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OZET

SIDERITIS PERFOLIATA L. SUBSP. ATHOA (PAPAN. & KOKKINI)
BADEN’DEN ELDE EDILEN POLIFENOLOKSIDAZIN KISMi
BiYOKIMYASAL OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
KADIiR BOZDEMIR
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI )
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2014

Bu ¢alismada, dagcayindan (Sideritis perfoliata L. subsp. athoa (Papan. &
Kokkini) Baden) polifenol oksidaz (PFO) enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
diyaliz islemleriyle kismen saflastirilmis ve biyokimyasal olarak karakterize
edilmistir. Dagcayr PFO’sunun substrat spesifikligi, optimum pH, optimum
sicaklik, inhibisyon tipleri ve Iso degerleri belirlenmistir. Enzimin 4-metilkatekol,
katekol ve pirogallol substratlarma kars aktivite gosterdigi bulunmustur. Enzimin
katalizleme giliciinli gosteren Vpa/Ky degerlerine gore en iyi substratin 4-
metilkatekol oldugu ve bunu katekol ve pirogallolun takip ettigi belirlenmistir.
Optimum pH, 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 i¢in sirasiyla 5.0,
7.0 ve 7.5 olarak bulunmustur. Enzimin optimum sicaklig1 4-metilkatekol, katekol
icin 20 °C ve pirogallol i¢cin ise 50 °C olarak tespit edilmistir. Kismi olarak
saflastirilan PFO aktivitesi tlizerine askorbik asit, glutamik asit ve L-sistein gibi
farkli inhibitorlerin etkileri 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlari
kullanilarak  spektrofotometrik olarak arastirilmistir. Substrat olarak 4-
metilkatekol ve katekol kullanildiginda en etkin inhibitoriin L-sistein, substrat
olarak pirogallol kullanildiginda en etkin inhibitoriin askorbik asit oldugu
bulunmugtur. Bradford methodu kullanilarak elde edilen bulgular enzim

ekstraktmin 14,06 mg/100 g protein icerigine sahip oldugunu gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Polifenol oksidaz, dagcay, Sideritis perfoliata
subsp. athoa, substrat spesifikligi, pH, sicaklik, inhibisyon



ABSTRACT

PARTIAL BIOCHEMICAL PROPERTIES INVESTIGATION OF
POLYPHENOLOXIDASE OBTAINED FROM SIDERITIS PERFOLIATA L.
SUBSP. ATHOA (PAPAN. & KOKKINI) BADEN
MSC THESIS
KADIR BOZDEMIR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY 5
(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN)

BALIKESIR, JUNE 2014

In this study, a partial purified of polyphenol oxidase (PPO) obtained from
sage (Sideritis perfoliata L. subsp. athoa (Papan. & Kokkini) Baden) was
described that PPO is characterization through (NH4),SOs precipitation and
dialysis. The samples obtained from (NH4),SO4 precipitation and dialysis were
used for the characterization of PPO. The characterization of PPO was studied in
terms of substrate specificity, optimum pH and temperature. It was found that the
enzyme had an activity with 4-methylcatechol, catechol, and pyrogallol substrates.
Of these three substrates, 4-methylcatechol was the best substrate because of the
highest Vmax/Km value, followed by catechol and pyrogallol. The optimum pH
was at 5.0; 7.0 and 7.5 for 4-methylcatechol, catechol and pyrogallol substrates,
respectively. The enzyme had an optimum temperature of 20, 20 and 50 °C for the
4-methylcatechol, catechol and pyrogallol substrates, respectively. The effect of
different inhibitors such as ascorbic acid, glutamic acid and L-cysteine on
partially  purified  polyphenol oxidase  activity @ was  investigated
spectrophotometrically by using 4-methylcatechol, catechol and pyrogallol
substrates. It was found the most effective inhibitor L-cystein using 4-
methylcatechol and catechol, the most effective inhibitor ascorbic acid using
pyrogallol. Protein amount of the enzyme extract was showed 14,06 mg/100g

using by Bradford method.

KEYWORDS: Polyphenol oxidase, sage, Sideritis perfoliata subsp. athoa, substrat
specificity, pH, temperature, inhibition
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1. GIRIS

Gida endiistrisinde enzimler 6zellikle son yillarda tiiketiciye cazip gelecek
yiiksek besleyicilik degerine sahip gidalarin gelistirilmesi ve iiretiminde gittikce
artan bir oneme sahip olmaya baslamislardir. Gidalarin korunmasima iliskin olarak
yapilmast gereken temel uygulamalardan birisi dokulardaki kimyasal olaylarin
kontrol altma almmasidir [1]. Ozellikle meyve ve sebzelerin hasat edilmesi,
tasinmasi, depolanmasi veya iglenmesi sirasinda meydana gelen doku zedelenmeleri,
bir takim kimyasal reaksiyonlara maruz kalarak kahverengi veya esmerlesme olarak
bilinen kararmalara neden olmaktadir [2]. Meyve ve sebzelerde ortaya ¢ikan
enzimatik kararma istenmeyen renk, koku ve tad olusumuna neden olmakta, bu da
gidalarin besin degerinin 6nemli Olciide diismesine sebep olmaktadir. Enzimatik
kararmanin baslica sorumlusu polifenol oksidazdir (PFO). Polifenol oksidaz (PFO;
E.C. 1.14.18.1), bitkiler aleminde yaygin sekilde bulunan monofenollerin o-
hidroksilasyonunu katalizleyen ve o-difenollerin o-kinonlara yiikseltgenmesini
saglayan bakir iceren bir monooksigenazdir [1]. Meydana gelen kinonlar koyu renkli
pigmentlere kondenze olabilecegi gibi bazi proteinlerin yapisma da baglanir.
PFO’nun bitkilerdeki mevcudiyeti sinirli olsa bile tabiattaki rolii oldukc¢a fazladir.
Kismen de olsa enzimin O6nemli bir gorevi bitkilerin viral veya mikrobiyal
enfeksiyonlara kars1 direncinde rol oynamasidir. Bitkilerin enfeksiyona kars1 direnci
ile ilgili olarak yapilan bir ¢alismada enzimin faaliyeti sonucu olusan kinonlarin
ikinci bir polimerizasyon reaksiyonuna ugramasi ile koyu renkli, suda ¢oziinmeyen
polimerler olustugu belirtilmistir. Bu polimerlerle doldurulan dokular enfeksiyonun
yayilmasma karsi tampon gorevi yapmaktadir. Ote yandan bazi tahillardan elde
edilen unlardaki ytiksek PFO aktivitesinden dolayi, ekmek ve makarna iirlinlerinin
kararma gosterdigi enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan kinonlarin proteinlerle
birleserek onlarin hazmolma yeteneklerini ve bu arada lisin amino asidinin
yarayighiligint azalttigr bildirilmistir. Siyah ¢ay iliretiminde ise enzimatik kararma
istenen bir olaydir. Kinonlar ¢aya i¢cim tadi ve kalitesini kazandiran teaflavin ve
tearlibisinlerin 6n maddeleridir. A¢ik renkli meyvelerden elde edilen meyve sularmin

altin saris1 rengi, ilimli ve kontrollii bir esmerlesme ile elde edilir. Kakao ve



kahvenin renk ve aromasi, siyah zeytinin renk ve lezzetinde enzimatik kararmanin

rolii oldukga biiytiktiir [3].

Bu calismada, Sideritis perfoliata L. subsp. athoa (Papan. & Kokkini)
Baden’den elde edilen PFO kismen saflastirilarak substrat spesifikligi, optimum pH,
optimum sicaklik, inhibisyon kinetigi ve protein icerigi gibi bazi biyokimyasal
ozelliklerinin arastirilmasi amaclanmistir. Ayrica bu ¢calisma giinliik tiiketilen bitkisel
caylar arasinda Sideritis perfoliata subsp. athoa’nin tercihi hakkinda bize onemli

katkilar saglayacaktir.

1.1 Sideritis perfoliata L. subsp. athoa (Papan. & Kokkini) Baden

Sideritis cinsi, bitkiler aleminin zengin familyalarindan biri olan
Lamiaceae’ye aittir. Lamiaceae familyasinda yer alan bitkiler hemen her cesit
habitatta ve yiikseltide yayilis gostermekle birlikte asil yayilis alanlarinin cogunlugu
Akdeniz havzasi olmak iizere, Kanarya Adalari'na kadar olan bdlgeyi kapsamaktadir.
Sideritis tiirleri halk arasinda adagayi, daggayi, yaylagay1 adlar1 ile taninmaktadir

[4,5].

Tibbi ve aromatik bitkiler i¢inde dnemli bir yere sahip olan Sideritis tiirlerinin
ad1 eski Yunancada “Sideron-Kili¢ yarasini iyilestiren” kelimesinden tiiretilmistir
[6,7]. Literatiirde, Sideritis tiirlerinin eskiden beri hem Tiirkiye hem de Avrupa’da
kirsal yorede halk ilaci1 olarak tiiketildigi, ayrica Avrupa'nin yanisira Anadolu'da,
ozellikle Ege ve Akdeniz bolgesinde bitkisel cay olarak da kullanildigi rapor
edilmistir [6,8]. Halk arasinda agr1 kesici, antiromatizmal, sindirimi kolaylastirici ve
antimikrobiyal etkileri nedeniyle kullanmildig1 belirlenmistir [8]. Halk tibbinda
Sideritis tiirlerinin sinir sistemi uyaricisi, yatistiricisi, ates disiirlicii, Oksiirtik
giderici, sindirim sistemi diizenleyici, enfeksiyonlara karsi tonik olarak, histeriye
karsi, idrar soktiiricii etkisinden dolayr bobrek taslarmin diisiiriilmesinde, deri
dokiintiisii ve yaralarmin tedavisinde, kan dindirici ve seker hastaliginda kullanildig:
bilinmektedir [9]. Ayrica Tirkiye’de bazi Sideritis tiirleri; istah agici, iltihap dagitici,
tonik, gaz soktiiriicii, kas gevsetici, mide agrilarini kesici ve soguk algmliginda agr1
kesici olarak kullanilmaktadir [7]. Son yillarda Sideritis’in antistres, antioksidan, ve
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antibakteriyal etkileri belirlenmistir [5]. Tibbi 6zelliklerinin yanisira bazi Sideritis

tlirlerinin, bocek kovucu 6zelliklerinin oldugu da tespit edilmistir [10].

