sebep olan radikallerin
olusumunu kisitlamasiyla birlikte antioksidan 6zellik gostermesi mantarlara olan talebi giin
gectikce arttirmaktadir (Vogel vd., 1977; Husain ve Hadi, 1995; Morin vd., 1998; Shi vd.,
2002).

Bu ¢aligmanin amaci, gida endistrisi ve klinik uygulamalar agisindan 6nemli olmast
nedeniyle ilimiz Magka ilgesi Liser yaylasindan toplanan bazi mantar tiirlerinden
hazirlanan o6zitlerde, yine degisik endiistri kollar1 igin 6énemli bir enzim olan PFO
aktivitesinin tayin edilmesi ve etkili bir PFO kaynagi olduu tespit edilen
M. mastoidea’dan hazirlanan enzim Oziitiiniin sahip oldugu monofenolaz ve difenolaz
aktivitelerinin aynintili bir sekilde karakterizasyonunun yapilmasidir. Karakterizasyon
calismalan kapsaminda, enzimin pH ve 1sil kararhlifi, monofenolaz ve difenolaz
aktivitelerinin optimum pH ve swakhég metal iyonlarimn ve genel PFO inhibitdrlerinin
varliginin, substrat ve protein konsantrasyonunun aktivite {izerine etkisi incelenerek bazi
kinetik sonuglara ulasabilmektir. Endiistrinin ¢okea ilgi ve ihtiyag duydugu monofenolaz
aktivitesinin, mikrobiyal kaynaklardan yiiksek oranlarda elde edilememesi ve bir ¢ok
bitkisel organizmada bulunmamasi mantarlara olan ilgiyi arttirmaktadir. Dolayisiyla PFO
enziminin mantarlardan saflastirilip ileri derecede karakterize edilmesini igeren galigmalar

endiistrinin bu ihtiyacina cevap verebilmesi agisindan 6nem kazanmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Bu ¢aligmada kullanilan, TritonX-114 (TX-114) deterjam, fenilmetilsiilfonilflorir
(PMSF), 4-metil katekol (4-MK), katekol, L-3,4-dihidrosifenilalanin (L-DOPA), trosin,
3-(4-hidroksifenil)-propionik  asit (PHPPA), epikatekin, 3-metil-2-benzotiyazolinon
(MBTH), sigir serum albumin (BSA), sodyumdodesil siilfat (SDS) ve folin kimyasallar
Sigma Chemical Co., St Louis (MO, USA) firmasindan, tampon ¢6zelti hazirlamada ve
diger islemlerde kullanilan dipotasyum hidrojenfosfat, potasyum dihidrojenfosfat, sodyum
asetat, asetik asit, etilendiamintetra asetik asit (EDTA), magnezyum kloriir,
tris(hidroksimetil)amino metan (TRIS), dimetilformamid (DMF), askorbik asit, histidin,
tiyotire, sodyum metabisilfit, benzoik asit, sodyum azid, fenilalanin kimyasallar1 Merck
A.G. (Darmstadt, Germany), glisin reaktifi KARE Kimya ve dig Tic. Ltd. Sti.” den
saglanmustir.

Santrifiijleme islemi Sigma 2-16 K marka santrifiij cihazinda, spektrofotometrik
olgtimler ATI Unicam UV2-100 spekrofotometre cihazi, elektroforez iglemi Owl scientific
marka P8DS model (Inc.Wobum, MA TUSA) elektroforez cihazi ile, ‘doku
homojenizasyonu Braun marka pargalayici, pH ol¢iimleri Jenway 3010 pH-metresi ile

yapmigtir.

2.2, Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

50 mM fosfat tamponu; 0,4060 g KH,PO,’in saf suda ¢oziinerek hazirlanan 1 litrelik
cozeltisinin 100mL’ si pH 6.0 oluncaya kadar 0,0254 g K;HPOy'iin  saf suda ¢oziinerek
hazirlanan 100 mL’lik ¢ozeltisiyle titre edilmesiyle hazirlandi. 3,314g K,HPO; 100mL
suda ¢ozilerek yine 100 mL saf suda hazirlanan 4,214g KH,PO4 ¢ozeltisiyle pH 7.0
oluncaya kadar titre edilmesiyle hazirland:.

50 mM asetat tamponu i¢in 4,1 g sodyum asetat 700 mL saf suda ¢oziinditkten sonra
50 mM asetik asit ile pH 4.0 ve 5.0 oluncaya kadar ayr1 ayr titre edildi ve ¢6zelti saf suyla
1000 mL’ye tamamland.



50 mM glisin-HCI tamponu ise 3,7535 g glisinin 700 mL saf suda ¢6ziinmesiyle
hazirlanan ¢6zeltinin, 0,05 M’hik HCI ¢ozeltisi ile pH 3.0 oluncaya kadar titre edilmesi ve
daha sonra ¢ozeltinin hacminin saf suyla 1L’ye tamamlanmastyla hazirlandi.

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

tamamlanmasiyla hazirlandi.

2.3. Enzim Oziitii Hazirlama Cozeltisi

80 mL asetat tamponu (pH 4.0) igerisinde nihai konsantrasyonlar %6 (w/v) TX-114
deterjam, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl,, 1 mM PMSF olacak sekilde belirtilen kimyasallarin
ilavesiyle olusturulan ¢6zeltinin hacminin ayni tamponla 100 mL’ye tamamlanmasiyla

hazirland:.

2.4. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Trabzon’un Magcka ilgesinin Liser Yaylasindan toplanan Macrolepiota mastoidea
(Fr.) Singer,, Lilloa 22: 417(1951) [1949];, Lepista nuda (Bull.:Fr.) Corumooke;
Hypholoma fasciculare (Huds.) Quél, Fithrer firPilzfreunde (Zwickau): 21, 72 (1871);
Handkea excipuliformis (scop.) Pers., Nova Hedwigia 48 (3-4): 283 (1989); Amanita
rubescens var. rubescens (Pers.) Gray, Tent. disp. meth. Fung.: 71 (1797); Boletus
erythropus Fr.; Cantharellus lutescens isimli mantarlar stvi azot igerisinde laboratuvara
ulagtinldiktan sonra ~30 °C ‘deki derin dondurucuda iki giin bekletildi. Oziit hazirlama
islemi esnasinda bu mantarlarin her birinden 10 g alinarak Dewar kabindaki sivi azot
icinde hiicre membranlarinin pargalanmasi i¢in 15 dakika tutuldu. Mantarlar 50 mM
10’ar mL farkl pH’lardaki (pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0) ham 6ziit hazirlama ¢6zeltisi iginde
pargalayici yardimiyla 10 dakika iyice parcalandiktan sonra 4 °C’ de adi siizgeg kagidindan
siziildi. Elde edilen siiziintiller 4 °C’de 17000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Ayirma
islemi sonunda olusan sivi kisimlarda protein ve aktivite tayinleri yapildi. Yenebilir ve
yiiksek PFO aktivitesine sahip olmasi nedeniyle Macrolepiota mastoidea bu ¢aligmaya

materyal olarak segildi. Bu mantardan 30 g alinip, siv1 azot i¢inde bekletildikten sonra en



yiiksek aktiviteyi gosterdigi pH’ da (pH 4.0 olan 30 mL asetat tamponu kullanarak) enzim
oziiti hazirlandi. Hazirlanan ham enzim 6ziitih 1mL’lik porsiyonlara aynlarak plastik

tiplerde -30 °C’ de galigma siiresi boyunca muhafaza edildi.