Sideritis tiirlerinden biri olan Sideritis perfoliata subsp. athoa 30-60 cm
boyunda ¢ok yillik bir bitkidir. Bitkinin tabaninda bulunan yapraklar sapl, digerleri
ise sapsizdir. Internodyumlar tabanda 1.8-3 cm, iist kisimlarda 2.0-3.5 cm, yapraklar
govde iizerinde iiste dogru kademe kademe farklilasim gostermistir. Cicek
durumunda 4-10 vertisillat bulunur ve her vertisillatin 6 adet ¢icek tasidigi
bildirilmistir. Kaliks yesil, 11-13 mm uzunlugunda, yiizeyi tiip kisminda salgi tiiyleri
ile kapli, tasidiklar1 ugucu yagdan parlak sar1 damlalar halinde, dislerde ortii tiiyleri
cok yogun, i¢ yiizey hemen hemen tiiysiizdiir. Korolla mat sari, kaliks tiibiinden
hemen hemen uzun 12-15 mm, korolla tiibiiniin dis yiizii, iist kisimlarda tiiyld, i¢
yiizeyde damarlarin ¢evresi tiiylii, boyun kisminda ortii tiiylerinden olusmus bir halka

tasir. Boyundan tabana kadar olan kisimi ise tiiysiiz olan bir bitkidir [11].

Sekil 1.1 : Sideritis perfoliata L. subsp. athoa (Papan. & Kokkini) Baden’in
fotografi



1.2 Polifenol Oksidaz

Polifenol oksidaz (PFO; E.C. 1.14.18.1), yapisinda kofaktér olarak bakir (Cu'?)
iceren proteinlerin bir grubu olup, tiim filogenetik skalada ¢ok genis bir yayilim
gosteren oksidorediiktaz smnifina ait bifonksiyonel enzimlerdir. Molekiiler oksijen
varliginda fenollerin oksidasyonunu katalizleme kapasiteleri bulunmaktadir [12]. Bu
oksidasyon sirasinda iki reaksiyon katalizlenerek; monofenollerin o-difenollere
hidroksilasyonu (kresolaz aktivitesi) ve o-fenollerin o-kinonlara oksidasyonu
(katekolaz aktivitesi) meydana gelmektedir (Sekil 1.2). PFO enziminin sistematik ad1
(Sekil 1.3); monofenol, L-dopa: oksijen oksido rediiktaz olarak bilinmektedir. Bunun
disinda enzimin katalizledigi substrata gére az kullanilan adlar1 da bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari, tirozinaz, kresolaz, fenolaz, monofenol oksidaz, difenol oksidaz,
o-difenolaz, katekol oksidaz, pirokatekol oksidaz, dopa oksidaz, monofenol
monooksidaz, o-difenol oksido rediiktaz, difenol oksidaz ve klorogenik oksidazdir

[13].

OH
@ Monofenol (renksiz)
R
PFO
+0,
OH O
PFO + O, 74 Kompleks
> ____ » kahverengi
N\ polimerler
R OH 0
Difenol (renksiz) o-kinon (renkli) Amino asitler

proteinler

Sekil 1.2 : Enzimatik kararmada polifenol oksidazin rolii

PFO, bircok meyve ve sebzenin toplanma ve depolanma siiresince
kararmasinin baglica sebebidir [1]. PFO’nun katalizledigi fenolik bilesiklerin

kinonlara, onlarin da daha sonra renkli pigmentlere oksidasyonu sonucunda meyve
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ve sebzelerin karardigi gozlemlenmektedir (Sekil 1.2) [14]. Renkli bakir
bilesiklerinin polimerize olmasiyla meydana gelen kinonlar, besin kalitesinin, meyve
ve sebzelerin ticari degerlerinin diismesine sebep olmaktadir [15]. Enzimatik
kararmanm derecesi fenolik bilesiklerin miktarina, dogasina, oksijenin varligina,

indirgen maddeye, metalik iyonlara, pH’ya, sicakliga ve polifenol oksidaza baghdir
[16].

Sekil 1.3 : Polifenol oksidaz'in Ribbon resmi (Karbon atomu gri, nitrojen mavi,
stilfiir atomlar1 sar1 ve oksijen kirmizi renkle gosterilmistir)

1.2.1 Polifenol Oksidazin Tabiattaki Dagilimm

Ik olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik mantarlarda bulunan
polifenoloksidaz, bitkilerde yaygin olmasinin yanisra mikroorganizmalarda,
mantarlarda ve hayvansal organizmalarda da bulunmaktadir [17]. Bunun haricinde
beyaz karides, kiiciik karides gibi bazi deniz hayvanlarinda da polifenol oksidaz
enzimine rastlanmistir [18]. Ayrica, bazi toprak tiirlerinde glikoz oksidaz gibi oksido

rediiktaz enzimlerinin yani sira PFO varligi rapor edilmistir [19,20,21,22]. PFO, bitki
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ve hayvan dokularinda yaygin olarak goriilen bir enzimdir. Bitkilerin tiim
kisimlarinda lokalize olmugken, gelismis hayvanlarin deri, sag, tily ve gozlerinde de
bulundugu bildirilmistir. Bitkisel dokularda oncelikle inaktif formda sentezlenmekte
ve zamanla cesitli (proteazlar ve etilen gibi bir takim solunum metabolitleri vb.)

etkenlerle aktif hale gelmektedir [22,23].

1.2.2 Polifenol Oksidazin Substratlarn

Meyve ve sebzelerde birgok tiirde fenolik bilesik olmasina ragmen bunlarin
sadece bir kismi PFO’nun substratlaridir. Flavonoid tipi fenollerle, basit fenoller
meyve ve sebzelerdeki PFO’nun en yaygin dogal substratlaridir. Flavonoidler
bitkilerin belirli bolgelerinde konsantre olarak degil, bitkilerin yenilebilir kismi ile
kok, govde, yaprak, meyve ve tohum kisimlarinda bulunacak sekilde homojen olarak
dagilmiglardir.  Bitkilerde dogal olarak bulunan farkli tiirdeki flavonoid
bilesiklerinden yalnizca katekinler, lokoantosiyanidinler, antosiyaninler, flavonoller,
basit fenoller ve sinnamik asit tiirevleri besinlerin 6nemli bir kismini1 teskil ederler

[1,24].



OH OH
NH
HO 2
L-tirozin Katekol
OH
HO OH
HO
OH
4-metil katekol Pirogallol

Sekil 1.4 : Meyve ve sebzelerin yapisinda dogal substrat olarak bulunan bazi
fenolik bilesikler

1.3 Enzimatik Kararma

Enzimatik kararma, besinlerin toplanmasi, depolanmasi veya onlarla yapilan
islemler sirasinda dokularmin zedelenmesi, kesilmesi, kabuklarinin soyulmasi
sonucu meydana gelmektedir. Bu renk degisimleri enzimatik ve enzimatik olmayan
kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir [25]. Enzimatik kararma meyve ve
sebzelerin igerdikleri fenolik bilesiklerin oksidasyonu ile iliskilidir. Bu bilesikler
ortamda oksijen varliginda oksidasyon sonucu kahverengi, kirmizi ve siyah
pigmentlere yani yliksek derecede kararli olmayan kinonlara doniiserek istenmeyen
renk, tad ve koku olusumu goézlenir [1]. Gidalarda besin degerlerinin diismesine

sebep olan bu durum, gida endiistrisi i¢in 6nemli bir problem olusturmaktadir.



Enzimatik olmayan kararma ise Maillard reaksiyonu, askorbik asit mekanizmasi ve
etkin aldehit teorisi, karamelizasyon, okside lipidler tarafindan kararan polimerlerin

sekillenmesi seklinde bes farklt mekanizmanin kontroliindedir [14].

Lakkaz, peroksidaz ve polifenol oksidaz fenolik maddeleri okside etme
yetenegine sahip olan enzimlerdir. Benzer substrat tercihleri olan bu {i¢ grup enzimin
ayirt edilmesinde 6zellikle se¢ilmis inhibitorler dnemlidir. Peroksidazlar hidrojen
peroksit varliginda substratlar1 okside edebilirler. Polifenol oksidaz, oksidatif
reaksiyonlarda gerek islemeden once gerekse islem sirasinda sebze ve meyvelerle

ilgili renk bozulmalarinda sorumludur [26].

Bitkilerde bulunan fenolik molekiillerin oksijenli ortamda yiikseltgenmesini
saglayan polifenol oksidaz renksiz olan bu bilesiklerden renkli iiriinlerin ortaya
¢ikmasina sebep olur. Oncelikle monofenoller difenollere yiikseltgenerek kresolaz
aktivitesi gosterirler. Kresolaz aktivitesi sonucu ortaya c¢ikan friinler de yine
polifenol oksidaz tarafindan o-kinonlara yiikseltgenerek katekolaz aktivitesi
gosterirler. Olusan o-kinonlar polimerize olurlar. Ortamdaki amino asitler ve
proteinlerle kompleks olusturarak kahverengi pigmentlere doniisiirler. Meydana
gelen bu pigmentler yliksek molekiiler agirliga sahip polimerlerdir. Enzimatik
kararmada ilk adim o-kinonlarin olugmasidir. O-kinonlar ise, o-dihidroksi iinitesi
iceren her cesit fenolik maddeyi icermektedir. Sebze ve meyvelerde yaygin olarak
bulunan  dogal flavonoid maddelerden, katekinler, proantosiyanidinler
(Iokoantosiyanidinler), antosiyanidinler, flavonoller ile ayrica hidroksibenzoik,
hidroksisinamik ve bunlarin tiirevleri olan cesitli bilesikler; kafeik, ferulik, p-
kumarik, kuinik, gallik, sinamik ve klorogenik asitler gibi ¢ok ¢esitli basit fenolik
maddeler; ve polifenollerin enzimatik kararma reaksiyonlarnda rol oynadigi
goriilmektedir. Ancak meyve ve sebzede c¢ok az bulunmasina karsin, onlarin
enzimatik yolla kararmalarinda énemli rol oynayan maddelerden digeri de gercekte

bir basit fenolik madde olan ve aminoasitler arasinda yer alan tirozindir [1,16].

Enzimatik kararma reaksiyonlarinda bir ¢ok polifenolik maddenin substrat
olarak rol oynamasina karsmn, bazi fenolik maddeler ise tam aksine, inhibitor roli
oynamaktadir. Enzimatik kararma reaksiyonlarmin olustugu ortamda bulunan bazi
maddeler, renk degisimlerinin kilit maddesi olan o-kinonlar1 geriye, yani o-fenolik

formlara indirgeme niteligine sahiptirler. Boylece enzimatik kararma olayi, o noktada



durmakta ve renk bozulmamaktadir. Bu indirgen maddelerin basinda askorbik asit
gelmektedir. Askorbik asit olusan o-kinonlari, o-fenolik bilesiklere indirgeyerek renk
bozunmasii engellemekte ve bu sirada askorbik asit parcalanmaktadir. Ayrica
askorbik asit ortamdaki oksijeni indirgeyerek de kararma reaksiyonlarmi ikinci bir
yolla inhibe etme Ozelligine sahiptir. Iste meyve ve sebzelerin islenmesinde,
islenmekte olan {iriiniin rengini korumak amaci ile askorbik asidin yaygin olarak

kullanilma nedeni budur [1,16].