2.5. Protein Tayini

Hazirlanan mantar dziitlerinin protein igerigi Lowry metoduna gore tayin edildi
(Lowry, 1951). 10 uL 6ziit, %0,1 sodyumdodesil siilfat iceren 490 uL 0,1 N NaOH ¢ozelti
ile 500 pL’ye seyreltilerek baziklestirildi. Bu ¢ozeltiye, esdeger oranlarda karistirilmig
%0,2 Na;CO3’1in 0,1 N NaOH igerisindeki gozeltisi (12,5 mL) ve %2 sodyumpotasyum
tartaratin iceren %1 lik CuSQ, ¢ozeltisinden (0,25 mL) 1 mL ilave edildi. 5-10 dakika
¢Ozeltinin iyice karigmas: saglandiktan sonra 1:1 oraminda saf su ile seyreltilmig folin
reaktifinden 100 pL ilave edildi ve 30 dakika olgunlagmaya birakildiktan sonra
650 nm’ deki absorbanslar1 okundu. Kalibrasyon grafigi, ayn: iglemlerin tekrarlandigi BSA
standart protein ¢ozeltileri kullanilarak hazirlandi ve bu grafikten yararlanilarak 6zitlerin

protein igerikleri tayin edildi.

2.6. PFO Aktivitesi Tayini

PFO aktivitesi spektrofotometrik olarak 4-MK igin 494 nm’ de diger tiim substratlar
igin 500 nm’de absorbanstaki artisin oOlgilmesiyle belirlendi (Espin,1995). Belli
hacimlerdeki substrat ¢ozeltisi (100 mM stok substrat ¢ozeltisi), aym hacimde MBTH
¢ozeltisi (stok 10 mM) ve %2 (v/v) DMF igeren reaksiyon kargimi tampon ¢ozeltiyle
950 pL’ ye tamamlandiktan sonra bu karigima 50 plL enzim 6ziti ilave edilerek reaksiyon
baglatildi. Olusan triinden dolay: reaksiyon kangiminin absorbans deisimi 2 dakika
boyunca belirtilen dalga boyunda izlendi ve aktivite hesabi yapild:. Bir tinite (U) PFO
aktivitesi, 1 mlL reaksiyon kangiminda 1 dakikada olusan 1 puM iriin miktann olarak
tanimlanmigtir. Ozgiin aktivite ise, hazirlanan enzim ozitiindeki 1 mg protein basina

hesaplanan enzim aktivitesi olarak tammlanmigtir (Kong vd., 2000).
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2.7. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Dogal PAGE Owl scientific marka P8DS model (Inc.Wobum, MA USA)
elektroforez cibazi ve %8’ lik poliakrilamid jel kullalarak yapildi. Ham ozitteki
proteinler 1:1 oraninda aseton ile ¢oktiriilerek Sigma 2-16 K marka santrifiijle 5 dakika
santrifijlendi. Kat: kistm alinarak asetonun ortamdan uzaklagmasi igin 24 saat 4 °C’ de
bekletildikten sonra fosfat tamponunda (50 mM, pH 6.0) ¢dzindii ve elektroforeze hazir
hale getirildi. Elektroforez iglemi icin 6mekler, 16 mA’ lik bir akimda 3 saat boyunca
yuritildiikten sonra ¢ikarilan jel 24 mM L-DOPA c¢ozeltisi ile oda sicakliginda 2 saat

sireyle boyand: ve bantlarin varlig: gézlendi.

2.8. Substrat Ozgiinliigii

PFO aktivitesi, substrat olarak 4-MK, katekol, L-DOPA, trosin, PHPPA, epikatekin
kullamlarak optimum pH degerindeki tamponlarda MBTH ile maksimum absorbsiyonu
verdikleri dalga boylarinda absorbanstaki artis olarak belirlendi. (Espin, 1997) En yiiksek
PFO aktivitesi PHPPA (monofenolaz aktivitesi) ve 4-MK varliginda (difenolaz aktivitesi)
bulundu ve bundan sonraki denemelerde monofenolaz ve difenolaz aktivitesini kiyaslamak

icin bu sustratlar kullanuldi.

2.9. Optimum pH

PFO aktivitesi, pH’ 1n bir fonksiyonu olarak 50 mM Glisin-HCl tamponunda pH 3.0;
50 mM asetat tamponunda pH 4.0 ve pH 5.0; 50 mM fosfat tamponunda pH 6.0 ve pH 7.0;
50 mM Tris-HCl tamponunda pH 8.0 ve pH 9.0 degerleri i¢in monofenolik substrat olarak
PHPPA ve difenolik substrat olarak 4-MK kullanilarak belirlendi. Elde edilen pH degerleri
optimum substrat konsantrasyonu, protein miktarimin aktivite iizerine etkisi ve diger

parametrelerin belirlenmesinde kullanildi.



2.10. Optimum Sicakhk

M. mastoidea’dan hazirlanan enzim ozitindeki monofenolaz ve difenolaz
aktivitelerinin optimum sicakhiginin belirlenmesi i¢in, PFO aktivitesi 10-70 °C araligindaki
sicakhk degerlerinde bir su banyosu yardimiyla olgiildi. Tampon ve her bir substrat
cozeltisi kangimlan substratlar igin belirlenen optimum pH degerlerinde ve yukanda
belirtilen sicaklik araliginda 5 dakika inkiibe edildi. Tampon ve substrat karisimin kiivete
bosaltiimas: esnasinda meydana gelebilecek sicaklik degisimini 6nlemek amactyla kiivetler
birka¢ dakika su banyosunda bekletildi. Karnigima enzim 6ziiti ilave edilerek olgiimler

miimkiin oldugu kadar hizli bir gekilde yapildi.

2.10.0ptimum Protein Miktarmin Belirlenmesi

Enzim ozitindeki monofenolaz ve difenoclaz aktivitesinin maksimum absorbans
verdigi optimum protein miktarini belirlemek igin her bir substratin optimum pH’larinda
sabit substrat miktarina karsilik proteinin degisen miktarlarindaki (PHPPA i¢in 0,01-0,5
mg/mL; 4-MK i¢in 0,005-0,25 mg/mL ) aktivite degisimi grafige gegirilerek enzimin
doygunluga eristigi noktadaki protein miktar: bulundu.

2.11.0ptimum Substrat Konsantrasyonunun, Vm,is ve Ky, ‘nin Belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi substrat konsantrasyonunun belirlenmesi igin
daha 6nce belirlenen optimum sartlarda (protein miktari, pH ve sicaklik) Ozitiin sahip
oldugu monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri igin her bir substratin deZisen
konsantrasyonlarina (0,01-10 mM monofenolaz, 0,01-20 mM difenolaz i¢in) karst olgiilen
hiz degerleri grafige gecirildi. Boylece hazirlanan substrat doygunluk egrilerinden her bir
enzim aktivitesi igin optimum substrat konsantrasyonu tayin edildi. Kinetik verilerin eldesi
i¢in ise yukarida bahsedilen deney sonuglant kullamlarak Lineweaver-Burk egirileri
hazirlandi ve bu egrilerden yararlanilarak yine her bir enzim aktivitesi i¢in Vs ve K

degerleri belirlendi.