1.4 Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarm hizlarmi
inceler. Enzimler biyolojik katalizorlerdir. Enzimler substratlar1 ile bazen de
koenzimleri ile kompleks olustururlar. Doygunluk durumunda ortamdaki biitiin
enzim ES kompleksi halindedir. Enzim ve substrat arasindaki bir reaksiyon i¢in

asagidaki esitlik yazilabilir.

k)

E+§ —= Es —® o E-p

Bu kimyasal reaksiyon i¢in Michelis-Menten denklemi asagidaki gibi

yazilabilir:

_ Vmax [S]
" [S]+ Ky



Burada V., enzimin substrata doydugu andaki hiz; Ky, maksimum hizin

yarisina erisildigi andaki substratin konsantrasyonudur.

0 Km 2Km 3Km 4Km 5Km
[S]

Sekil 1.5 : Michelis-Menten egrisi

Sekil 1.5 enzimli bir reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile degisimini
gostermektedir. Diisiik substrat konsantrasyonunda reaksiyon hizi substrat
konsantrasyonu ile orantili olarak artar, yani reaksiyon substrata gore birinci
derecedendir. Substrat konsantrasyonu arttirildig1 zaman reaksiyon hizi artiginda bir
azalma gozlenir ve bu boliimde reaksiyon sifirinci ile birinci dereceler arasinda
karisik bir mertebeye sahip olur. Substrat konsantrasyonu daha da arttirildiginda hiz
sabitlesir ve substrat konsantrasyonu ile degismez. Bu kisimda reaksiyon sifirinci
mertebedendir ve biitiin enzim molekiilleri substrat ile birlesmis yani doymus

haldedir.

Michelis-Menten esitliginin parametrelerini belirlemek i¢cin birkag metot
vardir. [S]’nin ¢ok yiiksek degerlerinde baslangi¢c hizi (Vo) Vmax’a yaklasir. Bununla
birlikte pratikte Sekil 1.5°de gosterildigi gibi Vo’in [S] ye karst grafiginden Vpax'u
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dogru bir sekilde belirlemek ¢ok zordur. Vi ve Ky’nin degerlerini belirlemek i¢in
daha 1iyi bir metot Lineweaver-Burk tarafindan gelistirilmis olup bu denklem

Michaelis-Menten denkleminin ters ¢evrilmis bigimidir.

1_Ky 1 1

VO Vm ax [S ] Vm ax

Bu esitlikte 1/Vy’m 1/[S]’ye kars1 egrisi, egimi Ky/Vimax ve ekstrapolasyonu
1/ Vmax olan diiz bir dogru verecektir (Sekil 1.6) [27].

1/vo

Egim= Km/Vmax /

1/Vmax #'(.

- [S]F0.5Km
[S]=5Km

-1/Km 0 1/[S]

Sekil 1.6 : Lineweaver-Burk grafigi.

1.5 1inhibisyon

Enzim inhibisyonu, enzimin katalitik ya da diizenleyici merkezleri olarak
tanimlanan aktif bolgelerine spesifik olarak baglanan inhibitorler ile enzim
aktivitesinin azaltilmasi olarak tanimlanabilir. Pek ¢ok madde substratin

baglanmasini1 ve/veya turnover sayismi etkileyen bir yolla enzime baglanarak
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enzimin aktivitesini degistirir. Bu yolla enzimin aktivitesini azaltan maddeler

inhibitorler olarak bilinir.

Bir inhibitériin enzime baglanma sekli elde edilmis deneysel verilerin
degerlendirilmesi i¢in biiyiilk bir 6neme sahiptir. Cogu inhibitorler enzime tersinir
olarak baglandiklar: i¢in bunlar enzimden tekrar ayrilabilirler. Bununla birlikte bazi
inhibitorler enzime ¢ok kuvvetli bir sekilde (kovalent baglarla) baglanabilirler ve bu
inhibitorler enzimden ayrilmazlar. Bir ¢ok inhibitdr yapisal olarak enzimin
substratina benzeyen maddelerdirler. Bu maddeler substratla karsilastirildiginda ya
hi¢ reaksiyon vermezler ya da ¢ok yavas reaksiyon verirler. Enzim inhibitdrlerinin
etkin olarak rol oynadigi cesitli mekanizmalar vardir. Enzim, substrat ve inhibitor
arasindaki inhibisyon mekanizmas1 asagidaki esitliklerin birisi kullanilarak

aciklanabilir [1].

1.5.1 Yarismah Inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda, inhibitér enzimin aktif merkezine baglanmak ig¢in
enzimin substrat1 ile yarigir. Enzimin aktif bolgesine ya substrat ya da inhibitor

baglanir. Her ikisinin de birlikte baglanmas1 miimkiin degildir.

E+S =— ES >E+P

f 5
: =
@

Sekil 1. 1: Yarismali inhibisyon i¢in enzim substrat kompleksi
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Yarigsmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk denklemi asagidaki gibi verilebilir:

1 akK 1 1
M.

VO Vm ax [S ] Vm ax

a=1+—

i

Bu esitligin egrisi diiz dogrudur. Bu diiz dogrunun egimi oKy / Vimax ve
ekstrapolasyonu 1/ Vi« “dur. Bu durum Sekil 1.8°de goriilmektedir. Cesitli inhibitor
konsantrasyonlarinda yarigmali bir inhibitor i¢in yukaridaki denklem 1/V, ekseninde
1/Vmax kayimma sahiptir. Bu, diger inhibisyon tiirleri ile karsilastirildiginda yarigmali

inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur [28].

. "/ |
T (inhibitorsiiz)

Egim = akm/Nmax

a=1+4

n
Ki

-1/aKm

18]

Sekil 1. 2: Yarismali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri
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1.5.2 Yari—yarismah Inhibisyon

Yari-yarismali inhibisyonda inhibit6r serbest enzime degil dogrudan enzim

substrat kompleksine baglanir.

E+S = ES >  E+P
B
I _
S
I« & —
ESI

Sekil 1. 3: Yari-yarismali inhibisyon i¢in enzim substrat kompleksi

Yari-yarigmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk denklemi asagidaki gibi verilebilir:

1 Ky 1 ar
—+
VO Vmax [S] Vmax

Yari-yarigmal1 inhibisyon i¢cin Lineweaver-Burk egrisi egimi (Ky/Vmax) ve
ekstrapolasyonu (0/Vmax) olan diiz bir dogru verir. Cesitli yari-yarismali inhibitor
konsantrasyonlarinda bir seri Lineweaver-Burk egrileri birbirine paralel dogrulardan

meydana gelir (Sekil 1.10). Bu yari-yarigmali inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur [28].
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O/Km 18]

Sekil 1. 4: Yari-yarigmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri

1.5.3 Kangik Tiir inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda inhibitdrler hem enzim hem de enzim-substrat

kompleksine baglanabilirler.

E+S =— ES —> E+P
4 +
I I

L

El + S = ESI

le

o] [

e

Sekil 1. 5: Karisik inhibisyon i¢in enzim substrat kompleksi
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Karisik inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk denklemi asagidaki sekilde verileblir:

1 ocKM 1 al
R —_— 4
4 Vmax [S] Vmax

Bu esitligin egrisi egimi (0Kym/Vimax) ve ekstrapolasyonu (a'/Vmax) olan
dogrulardan meydana gelir (Sekil 1.12). Ki=K;' (0=a') oldugu 6zel durum i¢in,
kesisim 1/[S] ekseni lizerindedir. Bu durumda inhibisyon ¢esiti yarigmasiz inhibisyon

olarak adlandirilir [28].

1,

Artan

M

a=a’ =1 (Inhibitérsiiz)

o'/Vmax
l-a a-ao ..
, x Egim = gKm/Nmax
(a-1)Km (e - 1)Vmax /,’,/
/’{’
¢ m (1
5 a=1+ ?' a=1+ ?i
0
o 1/[S]
aKm

Sekil 1. 6: Karisik inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri

1.6 Literatiir Ozeti

PFO, gida endiistrisi acisindan son derece onemli bir enzim oldugu ig¢in
yapilan literatiir taramasi sirasinda polifenol oksidazla yapilmis ¢ok sayida ¢alismaya
rastlanmigtir. Dinger, 1999 yilinda dongel bitkisinden hazirladig1 ekstraktlarda
polifenol oksidaz aktivitesini ¢esitli biyokimyasal ve kinetik veriler agisindan detayli