2.13. Isil Kararhihk

PFO 1s1l kararliligin: belirlemek amaciyla, enzim 6ziiti ependorf tiipleri igerisinde bir
su banyosunda 20-80 °C araliginda farkli sicakliklarda 10 °C artiglarla 60 dakika inkiibe
edildi ve 20 dakikalik araliklarla bir buz banyosunda oda sicakliina sogutulduktan sonra
daha onceden optimize edilen protein konsantrasyonlarina gore 1sitilan enzim 6ziitiine yine
daha 6nceden optimize edilen substrat konsantrasyonuna bagli olarak substrat , MBTH ve
DMF ilave edilerek kalan PFO aktivitesi spekrofotometrik yontemle ol¢gildi. Kalan yizde
PFO aktiviteleri 1sitilmamis enzimle yapilan 6lgiimle kiyaslanarak hesapland:.

M. mastoidea monofenolaz ve difenolazinin her bir sicakliktaki hiz sabitleri (k)
agagidaki (1) esitligi ile hesapland1.

Fm In (A/Ao) (1)

k= iz sabiti

A=kalan aktivite

As=1s1tma isleminden 6nceki aktivite

Monofenolaz ve difenolazin aktivasyon enerjisi (Ea), her bir sicakligin Kelvin
cinsinden degerlerinin tersine karsihk, her bir sicakliktaki Ink degerlerinin grafige
gecirilmesiyle elde edilen dogrunun egiminim -Ea/R’ ye (R, ideal gaz sabiti;
8,3145 Jmol'K™) esitlenmesiyle hesaplandi.

Her bir sicakliktaki her iki enzimin serbest enerji degisimleri (AG) asagidaki (2)

esitligi hesaplandi.

AG=RTIn(—Ilz(X—£) @

AG : serbest enerji

: ideal gaz sabiti

. sicaklik (K)

: hiz sabiti

. Boltzman sabiti (1,3806x107 JK™)

: Planck sabiti (6,6261x10™* Js)

Her iki enzimin her bir sicakliktaki entalpi degigimi(AH) asagidaki (3) esitligi ile

=R o+

hesaplanmstir.



AH=Ea-RT 3)
Her iki enzimin her bir sicakliktaki entropi degisimi (AS ) (4) esitligi ile hesaplandi.
AS=(AH —AG)/ T (4)

2.15. inhibitor etkisi

M. mastoidea hazirlanan enzim oziitiiniin sahip oldugu monofenolaz ve difenolaz
aktivitelerinin, uygun substratlar varliginda, Sodyum azid (1-40 mM), Benzoik asit
(1-4 mM), Sodyummetabisiilfit (0,01-1 mM), Askorbik asit (0,01-1 mM), Tiyotire
(0,01-5 mM), Sistein (0,01-5 mM) ve Fenilalanin (0,01-5 mM) gibi genel PFO
inhibitorlerinin belirtilen konsantrasyonlardaki varhiginda, ayrica nihai konsantrasyonlar:
1 mM olacak sekilde AP, Mn®, K*, Co®", Ni¥*, Cu**, Zn**, Hg®’, Cd®" gibi monovalent
divalent ve trivalent metal iyonlarimn mevcudiyetinde degisimi izlendi. Inhibitor
konsantrasyonunun %kalan aktiviteye karsi grafife gecirilmesinin ardindan %350
aktivitenin korundugu degere kargilik gelen inhibitér konsantrasyonu /s degeri olarak

belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Kullamilacak Mantarn Belirlenmesi

Caligmalar esnasinda kullanacagimiz mantarin belirlenmesi amaciyla yapilan
caligmalarda materyal olarak kullandigimiz yedi cins mantar olan Macrolepiota mastoidea
(Fr.) Singer,, Lilloa 22: 417(1951) [1949], Lepista nuda (Bull.:Fr.) Corumooke;
Hypholoma fasciculare (Huds.) Quél.Fiihrer furPilzfreunde (Zwickau): 21, 72 (1871),
Handkea excipuliformis (scop.) Pers,, Nova Hedwigia 48 (3-4): 283 (1989); Amanita
rubescens var. rubescens (Pers.) Gray, Tent. disp. meth. Fung.: 71 (1797); Boletus
erythropus ¥r.; Cantharellus lutescens igin farkli pH’ larda (pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0)
oziitler hazirlanmig ve bu ziitlerin her birinde aktiviteler spektroskopik yéntemle tespit
edilerek elde edilen sonuglardan yiiksek polifenol oksidaz aktivitesine sahip ve yenilebilir
bir mantar tirii olan M. Mastoidea’nin ¢aligmalarda kullanilmasina karar verilmigtir
(Tablo 3).

Tablo 3. Kullanilan mantarlarin spesifik aktivite degerlert

Spesifik Aktivite (uM/ mg protein)

Mantar ismi Yenebilirlik Asetat Tamponu Fosfat Tamponu Tris-HCl

(50 mM) (50 mM) Tamponu
(S0mM)
pH40 pHS50 pH6.0 pH7.0 pH 8.0

M .mastoidea Yenebilir 163.7 1454 78.9 173 10.2
L .nmuda Pisince yenebilir 99.5 994 82.1 774 752
H .fasciculare Yenmez 186.3 396.2 76.3 49.1 18.0
H.excipuliformis  Pisince yenebilir 17.2 15.0 43 3.7 —

A4 .rubescens Pisince yenebilir 97.2 83.7 —_— — _—

C. lutescens Pisince yenebilir  227.7 116.7 164.7 61.0 76.4

B .erythropus Pigince yenebilir — 5066 127.6  103.9 1.8




3.2. Substrat Ozgiinliigii

Karakterizasyon ¢aligmasi igin segilen M. mastoidea mantarindan hazirlanan ham

oziitte bulunan Polifenol oksidaz enzimi (PFQ)

(4-MK),

katekol, L-3,4-dihidrosifenilalanin

i¢in substrat olarak 4-metil katekol
(L-DOPA),

tirosin,

3-(4-hidroksifenil)-propionik asit (PHPPA) ve epikatekin kullamlmugtir (Tablo 4).

Tablo 4. M. Mastoidea 6ziitinde monofenolik
substratlarin %Bagil Aktivite degerleri

ve difenolik

Bagil Aktivite (%)
Monofenolik substratlar
PHPPA 100
Tirosin 1.8
Difenolik substratlar
4-MK 100
Katekol 66,8
L- DOPA 13.5
Epikatekin 0.9

Elde edilen bu sonuglar neticesinde enzimin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu

monofenolik subsrat olan PHPPA ve difenolik substrat olan 4-MK bundan sonraki

calismalarda monofenolaz ve difenolaz enzimlerinin karakterizasyonunda substrat olarak

kullanilmagtir.