bir sekilde incelemistir [29]. 2005 yilinda Gutes ve arkadaslari, polifenol oksidaz
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biyosensorleri vasitasi ile fenolik bilesiklerin belirlenmesini arastrmiglardir [30].
2005 yilinda Turan, O. basilicum’den ekstrakte edilen polifenol oksidazin kismi
karakterizasyonunu yaparak, optimum sicaklik ve pH degerlerinin c¢alisilan
substratlara bagli olarak degistigini rapor etmistir [26]. 2006 yilinda Dogan ve
arkadaslari, Ocimum basilicum L. ve mantardan elde ettikleri PFO’nun glutamik
asitle inhibe oldugunu saptamuslardir [31]. 2006 yilinda Onez, Izmir iiziimiinden
ekstrakte edilmis polifenol oksidazi amonyum stilfat ¢oktiirme, diyaliz, jel filtrasyon
kromatografisi yontemleri ile saflastrmistir. Calismasinda 6 adet inhibitorle calismis
ve en etkili olanlarin sodyum azid, sodyum dietilditiyokarbamat ve tiyoiire
olduklarini bulmustur [32]. 2006 yilinda Salman, marul bitkisinde polifenol oksidaz
enziminin kismi saflagtrmasini yapmis ve bazi kinetik ozelliklerini incelemistir.
Deneysel sonuglarina gére marul bitkisinin polifenol oksidaz enziminin inhibisyonu
icin en giiclii inhibitoriin glutatyon oldugunu goéstermistir [1]. 2006 yilinda Demir,
musmula bitkisinin tamamen c¢i¢geklenmesinin ardindan ii¢ ayr1 olgunluk sathasinda
meyvelerinden hazirlanan ekstraktlarda polifenol oksidazi, biyokimyasal ve kinetik
veriler yoniinden detayli bir sekilde incelemistir. Yapilan caligmalar1 sonucunda
musmula bitkisinin polifenol oksidaz enziminin en yiliksek ilgiyi 4-metilkatekol
substratina kars1 gosterdigi belirlenmistir [33]. 2008 yilinda Gilingor, badem ¢agladan
ekstrakte edilmis polifenol oksidaz enzimini amonyum siilfatla ¢oktiirme, diyaliz, jel
filtrasyon kromatografisi yontemleri ile saflastrmis ve en 1yl substratin 4-
metilkatekol oldugunu tespit etmistir [34]. 2008 yilinda Yabaci, Karadeniz
bolgesinden yetistirilen ¢ay bitkisinden izole edilen ve kismen saflastirilan polifenol
oksidaz enziminin optimum sicaklik, optimum pH, substrat spesifikligi, termal
inaktivasyon, inhibitorlerin etkisi gibi biyokimyasal 6zelliklerini arastwrmistir [35].
2008 yilinda Ayyildiz, Melissa officinalis L. subsp. officinalis bitkisinden polifenol
oksidaz1 karakterize ederek, substrat spesifikligini belirlemis, en iyi substratin
katekol oldugu ve bunu sirasiyla 4-metilkatekol ve pirogallol substratlarinin
izledigini rapor etmistir [36]. 2009 yilinda Gokkaya, Konya’nin Eregli ilgesinde
yetistirilen beyaz kirazdan izole edilen ve kismen saflastirilan polifenol oksidazin
optimum sicaklik, optimum pH, termal inaktivasyon, kinetik parametreler ve
inhibitorlerin etkisi gibi biyokimyasal 6zellikleri arastirmistir [37]. 2009 yilinda Tas,
Cukurova bolgesinde yetistirilen Domat c¢esidi zeytinden izole edilen ve kismen
saflagtirilan polifenol oksidaz enziminde calismis ve denenen inhibitorlerden en

diisiik inhibisyon etkisi askorbik asitte goriilmiistiir [38]. 2009 yilinda Tiirkan, Igdir
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elmasindan polifenol oksidaz enzimi afinite kromatografisi yontemi ile saflastirmis
ve ¢esitli 6zelliklerini incelemistir [39]. 2009 yilinda Keskin, Russula delica’dan elde
edilen ham oziitteki polifenol oksidaz enzimini spektrofotometrik bir yontem
kullanilarak karakterize etmistir. PFO’m monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri
iizerine etkileri incelenerek, Hg+2 iyonu monofenolaz aktivitesini inhibe ederken,
Ca™ iyonunun ise aktiviteyi etkilemedigi gozlenmistir. K, Ca™ ve Cu™ iyonlar1
difenolaz aktivitesi iizerinde bir etki gostermezken, diger iyonlar degisik oranlarda
inhibisyona neden olmustur [40]. 2009 yilinda Dedeoglu, Lactarius salmonicolors ve
Agaricus bisporus mantarlarindan polifenol oksidazi saflastrmis, katekol, 4-
metilkatekol ve pirogallol substratlarin1 kullanarak enziminin optimum pH ve
optimum sicaklik degerlerini belirlemistir [13]. 2010 yilinda Oz, yabani ve
yenilebilir bir mantar olan L. piperatus’tan polifenol oksidaz ekstrakte ederek
saflagtirmis ve karakterize etmistir. L. piperatus’tan saflastirilan polifenol oksidazin,
heptan, toluen ve diklorometan gibi organik ¢06ziiclilerde, katesin substrati
kullanilmas1 durumunda, etkili bir biyokatalizor olabilecegi belirlenmistir [4]. 2014
yilinda Kuyumcu, yabani ve yenilebilir bir mantar tiiri olan L. eucalypti’den
ekstrakte edilen polifenol oksidazi saflastirmis ve biyokimyasal olarak karakterize
etmistir. Polifenol oksidaz icin elde edilen Iso degerlerine gore askorbik asitin en

etkili inhibitér oldugunu belirtmistir. [41].

1.7 Amac¢ ve Kapsam

Enzimatik kararmadan sorumlu olan PFO’nun meyve ve sebzelerden izole
edilip biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi depolama ve isleme sirasinda kalite
kayiplarinin en aza indirilmesi ve boylece daha kaliteli liriinlerin tiretilmesine olanak
saglayabilir. Bu nedenle PFO enzimi {izerinde ¢ok sayida arastirma yapilmis, ¢ok
degisik meyve ve sebzelerdeki PFO enziminin Ozellikleri belirlenmistir. Ancak,
yapilan literatlir taramasi sonucunda, ililkemizde yetisen Sideritis perfoliata subsp.

athoa PFO’su ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada;

v' S perfoliata subsp. athoa’dan kismi olarak saflastirilan PFO’nun optimum pH

ve optimum sicaklik degerlerinin bulunmasi,
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v’ S perfoliata subsp. athoa’dan elde edilen PFO’nun belirlenen optimum
sartlarda enzimin subsratlarina olan ilgisinin arastirilmast ve bu ilginin
biyokimyasal ifadesi olan Ky ve Vimax degerlerinin bulunmasi,

v' S perfoliata subsp. athoa PFO'm substrat spesifikliginin belirlenmesi,

v Yine ayni bitkiden elde edilen enzimin farkli inhibitorlere karsi ilgisinin
arastirilarak inhibisyon tiirlerinin tespiti ve K; degerlerinin hesaplanmasi,

v" Kullanilan inhibitérlerin yiizde inhibisyon verileriyle olusturulan grafiklerden
inhibisyon giiciiniin ifadesi olan Iso degerlerinin bulunmasi,

v Ayrica S. perfoliata subsp. athoa’nin toplam protein igeriginin tespit edilmesi

amaglanmastir.

Yapilan bu calismalar sonucunda elde edilen verilerin, bitki ¢ay1 olarak
kullanilan S. perfoliata subsp. athoa’dan elde edilen PFO'in endiistride
kullanilabilirligini, bitki ¢ay1 olarak tiiketilmesi ve hatta kiiltiiriiniin yapilmasi
durumunda saklama ve depolama kosullarinin ortaya konmasi noktasinda 6nemli

katkilar saglayacag: diisiiniilmektedir.
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icinde yer alan Ulus Dagi'nin (1700m) zirvesinden toplanmistir ve Uzman Mikail
ACAR tarafindan teshis edilmistir. Taze bitki 6rnekleri -80 °C’de saklanmustir.
Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck ve Sigma’dan satin alinmistir.

Enzim aktiviteleri ise Perkin Elmer UV/VIS Spectrometer Lambda 35 kullanilarak

2. MATERYAL METOT

2.1 Materyal

Bu calismada kullanilan S. perfoliata subsp. athoa bitkisi Balikesir ili sinirlar1

belirlenmistir [1,4,16,28].

[E—

A S IR

I S S e e T = N U
0O I N n b~ W N = O

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Katekol
4-Metilkatekol
Pirogallol
Glutatyon
Askorbik asit
Benzoik asit
Sodyum azid
L-tirozin

Amonyum siilfat (NH4)>SO4

. Disodyumhidrojenfosfat (Na,HPOj)
. Sodyum hidroksit (NaOH)

. Sodyum asetat (NaCH3COOQ )

. Nitrik asit (HNO3)

. Sodyum karbonat

. Serum albumin

. Coomassie Brillant-Blue G- 250

. Folin- Ciocalteau belirteci

. Sodyum karbonat (Na,COs3)
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2.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

1.  UV/VIS Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 35
2. pH metre Hanna instruments

3.  Terazi Denver

4.  Ultrasonik su banyosu Selecta

5. Otomatik pipetler Eppendorf

6.  Blender Warning

7.  Etiv Memmert

8.  Sogutmali santrifiij Sigma 3K 30

9.  Magnetik karistiric Heildolph

10. Vorteks Niive NM 100

2.2 Ham Ekstraktlarin Hazirlanisi

Ulus Dagr’ndan toplanan Sideritis perfoliata subsp. athoa bitkisinin
yapraklar toplandiktan sonra, ham ekstrakt hazirlamak icin -80 °C’de saklanmustur.
10 g bitki 6rnegi 10 mM askorbik asit ve 4 g polietilenglikol iceren pH’1 6,5 olan 100
mL fosfat tamponunun igerisinde, paslanmaz ¢elik bir blender kullanilarak 2 dakika
siireyle homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat 3 kath tiilbent bezinden
stizlilmiistlir. Santrifiij tiiplerine alinarak agirliklar1 esitlenen siiziintii 15 000 x g’de
10 dakika siireyle +4 °C’de santrifiij edilmistir [1,16,28]. Santriftij sonrasi iist
kisimlar1 siiziilerek elde edilen siipernatant bir giin siiresince 0.01 M’Iik pH’1 7.0
olan fosfat tamponu icerisinde diyalize birakilmistir. Diyaliz siiresince tampon 4 kez

degistirilmistir [42]. Diyalizden alinan bitki ekstrakti diger islemlerde kullanilmistir.
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2.3 Polifenol Oksidazin Kismi Saflastirilmasi

Diyaliz sonras1 elde edilen ekstrakt % 10-90’lhik amonyum  siilfat
doygunluklarinda test edilmistir. En ideal amonyum siilfat oranmin % 80
doygunlukta oldugu tespit edilmistir. Coktiirme isleminde kullanilacak ekstraktin
hacminin belirlenmesinin ardindan kullanilmas:1 gereken kati (NH4),SO4 miktar1
hesaplanmistir. Elde edilen siipernatant % 80 doygunlukta amonyum siilfatta
coktiirmeye birakilmistir. % 80 doygunlukta kullanilmasi gereken kati1 amonyum

stilfat miktar1 asagidaki denklem yardimiyla belirlenmistir:

[(NH4),50,] 3.54-82
V: Stipernatantin hacmi,
Si: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu,
Sy: I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugudur.