3.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Macrolepiota mastoidea (Fr.) mantarindan hazirlanan enzim 6ziitii i¢in dogal protein

elektroforezi uygulandiktan sonra elektroforez jelinin 24 mM L-DOPA ile boyanmast

sonucunda elde edilen diyagramda Rf degerleri sirasiyla 0.38 (soluk) ve 0.47 (baskin) olan

birbirinden farkl: iki bandin varlig: gozlenmistir (Sekil 4).



Sekil 4. M. mastoidea mantanindaki PFO izoenzimlerin L-DOPA substratiyla
boyanmis dogal poliakrilamid jel elektroforezi.

3.4. Protein Tayini
Kullanilan mantardan taze olarak hazirlanan 6ziitiin protein igerigi Lowry yéntemine

gore yapildi ve BSA standartlart kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisinden (Sekil 5)
ham 6ziitteki protein miktari 2,976 mg/mL olarak bulundu.
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Sekil 5. Protein tayininde kullamlan BSA kalibrasyon grafigi
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3.5. Optimum pH

M. mastoidea’nin sahip oldugu monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin optimum
pH degerlerinin belirlenmesi amaciyla, 4-MK substrat1 varhginda difenolaz ve PHPPA
substrat1 varliginda monofenolaz aktiviteleri i¢in pH-%Bagil Aktivite egrileri hazirlandi.
Buna gore, ham enzim o6zitiindeki difenolaz aktivitesi igin optimum pH degeri 4.0,

monofenolaz aktivitesi i¢in 6.0 olarak bulunmustur (Sekil 6ve 7).
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Sekil 6. M. mastoidea monofenolazinin pH bagimhilik egrisi
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Sekil 7. M. mastoidea difenolazinin pH bagimlilik egrisi



3.6. Optimum Sicakhk

M. mastoidea monofenolaz ve difenolaz aktivitesinin sicakliga bagh olarak degisimi
10-70°C arasinda denenmis Sicaklik-%Bagil Aktivite grafikleri Sekil 8 ve Sekil 9° da
gosterilmistir. Buna gore monofenolaz aktivitesi igin optimum sicaklik degerinin (30 °C)
elde edildigi egri, 30 °C’ye kadar artan ve daha sonra bir omuz geklinde 70 °C’ye kadar
azalan oldugu gozlenmis olup 70 °C’de ba@il aktivitesini %30 oraninda korudu3u tespit
edilmigtir.. M. mastoidea difenolazinin Sicaklik-%Bagil Aktivite grafigi incelendiginde ise
optimum sicaklik degeri 20 °C olan bir ¢an egrisi verdigi ve 70 °C’de bagil aktivitesini
yaklasik %10 oraninda koruyabildigi gozlenmistir.
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Sekil 8. M. mastoidea monofenolazinin sicaklik bagimlilik egrisi
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Sekil 9. M. mastoidea difenolazinin sicaklik bagimlilik egrisi



3.7. M. mastoidea monofenolaz ve difenolaz aktivitesine protein miktarinin
etkisi

M. mastoidea’dan hazirlanan ham enzim Ozitiiniin sahip oldugu monofenolaz ve
difenolaz aktivitesinin, her bir aktivite i¢in 6nceden belirlenen uygun bir substratin sabit
bir konsantrasyonunda reaksiyon karigimindaki protein miktarina bagh olarak degisimi
incelendi. Elde edilen hiperbolik egrilerden monofenolaz aktivitesi igin optimum protein
miktanmin 0,2 mg/mL ve difenolaz aktivitesi igin ise 0,1 mg/ml. olarak belirlendi
(Sekil 10 ve Sekil 11). Monofenolaz ve difenolaz aktivitesinin daha sonraki aynntili
karakterizasyonu ¢aligmalarinda reaksiyon karigimlari, nihai konsantrasyonlari belirtilen

miktarlarda protein icerecek sekilde hazirland:.
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Sekil 10. M. Mastoidea monofenolaz aktivitesi iizerine protein miktarinin etkisi
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Sekil 11. M. Mastoidea difenolaz aktivitesi {izerine protein miktarinin etkisi



3.8. Substrat konsantrasyonunun M. Mastoidea monofenolaz ve difenolaz
aktivitesi iizerine etkisi

Protein miktan sabit tutularak yapilan bu ¢aligmada, M. Mastoidea 'nin sahip oldugu
monofenolaz ve difenolazin ¢esitli kinetik verilerle karakterize edilmesi amaciyla nihai
konsantrasyonu monofenolaz aktivitesi igin 0,01-10 mM ve difenolaz aktivitesi igin
0,01-20 mM olacak sekilde sirasiyla PHPPA ve 4-MK substratlar1 kullanilarak olusan
oksidasyonun driinlerinin olusum hizlan belirlendi. Optimum substrat konsantrasyonunun
belirlenmesi igin substrat doygunluk egrileri (Sekil 12, 13), kinetik veriler igin ise
Lineweaver-Burk egrileri ¢izildi (Sekil 14, 15). Substrat doygunluk egrilerinden her iki
enzim aktivitesinin basit Michealis-Menten kinetigine uydugu, etkili bir aktivitenin
gozlenmesi icin monofenolaz aktivitesi durumunda 5 mM PHPPA, difenolaz aktivitesi
durumunda da 10 mM 4-MK gerektigi gozlendi. Lineweaver-Burk egrilerinden
monofenolaz aktivitesi igin PHPPA substrati varliginda Vpas degeri 41 (uM/dak mg
protein) ve Ky, degeri 2.7 mM olarak, difenolaz aktivitesi i¢in ise 4-MK substrati: varliginda
Vmaks degeri 384.6 (uM/dak mg protein) ve Ky, degeri 5.3 mM olarak tespit edildi. Bu
kinetik veriler toplu bir gekilde Tablo 5. de verilmektedir.

Tablo 5. PFO aktivitesinin baz1 enzim kinetigi degerleri

Aktivite tiirii Vemaks (WM/dak mg protein) K (mM) Vimars/Kan(dk™)
Monofenolaz 41 2,7 15,2
Difenolaz 384,6 5,3 72,6
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Sekil 12. M. mastoidea 'nin monofenolaz aktivitesi i¢in substrat doygunluk egrisi
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Sekil 13. M. mastoidea’'nin difenolaz aktivitesi igin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 14. M. mastoidea mn monofenolaz aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 15. M. mastoidea 'nin difenolaz aktivitesi igin Lineweaver-Burk egrisi