Eklenen kat1 amonyum siilfat en diisiik devirde calisan bir magnetik karistiric
iizerindeki ham ekstrakt igerisine yavas yavas ilave edilerek ¢oziinmesi saglanmaistir.
Eklenen amonyum siilfat pargaciklar1 tamamen c¢oziinene kadar ekstrakt
karistirilmaya devam edilmistir. Yaklasik yarim saat sliren bu islemde; kati
amonyum siilfat tamamen ¢oziindiikten sonra % 80 doygunluga ulasan siispansiyon
tekrar santrifiij tiiplerine alinip agirliklar esitlendikten sonra 60 dakika boyunca +4
°C’de 15 000 x g’de santrifiij edilmistir [42]. Ustte kalan sivi kisim atilarak tiipte
kalan ¢okelek, pH’st 7.0 olan 5 mM’lik fosfat tamponunda ¢6ziinebildigi en az
miktarda ¢6ziilmiistiir. Enzim soliisyonu diyaliz tiipiine bosaltilarak torba igerisinde 5
mM’lik, pH’s1 6.5 olan fosfat tamponu bulunan bir behere almmis ve 24 saat
boyunca diyalize birakilmistir. Diisiik devirde c¢alisan bir magnetik karistirict
iizerinde +4 °C’de gerceklestirilen diyaliz islemi siiresince tampon dort defa
degistirilmistir. Gergeklestirilen diyaliz igleminden sonra kismen saflastirilan

polifenol oksidaz, deneylerde enzim kaynagi olarak kullanilmistir [43].
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2.4 Spektrofotometrik Olciimler

Reaksiyon 1 cm’lik 151k yolu olan ve 3 mL hacimli kuartz kiivet icinde,
Perkin  Elmer Lambda 35 UV-Visible spektrofotometre  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Polifenol oksidaz enziminin substrat spesifikligini belirlemek
amaciyla 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilmistir. Analiz
karisimi genel olarak 2.3 mL fosfat tamponu, 0.6 mL substrat ve 0.1 mL enzim
seklinde, soliisyonun hacmi 3 mL de sabit tutularak hazirlanmistir. Olgiimler 2
dakikadan, 2’ser defa tekrarlanarak yapilmistir. Olgiimlerde 4-metilkatekol ve
katekol substratlar1 i¢in 420 nm’de, pirogallol substrati icinde 320 nm’de absorbans

Olciimii alinarak gerceklestirilmistir [42].

2.5 Enzim Aktivitesine pH’nin Etkisi

S. perfoliata subsp. athoa bitkisinden elde edilen polifenol oksidaz enziminin
optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi i¢in pH 4-6 araliginda 0.1 M
asetat ve pH 6-9 araliginda 0.1 M fosfat tamponu kullanilmistir. Tampon
cozeltilerinin pH ayarlar1 0.1 M NaOH ve 0.1 M HNOs; ¢o6zeltileri kullanilarak
yapilmistir. 3 mL’lik reaksiyon karigimi 2.3 mL tampon, 0.6 mL substrat ve 0.1 mL

enzim karisimimdan meydana gelmis, olgiimler ikiser kez tekrarlanmistir [42].

2.6 Enzim Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

S. perfoliata L. subsp. athoa'dan elde edilen polifenol oksidazin optimum
aktivite gosterdigi sicaklik degeri 20-70 °C dereceleri arasnda calisilarak
belirlenmistir. Olgiimlerde kullanilan substrat ve tampon ¢dzeltilerinin sicaklig1 bir
su banyosu yardimiyla ayarlanmistir. 3 mL’lik reaksiyon karigimi 2.3 mL tampon,
0.6 mL substrat ve 0.1 mL enzim karisimindan meydana gelmistir. Olgiimler ikiser

kez tekrarlanmustir [44].
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2.7 [Inhibisyon

4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak polifenol
oksidazin inhibisyonu gerceklestirilmistir. Askorbik asit, L-sistein, glutamik asit,
benzoik asit ve sodyum azid ise inhibitdor maddeler olarak kullanilmistir. Benzoik
asit ve sodyum azidle polifenol oksidazin inhibe olmadig1 goriilmiistiir. Reaksiyon 3
mL de sabit tutularak 0.1 M fosfat tamponu, 0.1 M enzim ¢ozeltisi ve degisik
konsantrasyonlardaki substrat ve inhibitorleri karistirilarak meydana gelmistir.

Calismada kullanilan inhibitorlerin agik yapilar: Sekil 2.1°de verilmistir [45].

O
O
H, H HS
’, O H
HoN CIH;N OH
H
a) Glutamik asit b) L-sistein
o}
OH O
[0
OH OH OH
H
¢) Askorbik asit d) Benzoik asit
/Na
N=—N=—N
e) Sodyumazid

Sekil 2. 1: Calismada kullanilan inhibitorlerin agik yapilar
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2.8 Sideritis perfoliata L. subsp. athoa (Papan. & Kokkini) Baden'in

Ekstraktinin Protein Icerigi

S. perfoliata L. subsp. athoa’nin protein igerigi Bradford yontemi ile
belirlenmistir [46]. Bradford yontemi, fosforik asitli ortamda proteinlerin Coomassie
Brillant-Blue G-250 reaktifiyle kompleks olusturmalar1 seklinde gerceklesmektedir.
Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir [28].

I mL’sinde 1 mg protein igeren standart sigir albiimin ¢ozeltisinden deney
tiiplerine srrasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL otomatik pipet
yardimiyla konuldu. Albumin ¢6zeltisi bulunan tiiplerin hacimleri 5 mM pH’s1 6.5
olan fosfat tamponuyla 0.1 mL’ye tamamlandi. 5 mL Coomassie Brillant-Bule G-250
reaktifi biitlin tiiplere eklendikten sonra tiipler bir vorteks yardimiyla 1 dakika
stiresince karistirildi. 30 dakika karanlik ortamda beklemeye birakilan ¢dzeltinin
absorbansi 595 nm’de belirlendi. Kor olarak hazirlanan tiip 0.1 mL fosfat tamponu
ve 5 mL Coomassie Brillant-Bule G-250 reaktifini icerdi. Hazirlanan enzim
ekstraktindan 3 ayri tiipe 0.2°ser mL alinarak iizerine 5’er mL Coomassie Brillant-
Blue G-250 reaktifi eklenip vortekste karistirildiktan sonra 595 nm’de absorbans
degerleri &lgiildii. Ug 6lciimiin ortalamasi alindiktan sonra absorbans degerlerine

karsilik gelen protein miktar1 standart grafik yardimiyla hesaplandi [28].
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3. BULGULAR

Bu calismada S. perfoliata subsp. athoa'dan elde edilen PFO kismi
saflastirilarak bazi biyokimyasal parametreleri; belirlenen optimum sartlarda enzimin
subsratlarma olan ilgisinin arastirilmasi ve bu ilginin biyokimyasal ifadesi olan Ky
ve Vmax degerleri, enzimin farkli inhibitorlere karsi ilgisi ve inhibisyon tiirleri tespiti,
Kj degerlerinin hesaplanmas1 ve bitkinin protein icerigi belirlenmeye c¢alisilmistir.

Calismanin sonucunda elde edilen veriler asagida sunulmaktadir.

3.1 S. perfoliata subsp. athoa Ekstraktinin Protein Icerigi

Ham enzim ekstraktlarindaki total protein igerigi Bradford yontemine gore
[46] belirlenmistir. Elde edilen deneysel bulgular enzim ekstraktinin 14,06mg / 100 g

protein igerigine sahip oldugunu gostermistir.

3.2 8. perfoliata subsp. athoa PFO'sunun Substrat Spesifikligi

S. perfoliata subsp. athoa’dan elde edilen polifenoloksidaz aktivitesi 4-
metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen

deneysel veriler Tablo 3.1 ve Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Tablo 3.1: S. perfoliata subsp. athoa’dan elde edilen polifenoloksidaz aktivitesi icin ¢esitli substratlarla elde edilmis kinetik veriler.

S Vo IS 1V, Vs Ku Vo Knt
Substratlar (M)[x]10+3 EU mL" dak™) (1\})']‘ €U mL" dak’)'x 10® | (EU mL" dak™) mM | (E0 mL" dak’ mM™) R’

333 424 300 23
6,67 495 150 20
10,00 593 100 16

Katekol 13,33 742 75 13 11111 1 1010 0,9932
16,67 989 60 10
20,00 1484 50 6,7
2333 2968 43 33
333 257 600 38
6,67 299 300 33
10,00 359 200 27

4-metilkatekol 13,33 449 150 2 5000 1,5 3333 0,9955
16,67 599 120 16
20,00 899 100 1
2333 1799 85.7 55
333 430 300 23
6,67 502 150 19
10,00 602 100 16

Pirogallol 13,33 752 75 13 5000 5,0 1000 0,9900
16,67 1002 60 9,9
20,00 1502 50 6,6
2333 3002 43 33
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=
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Sekil 3.1 : Katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlari ile S. perfoliata
subsp. athoa polifenoloksidazi i¢in ¢izilmis 1/[S]-1/V egrileri.

3.3 Optimum pH

S. perfoliata subsp. athoa bitkisinden elde edilen polifenol oksidazin
optimum pH degerleri 4-metilkatekol, pirogallol ve katekol substratlar1 kullanilarak
belirlenmeye calisilmistir. Elde edilen deneysel veriler Tablo 3.2 ve Sekil 3.2'de

gosterilmektedir.
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Tablo 3.2: S. perfoliata subsp. athoa bitkisinden elde edilen polifenoloksidaz

aktivitesinin pH ile degisimine ait veriler.

Aktivite (EU mL " dak )

pH
Katekol 4-metilkatekol Pirogallol
4,0 1035 4343 723
4,5 1037 5170 683
5,0 1084 5373 703
5,5 1049 4553 1083
6,0 2575 4318 1007
6,5 4289 4261 1496
7,0 6116 3258 6467
7,5 3988 1436 10689
8,0 4063 1110 199
8,5 3271 773 0
9,0 2259 405 0
12000
Katekol
100001 s 4 metilkatekol
T —a— Pirogallol
3 8000
-
g
o) 6000
S
et
= 4000
=
<«
2000

Sekil 3.2 : S. perfoliata subsp. athoa bitkisinden elde edilen polifenoloksidaz
aktivitesinin pH ile degisimi
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3.4 Optimum Sicakhk

4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak S. perfoliata
subsp. athoa’dan elde edilen PFO aktivitesinin sicaklikla degisimi 20, 30, 40, 50 ve
60 °C’lerde incelenmistir. Elde edilen deneysel veriler Tablo 3.3 ve Sekil 3.3’de
gosterilmisir. Sekil 3.3’den goriildiigli gibi 4-metilkatekol ve katekol substratlari i¢in
optimum sicaklik 20 °C iken pirogallol igin 50 °C’dir.

Tablo 3.3: S. perfoliata subsp. athoa bitkisinden elde edilen polifenoloksidaz
aktivitesinin sicaklikla degisimine ait veriler

, Aktivite (EU mL" dak™)
Sicakhik ("C)
Katekol 4-metilkatekol Pirogallol
20 6116 5453 6467
30 3494 4377 5303
40 2728 4326 5873
50 1170 4178 7021
60 0 3335 0
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Sekil 3.3 : S. perfoliata L. subsp. athoa bitkisinden elde edilen PFO aktivitesinin
sicaklikla degisimi

3.5 Polifenoloksidazin inhibisyonu

Askorbik asit, L-sistein ve glutamik asit inhibitdrleri ile polifenoloksidazin
inhibisyonu 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak
incelenmistir. Elde edilen deneysel veriler sirasiyla Tablo 3.4- 3.12 ve Sekil 3.3-
3.11°de verilmistir. Deneysel bulgular benzoik asit ve sodyum azidin S. perfoliata

subsp. athoa PFO’sunu inhibe etmedigini gostermistir.
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Tablo 3.4: 4-metilkatekol substrati kullanilarak L-sistein inhibitorii ile S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin inhibisyonuna ait

deneysel veriler.

[S]

Vo

/8]

1/V,

Vmax

Kwm

Kij

2
[TV M) x 10" (EU mL™" dak™) )?! (EU mL" dak™)"'x 10" (EU mL™" dak™) (mM) M) R

3,33 2000 600 5,0
6,67 2857 300 3.5
10,00 3333 200 3,0

0 13,33 3636 150 2.7 5000 1,5 L 0,9955
16,67 3846 120 2.6
20,00 4000 100 2.5
23,33 4117 85.7 2.4
3,33 909 600 11
6,67 1538 300 6.5
10,00 2000 200 5,0

1,33x 10" 13,33 2352 150 4.2 L L 1,4x 107 0,9911
16,67 2631 120 3.8
20,00 2857 100 3.5
23,33 3043 85.7 3.2
3,33 500 600 20
6,67 909 300 11
10,00 1250 200 8,0

2x107 13,33 1538 150 6.5 L L 2,04 x 10 0,9975
16,67 1785 120 5.6
20,00 2000 100 5,0
23,33 2187 85.7 4.5
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[
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Sekil 3.4 : 4-metilkatekol substrati kullanilarak L-sistein inhibitorii ile S.
perfoliata subsp. athoa polifenoloksidazinin inhibisyonunu i¢in 1/Vy-1/[S]
egrileri.
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Tablo 3.5: 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazimin inhibisyonuna ait

deneysel veriler.

i o) S R N AL o .y o R
M)x 10 (EU mL™ dak™) M) (EUmL™" dak™) " x 10 (EU mL™ dak™) (mM) M)

3,33 434 600 23
6,67 800 300 12
10,00 1111 200 9,0

0 13,33 1379 150 7.2 5000 1,5 L 0.9676
16,67 1612 120 6.2
20,00 1818 100 5.5
23,33 2000 85.7 5,0
3,33 1250 600 8,0
6,67 2000 300 5,0
10,00 2500 200 4,0

1x10* 13,33 2857 150 3.5 L L 1,01 x 10™ 0.9634
16,67 3125 120 3.2
20,00 3333 100 3,0
23,33 3500 85.7 2.8
3,33 2857 600 3,5
6,67 3636 300 2,7

1,6 x 10 10,00 4000 200 2,5 L L 1,7 x 107 0.9653
13,33 4210 150 2,3
16,67 4347 120 2,2
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Sekil 3.5 : 4-metilkatekol substrati kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile S.
perfoliata subsp. athoa PFO’sunun inhibisyonunu i¢in 1/V,-1/[S] egrileri.
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Tablo 3.6: 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak glutamik asit inhibitorii ile S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin inhibisyonuna ait

deneysel veriler.

o Bl | mimt gy | o AT o .y v R
(M) x 10 (EU mL" dak™) (M) (EU mL™" dak™)'x 10 (EU mL" dak™) (mM) (M)
3,33 257,1 600 38
6,67 299,9 300 33
10,00 359,9 200 27
0 13,33 449.9 150 22 3333 1,3 L 0.9955

16,67 599,9 120 16
20,00 899,9 100 11
23,33 1799 85.7 55
3,33 2272 600 4.4
6,67 3125 300 3.2

3,3x107 10,00 3571 200 2.8 L L 9,9x 107 0.9975
13,33 3846 150 2.6
16,67 4032 120 2.4
20,00 4166 100 2.4
3,33 2631 600 3.8
6,67 3448 300 2.9

1,0 x 10 10,00 3846 200 2.6 o 33,3 0.9921
13,33 4081 150 2.4 —
16,67 4237 120 2.3
20,00 4347 100 2.3
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Sekil 3.6 : 4-metilkatekol substrati kullanilarak glutamik asit inhibitérii ile S.
perfoliata subsp. athoa PFO’sunun inhibisyonunu i¢in 1/V,-1/[S] egrileri.
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Tablo 3.7: Katekol substrati kullanilarak L-sistein inhibitorii ile S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin inhibisyonuna ait deneysel

veriler.
(1] (v S N VIS] R ACT. | Vo Ko K‘ R?
M) x 10 (EU mL™" dak™) M) (EU mL™" dak™)"'x 10 (EU mL™" dak™) (mM) M)
3,33 2500 300 4,0
6,67 4000 150 2,5
10,00 5000 100 2,0
0 13,33 5714 75 1,7 11111 11 L 0,9932
16,67 6250 60 1,6
20,00 6666 50 1,5
23,33 7000 43 1,4
3,33 1428 300 7,0
6,67 2500 150 4,0
10,00 3333 100 3,0
3,3x10° 13,33 4000 75 25 o o 6,7x 10° | 0,9896
16,67 4545 60 2.2
20,00 5000 50 2,0
23,33 5384 43 1.8
10,00 1428 100 7,0
13,33 1818 75 5.5
1x 107 16,67 2173 60 4.6 L o 6,1x 107 0,9546
20,00 2500 50 4,0
23,33 2800 43 3.5
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Sekil 3.7 : Katekol substrat1 kullanilarak L-sistein inhibitorii ile S. perfoliata
subsp. athoa PFO’sunun inhibisyonunu i¢in 1/V-1/[S] egrileri.
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Tablo 3.8: Katekol substrati kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin inhibisyonuna ait

deneysel veriler.

[S]

Vo

/8]

1/V,

Vmax

Kwm

Kij

2
[T (V) M) x 10" (EU mL™" dak™) ! (EU mL™ dak™)'x 10" (EU mL™" dak™) (mM) M) R

3,33 424 1000 23
6,67 495 500 20
10,00 593 333 16

0 13,33 742 250 13 11111 11 L 0,9932
16,67 989 200 10
20,00 1484 166 6,7
23,33 2968 142 3.3
3,33 333 1000 23
6,67 998 500 19
10,00 1330 333 16

33x 10° 13,33 1661 250 13 L L 2,7x 107 0,9939
16,67 1992 200 9,0
20,00 2322 166 6,0
23,33 4375 142 2.2
3,33 613 1000 6,0
6,67 698 500 4.5

6,7x 107 10,00 745 333 4,0 o L 2,8x 107 0,9956
13,33 866 250 3.7
20,00 1597 166 3.5
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Sekil 3.8 : Katekol substrat1 kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile S. perfoliata
subsp. athoa PFO’sunun inhibisyonunu i¢in 1/V-1/[S] egrileri.
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Tablo 3.9: Katekol substrati kullanilarak glutamik asit inhibitorii ile S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin inhibisyonuna ait

deneysel veriler.

[S]

Vo

/8]

1/V,

Vmax

Kwm

Kij

2
[TIV) M)x 10" (EU mL" dak™) ) (EU mL"! dak™)'x 10" (EU mL" dak™) (mM) M) R
3,33 2564 300 3.9
6,67 2898 150 3.4
10,00 3030 100 33
0 13,33 3100 75 3,2 11111 11 L 0,9932
16,67 3144 60 3,18
20,00 3174 50 3,15
23,33 3196 42 3,12
3,33 2439 300 4,1
6,67 3278 150 3,0
10,00 3703 100 2,7
33x 10° 13,33 3960 75 2.5 L L 2,7x 107 0,9939
16,67 4132 60 2,4
20,00 4255 50 2,3
23,33 4347 42 2,2
3,33 909 300 11
6,67 1538 150 6,5
10,00 2000 100 5,0
6,7x 107 13,33 2352 75 42 o L 2,8x10° | 0,9956
16,67 2631 60 3,8
20,00 2857 50 3.5
23,33 3043 42 3,2
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Sekil 3.9 : Katekol substrat1 kullanilarak glutamik asit inhibitorii ile S. perfoliata
subsp. athoa PFO’sunun inhibisyonunu i¢in 1/V-1/[S] egrileri.
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Tablo 3.10: Pirogallol substrati kullanilarak L-sistein inhibitorii ile S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin inhibisyonuna ait deneysel

veriler.
mem S o Ve ] US| W Ve K Ki .
M) x 10 (EU mL™" dak™) M) (EU mL™" dak™)'x 10 (EU mL™" dak™) (mM) (M)

3,33 2500 300 4,0
6,67 4000 150 2,5
10,00 5000 100 2,0

0 13,33 5700 75 1,7 5000 5,0 L 0,9862
16,67 6250 60 1,6
20,00 6666 50 1,5
23,33 7000 43 1,4
3,33 1428 300 7,0
6,67 2500 150 4,0
10,00 3333 100 3,0

3,3x10° 13,33 4000 75 2,5 o o 6,66 x 10° | 0,9883
16,67 4545 60 2,2
20,00 5000 50 2,0
23,33 5384 43 1,8
3,33 909 300 11
6,67 1538 150 6,5
10,00 2000 100 5.0

1x102 13,33 2352 75 42 o o 2x 107 0,9933
16,67 2631 60 3.8
20,00 2857 50 3,5
23,33 3043 43 3,2
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Sekil 3.10 : Pirogallol substrat1 kullanilarak L-sistein inhibitori ile S. perfoliata
subsp. athoa PFO’sunun inhibisyonunu i¢in 1/V-1/[S] egrileri.
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Tablo 3.11: Pirogallol substrati1 kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin inhibisyonuna ait

deneysel veriler

[S]

Vo

/8]

1/V,

Vmax

Kwm

Kij

2
[T (V) M) x 10" (EU mL™" dak™) )?! (EU mL" dak™)"'x 10" (EU mL™" dak™) (mM) M) R
3,33 430 300 23
6,67 502 150 19
10,00 602 100 16
0 13,33 752 75 13 5000 5,0 L 0,99
16,67 1002 60 9.9
20,00 1502 50 6,6
23,33 3002 43 3,3
3,33 2500 300 4,0
6,67 3333 150 3,0
10,00 3750 100 2.7
1,6 x 103 13,33 4000 75 2,5 o o 4,1x 10" 0,997
16,67 4166 60 2,4
20,00 4285 50 2.3
23,33 4375 43 2,3
3,33 1666 300 6,0
6,67 2222 150 4,5
10,00 2500 100 4,0
8,3x102 13,33 2666 75 3,7 o o 2,1x 107 0,9923
16,67 2777 60 3,6
20,00 2857 50 3,5
23,33 2916 43 34
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Sekil 3.11 : Pirogallol substrat1 kullanilarak askorbik asit inhibitori ile S.
perfoliata subsp. athoa PFO’sunun inhibisyonunu i¢in 1/V,-1/[S] egrileri.