3.9. M. mastoidea monofenolaz ve difenolazinmn isil kararhihg:

%Kalan monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin tayini i¢in ham enzim 6zitiinin
20-80 °C arahiginda 10 °C’ lik artiglarla 60 dakika bekletildiginde gozlenen kalan
aktiviteler sicakhik degerlerine karst grafige gecildi (Sekil 16, 17). Bu egrilerden
monofenolaz aktivitesi, optimum sicakhiginda (30 °C) baslangig aktivitesinin %80 ini
korurken sicaklik artisn ile birlikte enzim kararhliini kaybetmekte ve 80 °C de ise
aktivitesini tamamuyla yitirmektedir (Sekil 16). M. mastoidea’dan hazirlanan enzim
Oziitiiniin difenolaz aktivitesi ise optimum sicakhiginda (20 °C) baslangic aktivitesini
korurken sicakhigin artigiyla birilikte enzim aktivitesini giderek kaybetmekte ve 80 °C de
ise yine benzer sekilde enzim aktivitesini tamamiyla yitirmektedir (Sekil 17). Monofenolaz
aktivitesi denenen sicakliklar igerisinde 20 °C de 60 dakika boyunca baglangi¢ aktivitesini
muhafaza ederken 80 °C de 20. dakikada baslangig aktivitesini tamamiyla kaybetmektedir
(Sekil 18). Difenolaz aktivisinde ise enzim en yiiksek kararlik gosterdigi sicaklik olan
40 °C de 60 dakika boyunca %150 lere varan bir aktiviteye sahip iken 80 °C de
20. dakikada baslangi¢ aktivitesi tamamiyla kaybolmustur (Sekil 19).
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Sekil 16. M. mastoidea monofenolazinin 1s1l kararlitik egrisi
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Sekil 17. M. mastoidea difenolazinin 1s11 kararlilik egrisi
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Sekil 18. M. mastoidea monofenolazinin zamana bagl 1s1l kararlilik egrisi
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Sekil 19. M. mastoidea difenolazinin zamana bagh sl kararlilik egrisi
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Sekil 20. M. mastoidea monofenolazinin 1/T-Ink egrisi
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Sekil 21. M. mastoidea difenolazinin 1/T-Ink egrisi

M. mastoidea’dan hazirlanan ham enzim oziitiiniin 20-80 °C arahifindaki farkli
sicakhklarda gosterdigi monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri igin (1) esitligi yardimiyla
bulunan iz sabiti (k) degerlerinin logaritmasimin sicaklik degerinin tersine (1/T) karst
cizilen grafikten elde edilen dogrularin egimi ayn ayn hesaplanarak monofenolaz (PHPPA
substrat1 varliginda) ve difenolaz (4-MK substrati varliginda) aktiviteleri i¢in aktiflegme
enerjileri sirasiyla (%,) 92066,4 J/molK ve (F,) 52239,2 J/molK olarak belirlendi
(Sekil 20, 21).

M. mastoidea monofenclaz ve difenolaz aktivitelerinin baz: termodinamik
parametrelerle olan iligkisinin belirlenmesi amaciyla, ham enzim 6ziitiiniin sahip oldugu
monofenolaz ve difenolaz katalizli reaksiyonlarin farkhi sicakliklarda hesaplanan hiz
sabitleri (k) ile diger termodinamik parametreler olan AG, AH, AS sirastyla (2), (3), (4)
esitlikleri kullamlarak hesaplandi (Tablo 6,7).

Tablo 6. M. mastoidea monofenolaz aktivitesi i¢in hesaplanan bazi termodinamik

parametreler
Sicaklik (°C) kx 107 (s7) AG (J mol) AH (J mol™) AS (@ mol'’KY)

20 0,24 296639 89630 706

30 4,38 314185 89547 <741
40 3,13 323764 89464 -748
50 136 338138 89381 =770
60 489 352234 89298 =790
70 97,5 364864 89214 -804

Ortalama deSer 331641 89422 -759
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Tablo 7. M. mastoidea difenolaz aktivitesi i¢in hesaplanan bazi termodinamik parametreler

Sicakhk(°C) kx 10°(sh AG (J mol™) AH (J mol™) AS (J mol'’KY)
20 0,932 299964 49803 854
30 7,82 315646 49720 878
40 10,3 326864 49637 886
50 451 335173 49554 884
60 10,7 348027 49470 -896
70 73,5 364058 49387 917

Ortalama deger 331622 49595 886

3.10. pH kararhilig:

%Kalan monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin tayini igin enzim 6ziitii 4°C’de 24
saat inkiibe edildigi pH degerlerinde (pH 3.0-9.0) gozlenen kalan aktiviteler pH degerlerine
karsi grafige gecirildi (Sekil 22, 23). Bu egrilere gore, M. mastoidea monofenolazi,
pH 4.0’de orijinal aktivitesinin %70 oraninda artt131, fizyolojik pH ve denenen bazik pH
degerlerinde baglangic aktivitesinin hemen hemen tamamiyla korundugu gézlenmistir.
M. mastoidea difenclazinin ise monofenolaza benzer sekilde fizyolojik pH degerlerinde

baslang¢ aktivitesini tamamiyla korudugu tespit edilmistir.
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Sekil 22. M. mastoidea monofenolazimn pH kararlilik egrisi
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Sekil 23. M. mastoidea difenolazinin pH kararhlik egrisi

3.11. M mastoidea Monofenqlaz ve Difenolaz Aktivitesine Genel PFO
Inhibitorierinin ve Metal Iyonlarinin Etkisi

M. mastoidea monofenolaz ve difenolaz aktivitesine 1-40 mM konsantrasyon
araliinda sodyum azid, 1-4 mM araliginda benzoik asid, 0,01-1 mM konsantrasyon
aralifinda sodyummetabisilfit ve askorbik asit, 0,01-5 mM araliginda ise tiyoiire, sistein
ve fenilalanin gibi bazi genel PFO inhibitorlerinin etkisi incelendi. Bundan baska nihai
konsantrasyonlar1 1 mM olacak sekilde Mn®", K*, Co*, AP*, Ca®*, Ni**, Cu®", Zn**, Hg®",
Cd** gibi monovalent, divalent ve trivalent metal iyonlanmin da M. mastoidea
monofenolaz ve difenolaz1 aktiviteleri {izerine etkisi aragtirildi. fso degerleri, her bir
inhibitor varliginda, hem monofenolaz hem de difenolaz aktivitesinde baglangic
aktivitelerinin yariya diigtiigii inhibit6r konsantrasyonu olarak tespit edilmigtir. /so degerleri
incelendiginde monofenolaz aktivitesi igin tiyoiire ve sistein gibi kukirt igeren bilesikler
ile askorbik asidin en etkili inhibitor oldugu, fenilalaninin ise yiiksek konsantrasyonlarda
dahi dusiik bir inhibisyona sebep oldugu gozlenmistir (Tablo 8). Difenolaz aktivitesinde ise
yine I5o degerleri incelendiginde sodyummetabisiilfit ve askorbik asidin etkili birer inhibtor
oldugu fakat sistein durumunda difenolaz aktivitesinin zayif inhibisyonunun sé6z konusu
oldugu tespit edilmigtir. Fenilalanin ise difenolaz aktivitesinde bir azalmaya neden
olmamstir (Tablo 9). M. mastoidea monofenolaz aktivitesine Cu®*" ve Hg®" iyonlan
yaklagik %100 inhibisyonla etki ederken Co®* nin monofenolaz aktivitesini yaklagik %50
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oraninda aktive ettigi gozlendi (Tablo 10). Difenolaz aktivitesine ise yalmzca Cu**
iyonunun, ¢ahigilan konsantrasyonda, %4.5 oraminda zayif bir inhibisyonla, Cd*"
durumunda yaklagik %56 oraninda ve denenen diger metal iyonlari durumunda degisik

oranlarda aktivitenin artiy1 geklinde etki ettigi belirlendi (Tablo 11).