47



1%

Tablo 3.12: Pirogallol substrati kullanilarak glutamik asit inhibitorii ile S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin inhibisyonuna ait

deneysel veriler.

[S]

Vo

/8]

1/V,

Vmax

Kwm

Kij

2
[T (V) M) x 10" (EU mL™" dak™) )?! (EU mL" dak™)"'x 10" (EU mL™" dak™) (mM) M) R
3,33 5882 1000 1,70
6,67 7407 500 1,35
10,00 8108 333 1,23
0 13,33 8510 250 1,17 5000 5,0 L 99,12
16,67 8771 200 1,14
20,00 8955 166 1,11
23,33 9090 142 1,10
3,33 2000 1000 5,0
6,67 3333 500 3,0
10,00 4285 333 2,3
1,3x10° 13,33 5000 250 2.0 L L 3,33x 107 99,62
16,67 5555 200 1,8
20,00 6000 166 1,6
23,33 6363 142 1,5
3,33 909 1000 11
6,67 1538 500 6,5
10,00 2000 333 5,0
1,0 x 107 13,33 2352 250 4,2 o L 2x 102 99,12
16,67 2631 200 3,8
20,00 2857 166 3,5
23,33 3043 142 3,2
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Sekil 3.12 : Pirogallol substrati kullanilarak glutamik asit inhibitori ile S.
perfoliata subsp. athoa PFO’sunun inhibisyonunu i¢in 1/V,-1/[S] egrileri.

3.6 159 Degerlerinin Belirlenmesi

Polifenol oksidazin askorbik asit, L-sistein ve glutamik asit inhibitdrleri ile Iso
degerini tayin etmek i¢cin 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar olarak
kullanilmistir. Elde edilen deneysel veriler Tablo 3.13-3.15 ve Sekil 3.13-3.21°de
gosterilmistir. Inhibitdr konsantrasyonunun yiizde inhibisyona karsi c¢izilen

grafiklerinin egrilerinden elde edilen denklemlerinden Isy degerleri belirlenmistir.
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Tablo 3.13: Bir substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda S. perfoliata subsp.
athoa polifenol oksidazinin ¢aligmada kullanilan inhibitorlerle elde edilmis yilizde
inhibisyon degerleri

Inhibitor [1] (M) Absorbans % Inhibisyon

0,000000 0.5684 100,0

0.005000 0.4179 73,5

0.006667 0.3983 70,1

Glutamik asit 0.008333 0.3898 68,6
0.010000 0.3494 61,4

0.011667 0.3181 56,0

0,000000 0,4258 100

0,000033 0,4028 94,5

0,000066 0,3900 91,5

0,000100 0,3550 83,3

L-sistein 0,000133 0,3239 76,0
0,000166 0,2512 58,9

0,000200 0,2027 47,6

0,000233 0,1838 43,1
0,000033 0,4371 100,0

0,000066 0,3319 74,7

0,000100 0,3268 65,3

Askorbik asit 0,000133 0,2857 57,3
0,000166 0,2505 44,1

0,000200 0,1931 31,9

0,000233 0,1117 25,5
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Sekil 3.13 : 4-metilkatekol substrati kullanlilarak S. perfoliata subsp. athoa polifenol
oksidazinin glutamik asit inhibitdriiyle ylizde inhibisyonu.
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Sekil 3.14 : 4-metilkatekol substrat1 kullanlilarak S. perfoliata subsp. athoa
polifenol oksidazinin L-sistein inhibitoriiyle yiizde inhibisyonu.
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Sekil 3.15 : 4-metilkatekol substrati kullanlilarak S. perfoliata subsp. athoa
polifenol oksidazinin askorbik asit inhibitoriiyle yiizde inhibisyonu
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Tablo 3.14: Bir substrat olarak katekol kullanmildiginda S. perfoliata subsp. athoa
polifenol oksidazinin c¢alismada kullanilan inhibitorlerle elde edilmis yiizde
inhibisyon degerleri.

Inhibitor [1] (M) Absorbans % Inhibisyon
0 0,5581 100,0
0,001667 0,5410 96,9
0,003333 0,5087 91,1
Glutamik asit 0,005000 0,4821 86,3
0,006667 0,4406 78,9
0,008333 0,4146 74,2
0,010000 0,3689 66,0
0,000033 0,7901 100,0
0,000066 0,5924 74,9
0,000100 0,4662 59,0
L-sistein 0,000133 0,2941 37,2
0,000166 0,2415 30,5
0,000200 0,1918 24,2
0000000 0,6726 100,0
0,000033 0,6143 91,3
0,000066 0,5028 74,7
0,000100 0,4249 63,1
Askorbik Asit
0,000133 0,3955 58,8
0,000166 0,3444 51,2
0,000200 0,2002 29,7
0,000233 0,0876 13,0
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Sekil 3.16 : Katekol substrati kullanlilarak S. perfoliata subsp. athoa polifenol
oksidazinin glutamik asit inhibitdriiyle ylizde inhibisyonu.
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Sekil 3.17 : Katekol substrati kullanlilarak S. perfoliata subsp. athoa polifenol
oksidazinin L-sistein inhibitoriiyle yiizde inhibisyonu.

54



100

80 y = -7TE+08x? - 206749x + 100

60 A

40

% Aktivite

20 A

3E-05 8E-05 0,00013 0,00018 0,00023
(1] [M]

Sekil 3.18 : Katekol substrati kullanlilarak S. perfoliata subsp. athoa polifenol
oksidazinin askorbik asit inhibitoriiyle yiizde inhibisyonu.
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Tablo 3.15: Bir substrat olarak pirogallol kullanildiginda S. perfoliata subsp. athoa
polifenol oksidazinin c¢alismada kullanilan inhibitorlerle elde edilmis yiizde
inhibisyon degerleri.

Inhibitor [1] (M) Absorbans % Inhibisyon
0000000 0.8744 100,0
0.001667 0.7036 80.4
0.003333 0.6439 73.6
Glutamik asit 0.005000 0.5709 65.2
0.006667 0.5060 57.8
0.008333 0.4012 45.8
0.010000 0.3238 37.0
0,000000 0.5775 100,0
0.001667 0.4821 83.4
L-sistein 0.003333 0.3881 67.2
0.005000 0.3401 58.8
0.006667 0.1991 34.4
0000000 0.5028 100,0
0.000010 0.2979 59.2
Askorbik Asit 0.000013 0.2588 51.4
0.000067 0.2291 45.5
0.000020 0.2046 40.6
0.000023 0.1925 38.2
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ekil 3.19 : Piragallol substrat1 kullanlilarak S. perfoliata L. subsp. athoa
g
polifenol oksidazinin glutamik asit inhibitoriiyle yiizde inhibisyonu.
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Sekil 3.20 : Piragallol substrat1 kullanlilarak S. perfoliata subsp. athoa polifenol
oksidazinin L-sistein inhibitdriiyle ylizde inhibisyonu.
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Sekil 3.21 : Piragallol substrati1 kullanlilarak S. perfoliata subsp. athoa polifenol
oksidazinin askorbik asit inhibitoriiyle ylizde inhibisyonu.
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4. SONUC VE ONERILER

Calismamizda S. perfoliata subsp. athoa'dan elde edilen PFO kismi olarak
saflagtirildiktan sonra bazi biyokimyasal parametreleri incelenmistir. S. perfoliata
subsp. athoa'dan kismen saflastirilan PFO enziminin substrat spesifikligi, belirlenen
optimum sartlarda enzimin subsratlarina olan ilgisinin arastirilmasi ve bu ilginin
biyokimyasal ifadesi olan Ky ve Vi degerleri, enzimin farkli inhibitorlere karsi
ilgisi, inhibisyon tiirlerinin tespiti ile K; degerlerinin hesaplanmasi ve bitkinin protein

icerigi belirlenmigtir.

4.1 S. perfoliata subsp. athoa'min Toplam Protein Icerigi

Bitkisel besinlerin gida degerlerinin belirlenmesinde protein igerigi 6nemli bir
parametredir. S. perfoliata subsp. athoamin protein icerigi asidik bir boya olan
Coomassie-Brillant Blue (CBB) G-250 soliisyonu kullanilarak Bradford metoduna
gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir [46]. Buna gore; S. perfoliata subsp.
athoa'nin enzim ekstraktinin 14,06 mg/100 g protein icerigine sahip oldugu
bulunmustur. Literatiirde bir ¢ok bitkinin degisik amaglarla protein igeriginin tespit
edildigi goriilmektedir. Muzun protein icerigi 1,5-2,1 mg mL™, elmanm 0,19 mg
mL™, sakiz agacinm 0,0526 mg mL-1 [47], O. onites ve O. vulgare subsp. hirtum
tiirlerinin vejetatif ve generatif donemlerde yapraklarindaki protein igeriginin
sirasiyla 5,89-4,34 ve 7,96-55,59 mg g-1 araliginda oldugu bulunmustur [48]. Diger
bir ¢alismada ise Lactuca sativa L.’nin protein igeriginin 494 mg/mL oldugu
bildirilmistir [1]. Menhgini ve arkadaslar1 antioksidan aktivite ve kimyasal
kompozisyonunu belirlemeye calistiklar1 Sideritis italicanin total protein igerigini
taze yapraklarda 606.7£141.9 pg/g, cigeklerde ise 1095.0+229.6 ng/g oldugunu
tespit etmislerdir [49].

Bitkilerin serbest amino asit icerigi bitkiden bitkiye gore degisim
gostermektedir. Bunun yanisira protein varligi ve dagilimi ¢evresel faktorlere gore

de degisim gostermektedir [50]. Bitki hiicrelerindeki protein igeriklerinin bitkinin
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tiirline, yasina, sebze ve meyvelerin olgunluguna bagh olarak degisiklik gosterdigi

belirtilmektedir [50].