Tablo 8. M. mastoidea monofenolaz aktivitesine genel PFO inhibitorlerinin etkisi

Inhibitsr Konsantrasyon (mM) % inhibisyon Iz, (mM)
Sodyum azid 10.0 953 1.40
Benzoik asit 4.0 67.8 0.84
Sodyummetabisilfit 1.0 92.3 0.47
Askorbik asit 0.1 953 0.04
Tiyoiire 5.0 99.1 0.01
Sistein 50 100.0 0.37
Fenilalanin 5.0 56.2 3.80

Tablo 9. M. mastoidea difenclaz aktivitesine genel PFO inhibitérlerinin etkisi

Inhibitor Konsantrasyon (mM) % Inhibisyon I3p (mM)
Sodyum azid 10.0 994 0.27
Benzoik asit 4.0 87.0 0.64
Sodyummetabisiilfit 1.0 99.7 0.06
Askorbik asit 0.1 98.5 0.04
Tiyoiire 5.0 100.0 0.26
Sistein 50 47.6 490

Fenilalanin Yok Yok Yok




4. TARTISMA ve SONUCLAR

Enzimler doganin katalizorleridirler ve dolayisiyla enzimsiz bir hayatin var olmas:
dustiniilemez. Bu yiizden enzimlerin 6zelliklerinin ve davramig bigimlerinin yaklagik 200
yildir inceleniyor olmas: sirpriz degildir. Protein yapilannmin ve katalizledikleri
reaksiyonlarin karmasikligi nedeniyle oksidorediiktaz simifi enzimler iizerinde ¢ok fazla
calisilmamig ancak Polifenoloksidaz (PFO) enzimi son 30 yil igerisinde bir ¢ok
aragtrmacinin ilgisini ¢ekmigtir (Seo wvd., 2003). PFO enzimi iginde bulundugu
organizmaya ve yetisme kosullarina bagl olarak ayn: organizmanin farkl: gesitlerinde bile
farkh oranlarda aktivite gosterebilir. Bitkilerde meyvenin ham veya olgun olmast bu
enzimin katalizledigi reaksiyonu etkileyen bir unsurdur. Enzim 6ziitii bir ¢ok izoenzim
kombinasyonunu ve enzim olmayan protein karisimlarim igerebilir. Bu durum yiyecek
endiistrisinde oldukga tercih edilen bir durumdur (Duangmal, 1999).

Gergeklestirilen bu ¢alismada kullamilan Macrolepiota mastoidea (Fr.) Singer, Lilloa
22:417(1951) [1949] (M. mastoidea) mantannda oksidorediiktaz sinifi bir enzim olan PFO
enziminin monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin varlid1, biyokimyasal, kinetik ve bazi
termodinamik ozellikleri aragtinlmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen veriler bilinen
diger organizmalardaki PFO’lar ile kargilastinlmigtir.

Yapilan %8’lik dogal protein poliakrilamid jel elektroforezinde M. mastoidea
mantarina ait Rf degerleri 0.38 (soluk) ve 0.45 (baskin) iki bandin gozlenmesi soz konusu
mantardan hazirlanan ham enzim 6zutiiniin PFO aktivitesi gosteren iki izoenziminin veya
substratin yiikseltgenmesini saglayacak farkli enzim aktivitelerinin varh@ni ortaya
koymustur (Sekil 4). Daha 6nce meyve, sebze ve farkli organizmalarda yapilan ¢aligmalar
sonucu ikiyle dort arasinda PFO izoenziminin varlig: tespit edilmigtir. Bunlardan bazilart;
kayis1, zerdali, erik (Fraigner, 1995), kiraz (Pifferi ve Culterera, 1974), karayemis (Colak
vd.,2004), dongel (Dincer vd., 2002), papaya (Cano vd., 1996), A.kestanbolensis Klve
K4" (Yildirim vd., 2004).

Yapilan 6n galigmalar sonucunda yiiksek PFO aktivitesine sahip olmasi ve bir ¢ok
tlkede 6nemli dlgiide tiketiliyor olmas: nedeniyle M. mastoidea’da diger mantarlara tercih
edilmistir(Tablo 3). Ayrica bu ¢alismada denenen biitiin difenolik ve monofenolik
substratlar olan katekol, 4-metil katekol (4-MK), L-3,4-dihidroksifenil alanin (L-DOPA),
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trosin, 3-(4-hidroksifenil)-propionik asit (PHPPA) ve epikatekin’in M. mastoidea’da
bulunan PFO enzimi tarafindan yukseltgendigi gortlmiistir. En yitksek aktiviteler
monofenolik substrat olarak PHPPA ve difenolik substrat olarakta 4-MK varliginda
gozlenmigtir  (Tablo 4). Bu denemeler sonucu elde edilen veriler enzim aktivitesi diger
bitki kaynaklarindan farkli ancak bir ¢ok mantar kaynagina benzer olarak monofenolaz ve
difenolaz aktivitelerini bir arada bulundurdugu tespit edilmistir (Zhang vd., 1997; Ratcliffe
vd., 1994; van Rensburg vd., 2000; Fenoll vd., 2000; Seo vd., 2003).

Enzimlerde optimum pH degerleri kullamlan materyalin kaynagina, ekstraksiyon
metoduna ve kullanilan substrata gére farkliliklar gosterir (Jiang vd., 1999). M. mastoidea
optimum monofenolaz aktivitesi PHPPA substrati varhiginda pH 6.0’da (50 mM fosfat
tamponu) ve optimum difenolaz aktivitesi ise 4-MK substratt varhiginda pH 4.0’de
(50 mM sodyum asetat tamponu) gozlenmistir (Sekil 6, 7). Ayrica ham enzim 6ziitiiniin
sahip oldugu difenolaz aktivitesinin pH 7.0 civarinda ikinci bir pik gostermesi &ziitte
bulunabilecek izoenzimlerin varlifina atfedilebilir. Degisik organizmalardan hazirlanan
ham 6ziit veya saf enzimlerin sahip oldugu monofenolaz aktivitesi igin dnceden yapilan
caligmalarda, optimum pH degerinin patlican igin 5.5 (Perez-Gilabert ve Carmona, 2000),
avokado i¢in 6.8 (Espin vd., 1997) oldugu belirtilmistir. Degisik organizmalardaki
difenolazlarin karakterizasyonu ile ilgili yapilan c¢aligmalarda ise taro ve patates igin
optimum pH degerinin 4.6 ve 6.8 (Duangmal vd., 1999), loquat i¢in 4.5 (Ding vd., 1998),
elma igin 5.0-7.5 (Rocha vd., 2001) ve kayis1 igin 7.0-8.5 (Arslan vd., 1998) oldugu
bildirilmistir. Buna gore, M. mastoidea monofenolaz ve difenolazi 6nceden bildirilen

monofenolaz ve difenolazlarla pH optimumu agisindan uygunluk géstermektedir.

M. mastoidea’dan hazirlanan ham enzim 6ziti farklh pH’larda 4 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildiginda hem monofenolaz hem de difenolaz aktivitelerinde genel
olarak ciddi kayiplarin olmadi® dolayisiyla 6zitiin 6zellikle sahip oldugu monofenolaz
aktivitesi agisindan yiiksek pH kararliligina sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 22, 23). Ham
enzim Oziitiiniin sahip oldugu monofenolaz aktivitesi, oziitiin pH 4.0 da 4°C’de 24 saat
inkiibasyonun ardindan, baglangi¢ aktivitesine gore %70 oraminda bir artig gostermekte
olup daha yiiksek pH degerlerinde ve fizyolojik pH degerlerinde ise baglangi¢ aktivitesini
korumaktadir. Oziitteki difenolaz aktivitesinin, pH kararlilifi incelendiginde 6nceden
bildirilen difenolazlara benzer sekilde, fizyolojik pH degerlerinde orijinal aktivitesini
korudugu fakat enzimin genel olarak bazik pH’larda asidik pH’lara gore daha kararli
oldugu g6zlenmistir. 4°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan asidik pH degerlerinde orijinal
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aktivitesini % 40 oraninda, bazik pH degerlerinde ise orijinal aktivitesini biyik oranda
korudugu gozlenmigstir (Ding vd., 1998; Colak vd., 2004).

Ham enzim 6zitiniin monofenolaz ve difenolaz aktivitelerinin optimum sicakhigini
belirlemek amaciyla yapilan incelemelerde optimum sicakligin monofenolaz ve difenolaz
aktivitesinde farkliliklar gosterdigi tespit edilmigtir (Sekil 8, 9). M. mastoidea’dan elde
edilen enzim 6ziitiinde en yiiksek monofenolaz aktivitesi 30 °C’de ve difenolaz aktivitesi
20 °C’de gozlenmigtir. Farkli bitki tiirlerinde PFO enziminin optimum sicakliklari
M. mastoidea ile benzerlik gostermekle birlikte; erikte 37 °C (Siddiq vd., 1992), dongel
meyvesinde 35 °C (Dincer vd., 2002), karayemiste 40-50 °C (Colak vd., 2004), taro ve
patates de 25-30 °C (Duangmal vd., 1999) olarak, baz1 bakteri PFO’lan igin ise 7. roseum
50 °C (Kong vd., 2000), A.kestanbolensis K1 ve K4* 80 °C ve 70 °C (Yildirim vd., 2004)
olarak bildirilmigtir.

M. mastoidea monofenolaz aktivitesi optimum sicaklik degerine yakin sicakliklarda
baslangig aktivitesini korurken, sicakliin artisi ile birlikte monofenolaz aktivitesi tedricen
azalmaktadir. Buna karsilik difenolaz aktivitesi, optimum sicaklik degerinden itibaren
40 °C’ ye kadar baslangig aktivitesinde %70 lik bir artig gosterirken yiiksek sicaklilarda
kalan aktivite monofenolaz aktivitesinde oldugu gibi kademeli olarak azalmaktadir. Her iki
enzimin gosterdigi bu davramslar, sicakligin etkisi ile enzimin 3 boyutlu yapisinda negatif
degisimlerin olmasiyla iligkilendirilebilir (Duangmal vd., 1999; Jiang vd., 1999; Amiza ve
Apenten, 1994; Vamos-Vigyazo, 1981; Arslan vd., 1997, 1998).

Monofenolik ve difenolik substratlar olan PHPPA ve 4-MK™in her biri igin ¢izilen
substrat-doygunluk egZrilerinden M. mastoidea monofenolaz ve difenolazinin basit
Michealis-Menten kinetigine uydugu agik¢a gozlenmistir (Sekil 12, 13). Her bir substrat
varlifinda monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri igin ¢izilen Lineweaver-Burk egrilerinden
(Sekil 14, 15) bulunan enzimin substrata ilgisini agiklayan K ve katalitik etkinligi ortaya
koyan (Vpae/Km) degerleri dikkate alindiginda veya literatiirle kargilagtirildiginda segilen
substratlarin monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri igin son derece uygun oldugu
goriilmektedir. Aynica, difenolazlar igin 4-MK gibi kiigiik molekiil agirlikli o-difenollerin
etkili substratlar olduklar1 da belirtilmektedir (Perez-Gilabert vd., 2000; Palmer,1995;
Walker,1995; Duangmal vd., 1999; Dincer vd., 2002; Yildirim vd., 2004).

Ea, AG, AS, AH gibi baz1 termodinamik parametreler, enzimin termal kararliligin:

belirlemek amaciyla gergeklestirilen farkli sicakliklardaki bir saatlik inkiibasyonun
ardindan her bir substrat i¢in altmusinct dakikadaki kalan aktiviteler kullanilarak
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hesaplanmigtir (Tablo 6, 7). Monofenolaz aktivitesi i¢in PHPPA substrati varhiginda
hesaplanan bu termodinamik parametreler sonucunda 20-80 °C arasindaki farkh
sicakliklarda hesaplanan AH degerlerinin ortalamasinin yiksek olmasi literatiirde de
belirtildigi gibi bu aktivitenin difenolaz aktivitesine nazaran sicakhiga karsi daha kararl
oldugunu gostermektedir. Ayrica AH degeri transisyon halinin olusumunda kovalent
olmayan baglanin kirlmas: i¢in gerekli olan enerjinin bir dl¢iisiidiir (Duangmal vd., 1999,
Amiza ve Apenten, 1994; Galani ve Apenten, 1997; Mazzafera ve Robinson, 2000)

Mantarlarin  olgunlagmas1 ve islenmesi esnasinda meydana gelen enzimatik
esmerlesme mantar endiistrisinde ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bunu 6nlemek
amaciyla en sik bagvurulan yol inhibitorlerin kullanimidir. Yakin zamana kadar bu amagla
inhibitor olarak en ¢ok SO; kullanilmig ancak insan saghigina verdigi zararlardan dolay:
tiol grubu iceren bilesikler gibi alternatifler denenmeye baslanmis ve olumlu sonuglar
alinmigtir. Yapilan ¢alismada bir ¢ok bitki PFO’su igin inhibitér olarak denenen
sodyummetabisiilfit, sodyum azid, benzoik asid, sistein, askorbik asid, fenilalanin ve
tiyotire M. mastoidea’dan elde edilen PFO enzimi iginde denenmis ve her bir inhibitér i¢in
Iso degerleri hesaplanmugtir (Tablo 8, 9). En yiiksek baglanma ilgisi 4-MK substrati
varliginda askorbik asit ve bunu takiben sodyummetabisiilfit’te gozlenmistir. PHPPA
substrat1 varliginda i1se en yiiksek baglanma ilgisi tiyoiire ve bunu takibende askorbik asit
olarak tespit edilmistir. (Duangmal vd., 1999; Ding vd., 1998; Zhang vd., 1997; Yang vd.,
2000; Ros vd., 1993; Sapers vd., 1987; Hsu vd., 1988; Dudley vd., 1989). Askorbik asit
ortamda bulunan oksijenle daha hizli bir ekilde reaksiyona girdiginden enzim aktivitesini
kisitlayabilmekte veya durdurabilmektedir (Ros vd., 1993). Ayrica askorbat difenolaz
enzimi tarafindan iretilen kinonoid bilegiklerin tretimini bu bilesiklerle veya enzimin
bakir merkezli aktif bolgesiyle selat olusturarak kisitlayabilmektedir (Martinez ve
Whitaker, 1995; Sapers, 1993; Zawistowski vd., 1991). Kiikiirt grubu iceren bilegiklerin
inhibisyon mekanizmasimin uzun siiredir devam eden tartigmalarin ardindan iki sekilde
olabilecegine karar verilmistir. Bunlardan birincisi kinon bilegikleri ve kikirt atomu
arasinda konjugat meydana gelerek bu bilesiklerin ¢6kmesi ve dolayistyla melanin
pigmentlerinin olusamamasidir. Tkinci goriis ise bu bilesiklerin igerdigi kiikiirdiin yiiksek
bir ilgiyle enzimin aktif bolgesinde bulunan bakir atomuna ve histidin birimlerine
donigimsiiz olarak baglanmasiyla inhibisyonun gergeklesmesidir (Ding vd., 2002). Bu
caligmada, onceden de denenerek gesitli PFO aktiviteleri lizerine etkisi bildirilen, bazi

metal iyonlarinin M. mastoidea monofenolaz ve difenolaz aktivitesi lizerine etkileri



incelendi ve benzer sonuglar tespit edildi (Kong vd., 2000; Yildirim vd., 2004).
Monofenolaz aktivitesi igin Mn®", AI**| Co®" aktivasyona sebep olurken K, Ca®*, Ni*",
Cu®", Zn**, Hg*",Cd*" inhibisyona sebep olmustur. Difenolaz aktivitesinde ise Cu®" ve
Hg’" inhibisyona sebep olurken diger metal iyonlan aktivasyona sebep olmustur. PHPPA
substrati varhginda en yitksek aktivasyon Co®" metal iyonu varhiginda 4-MK substrati
varhginda ise en yitksek aktivite Cd>" metal iyonu varliginda gozlenmistir (Tablo 10, 11).
Metal iyonlant farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklan bilesiklerde farkli koordinasyon
geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu ytizden proteinler karsisinda
farkls ligand ozellikleri gosterebilirler. Buna ilave olarak aktivasyona ve inhibisyona sebep
olma gibi farkli durumlar, metal iyonlarinin proteinlerin farkli bolgelerine baglanmalar
sonucu enzim yapistmi farkh  gekilde etkileyebilmelerinden kaynaklanabilir
(Bock vd., 1999; Di Tusa vd., 2001).



5. ONERILER

Enzimlerin 1limli reaksiyon sartlarinda yiiksek katalitik gii¢ ve secicilik gostermeleri
gibi Ustiin Ozellikleri, enzimleri endiistrivel uygulamalarda ve terapatik amagl:t
kimyasallarin sentezi reaksiyonlarinda kullammlar1 agisindan ginden giine yasamin
vazgecilmezleri haline getirmektedir. Oksidoreditktaz simfi enzimler g6z Onine
alindiginda bu giine kadar sadece birka¢ enzimin bu tiirden uygulamalarda kullanildig:
gorilmektedir. Bu sebeple, Polifenol oksidaz gibi ve yeni bazi enzimlerin farkli
organizmalardan saflagtinlip karakterize edilmesi ve bu enzimlerin biyokimyasal
dzelliklerinin ortaya konmast sonucu elde edilen verilerden yeni bir takim tiriinlerin sentezi
mimkiin olabilecektir.

PFO enzimini igeren bir ¢ok sebze, meyve ve mantarda meydana gelen esmerlegsme
reaksiyonlan gidalarda goriintii, lezzet ve besinsel degerlerin kaybina buna bagl olarakta
ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Enzimatik esmerlesmenin derecesi aktif tirosinaz
konsantrasyonuna, fenolik bilesiklere, oksijen varligina, pH’ ya ve dokularin sicakligt gibi
sartlara baghdir. PFO enzimini inaktive etmek amaciyla giincel olarak kullanilan ticari
yontemler olan otoklavliama, agartma, mikrodalga enerji, derin dondurucuda saklama gibi
islemler enzimin aktivitesini engelleyebilmektedir ancak bunun yaminda o6zellikle
mantarlarda dig dokunun ve lezzetin bozulmasina ve ayrica i¢ suyun buharlagsmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle PFO enziminin sebep oldugu esmerlesme reaksiyonlarinin
durdurulmas: ve bu olayin gergeklesmesini katalizleyen mekanizmanin aydinlatiimasi
ginimiuzde oldukga biiytik bir ihtiya¢ olmusgtur.

Uzun yillardan beri mantar tirosinazi, gida sektérinde oldugu gibi kozmetik
sektorinde ve klinik uygulamalarda memeli tirosinazina benzerligi nedeniyle
aragtrmacilanin dikkatini ¢ekmekte ve buyik ilgi gormektedir. Aynica, ticari yollarla
sentezlenmesi oldukga gii¢ olan ve toksik maddeler kullamlmadan elde edilen fenolik
bilesiklerin fonksiyonel polimerlerinin PFO ile sentezi, bu alandaki ¢aligmalarn
hizlandirmigtir. Insan saghg: agisindan onemli tehlikeler olusturan fenolik bilesiklerin,
ozellikle monofenollerin, atik sularla kirlenen akarsularda ve bunlarla sulanan topraklarda
varligim tespit etmek amaciyla, gevreye ekstra kirlilik vermeyen ve oldukga hassas olan

biosensorlerin mantar trosinazinin immobilize edilmesiyle kullanim oldukga ilgi ¢ekicidir.
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Biitiin bu bilgilerin 1s18inda son otuz yil iginde arastirmacilar arasinda oldukga ilgi
goren, onemi her giin biraz daha artan mantar PFO enzimi kolay ulagilabilir olmasi, engin
klinik kullanimi ve endiistriyel uygulamalart nedeniyle daha bir ¢ok aragtirmactya konu
olacak gibi goriilmektedir.

PFO’ nun biitiin bu uygulamalan nedeniyle Macrolepiota mastoidea (M. mastoidea)
monofenolaz ve difenolazinin saflastirilip daha ileri derecede karakterize edilmesi, gesitli
kimyasal maddeler mevcudiyetinde davramginin incelenmesi ve inhibisyon
mekanizmalaninin ayrintihh bir sekilde ortaya konmasi gerekmektedir. Bunun yaninda,
organik ¢6ziicii ortamlarindaki kararhiligin ve kimyasal sentez reaksiyonlarinda
kullanilabilirligi de ayrintili bir sekilde ele alinmalidir.

M. mastoidea mantar1 yilin belli zamanlarda bulunabilmesi ve heniiz kiltiirii
yapilamamasi nedeniyle kolay ulasilamayan bir tir olmasi, bu tirden elde edilen difenolaz
ve Ozellikle tipta saf kimyasallarin sentezinde kullamlan monofenolaz enzimlerinin
saflagtirlmas: i¢in ¢ok uygun bir kaynak olmadigini gostermektedir. Bu nedenle, bu
mantarin kiltiirinin yapilabilirligi incelenebilecegi gibi, bu organizmada monofenolaz ve
difenolaz enzimini kodlayan genin belirlenip, uygun bir organizmaya klonlanarak ileri
derecede ekspres edilmesi saglanabilir ki bu da enzimin daha kontrollii ve daha bol

uretilmesi anlamina gelmektedir.
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