4.2 Optimum pH

Enzimler, protein yapisinda olmalarindan dolayr pH degisiminden oldukca
etkilenirler. Enzimlerin aktif merkezleri genelde iyonlasabilen gruplardan olusur ve
bir enzimin bir reaksiyonu katalizleyebilmesi, substrata yapisabilmesi ya da aktif
merkezinin uygun durumda olmas1 i¢in bu gruplarin uygun iyonik formda olmasi
gerekmektedir. Substratlarin da iyonlasabilen gruplar icermesi durumunda substrat
yalnizca bir i1yonik formda enzimle birlesebilir ya da katalize edilebilir. pH
degisimiyle iyonizasyon ve dissosiyasyonda degismeler meydana gelmektedir.
Enzim-substrat sisteminde enzimlerin aktivite gdsterdigi pH araligi olduk¢a dardir
[51, 52, 53]. Artan pH degeri ile enzim aktivitesi ilk dnce bir maksimum degere erisir
ve daha sonra bazik bolgede sifir degerine dogru azalir. Substratin enzime
baglanmasi, enzimin katalitik aktivitesi, substratin iyonlasmasi, protein yapisinda
meydana gelen etkiler gibi nedenlerle pH araligi daralir [54]. Optimum pH, enzimin
maksimum aktivite gosterdigi pH degeridir ve bu yilizden her substrata ait pH degeri

belirlenmektedir [36,53,55].

S. perfoliata subsp. athoa PFO’nun pH profili 4.5-9.0 aralifinda asetat ve
fosfat tamponlar1 kullanilarak incelenmistir. Tablo 3.2 ve Sekil 3.2’den goriildiigii
gibi 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak S. perfoliata subsp.
athoa PFO’su i¢in optimum pH’larin swrasiyla 5.0, 7.0, 7.5 oldugu bulunmustur.
Genellikle, bitkiler notral pH degerinde optimum pH aktivitesi gostermektedirler
[42]. Yapilan literatiir arastirmasinda Sideritis tiirlerinden elde edilen PFO enzimine
ait optimum pH c¢aligmasina rastlanmamistir. Ancak literatiirde cesitli kaynaklardan

elde edilmis PFO i¢in farkli optimum pH degerlerinin oldugu bildirilmistir.

Fenolik bir substrat olan 4-metilkatekol kullanildiginda dut bitkisi PFO’su
icin optimum pH 5.0 [34], Ferula sp. PFO’su i¢in optimum pH’nin 6.0 [56], cilek
PFO’su i¢in optimum pH’nin 4.5, patlican PFO’su i¢in optimum pH’nim 6.0 oldugu
bulunmustur [16]. Cay bitkisi PFO’nun en yiiksek aktivite gdsterdigi optimum pH
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degeri 6.02 olarak belirlenmistir. Musmula PFO" i¢in 4-metilkatekol substratiyla
optimum pH degerinin 7.0 oldugu, ayni substrat ile napolyon iiziim PFO" i¢in
optimum pH degerinin 3.0 oldugu rapor edilmistir [35]. Cin'in glineyinde yetisen ve
gecmiste kral meyvesi olarak bilinen lici PFO'su ile yapilan ¢alismada 4-metilkatekol
substrat1 icin opimum pH degerinin 7.0, armut ile yapilan ¢alismada ayni substrat

icin pH’nin 5.0 oldugu belirtilmistir [57,58].

PFO'nun substatlarindan biri olan katekol kullanildiginda ayva bitkisi PFO’su
icin optimum pH 8.0, dut bitkisi PFO’su i¢cin optimum pH’nm 7.0 [34], Ferula sp.
PFO’su i¢in optimum pH’nin 7.0 [56], marula meyvesi PFO’su i¢in optimum
pH’nin 7.0 [60], kivi PFO’su i¢in optimum pH’nin 7.3 [61] oldugu bulunmustur.
Olgunluk asamasina gore seftali PFO'su i¢in katekol substrati ile belirlenen optimum
pH derecesi 6.0-6.5 arasinda bulunmustur. Tam olgun seftalilerde elde edilmis
enzimin optimum pH'mnm 6.2 oldugu bildirilmistir [62-65]. Katekol substrati
kullanilarak enginar kabugu ve meyve PFO’sunun optimum pH degerleri, kabuk
PFO’su i¢in 7.5, meyve PFO’su icin 8.0 olarak bulunmustur [66]. Yine ayn1 substrat
kullanildiginda anamur muzundan elde edilen PFO i¢in optimum pH degeri 7.0
olarak belirlenmistir [67]. Armut PFO'su ile yapilan ¢alismada katekol substrat1 i¢in
optimum pH degerinin 5.0 oldugu rapor edilmistir [58]. S. perfoliata subsp. athoa
bitkisinin PFO’sunun optimum pH degerleri katekol substrati i¢in calisilan bitki
PFQO'lar1 ile benzerlik géstermektedir.

Pirogallol substrat1 kullanildiginda ise dut PFO’su i¢in optimum pH’nin 7.5
[34], Cin lahanas1 PFO’su i¢in optimum pH’nin 5.0 [68], enginar PFO’su i¢in
optimum pH’nin 8.0 [69], Ocimum basilicum L. PFO’su i¢in optimum pH’nin 9.0
oldugu belirlenmistir [70]. Pirogallol substrat1 ile amasya elma PFO'su i¢in optimum
pH degerinin 8.6 oldugu bildirilmistir [71]. Pirogallol substratiyla maruldan elde
edilen PFO i¢in optimum pH degerinin 7.5 oldugu tespit edilmistir [1] Armuttan
elde edilen PFO ile yapilan ¢alismada pirogallol substrati icin optimum pH degerinin
8.0 oldugu bildirilmistir [58]. Bu PFO’larm optimum pH’lar1 ile kiyaslandiginda S.
perfoliata subsp. athoa PFO'su ¢in lahanasi, enginar, O. basilicum L. ve armut
PFO'larindan farklilik gostermektedir. Ancak dut ve marul PFO’su ile ayn1 optimum
pH degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Optimum pH'lar arasindaki farklilik,

degisik kaynaklardan elde edilen PFO'larmm degisik formlarmin bulunmasi, enzim
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kaynagmin olgunluk durumu, enzimin saflastirilma derecesi ve substrat tipi ile

yakindan iligkilidir [72].

4.3 Optimum Sicakhk

Bir enzimin optimum sicaklifi cogu zaman deneyin yapildig1 sartlara
baghdir. Genel olarak sicaklik arttirildiginda reaksiyon i¢in gerekli kinetik enerjiye
sahip molekiillerin kesri arttigi i¢in reaksiyon hiz1 artar. Sicaklik c¢ok fazla
arttirildiginda termal denaturasyon etkisinden dolay1 reaksiyon hizi azalir. Bu durum
cogu enzimler i¢in hemen hemen aynidir [48]. Enzimlerin optimum sicakligi da, pH
gibi izole edildigi kaynakla ortamin pH’st ile ve kullanilan substratlarla dogrudan
iligkilidir [66]. S. perfoliata subsp. athoa’nin polifenol oksidaz aktivitesinin 3 farkli
substratta sicaklikla degisimini Sekil 3.3°te gosterilmektedir. Sekil 3.3’den goriildiigii
gibi 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 i¢in optimum sicaklik degerleri
srastyla 20, 20 ve 50°C olarak belirlenmistir. S. perfoliata subsp. athoa’nn polifenol
oksidaz aktivitesini 60 °C ve tizerinde enzim aktivitesini kaybettigi gozlenmistir.
Enginar kabugu ve meyve PFO’sunun optimum sicaklik, kabuk ve meyve PFO’su
icin sirasiyla 25°C ve 30°C bulunmustur [73]. 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol
substratlar1 i¢in O. basilicum PFO'nin optimum sicaklik degerleri sirasi ile 20, 40 ve
50°C olarak tespit edilmistir [28]. 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1
kullanilarak Lactuca sativa L. PFO'1 i¢in optimum sicakliklarin sirasiyla 30, 40 ve 30
°C oldugu bulunmustur [1]. Katekol substrati ile Giiney Afrika’da yetisen Viktorya
tizimlerinden ekstrakte edilen PFO i¢in optimum sicaklik 25 °C olarak tespit
edilmistir [74]. Cukurova bdlgesinde yetistirilen Domat ¢esidi zeytinden kismen
saflagtirilan polifenol oksidaz enziminin 4-metilkatekol substrati kullanilarak,
optimum sicaklik derecesinin 30°C oldugu rapor edilmistir [38]. Bircok bitki ve
meyve lizerinde yapilan c¢aligmalarda PFO enziminin en yiiksek aktivite gdsterdigi
optimum sicakligm 25-30°C araliginda oldugu, sicakligm 40 °C’nin tizerine ¢ikmaya
basladigr anda PFO aktivitesinin azalma gosterdigi belirtilmistir [25,45,71,75,76].
Lee ve arkadaslar1 kakao tanelerinin 60 °C’ye 1sitilmasiyla bitkinin biinyesindeki
gizli PFO’nun aktif hale geldigini fakat daha yiiksek sicakliklarda ise aktivite

gostermedigini belirtmislerdir [16].
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4.4 Substrat Spesifikligi

S. perfoliata subsp. athoa’dan elde edilen polifenol oksidazin substratlara
bagl olarak gosterdigi aktiviteyi belirlemek amaciyla 4-metilkatekol ve katekol gibi
difenolik, pirogallol gibi trifenolik substratlar kullanilmistir. Polifenol oksidazlarin
difenolaz aktivite gosterdigi domates tohumlar1 [77], Solonum tuberosum [78],
DeChaunac liziimii [79], Sorghum taneleri [80] ve polifenol oksidazlarin trifenolaz
aktivite gosterdigi cilek [81], Gum Arabic [82], elma [83] yapilan literatiir
arastirmasi sonucunda saptanmistir. Difenolik ve trifenolik substratlar i¢in doygunluk
egrileri S. perfoliata subsp. athoa PFO’sunun basit Michelis-Menten egrileri
sergiledigini gostermistir. Michealis-Menten sabitleri olan Vy,.x ve Ky degerlerini
belirlemek i¢in deneyler, enzimin ilgili substratlarla optimum aktivite gosterdigi
sicakhk ve pH degerlerinde gerceklestirilmistir. Ug farkli substratin  farkl
konsantrasyonlarinda Olciilmiis olan reaksiyon hizlarindan Michealis-Menten
sabitlerini (Vmax ve Ky) belirlemek icin Lineweaver-Burk denklemi kullanilmis ve

denklemin egim ve ekstrapolasyonundan V. ve Ky degerleri hesaplanmastir.

Enzimin katalizleme giiciinii gosteren Vax/Kym degerleri hesaplanarak en etkin
substratin 4-metilkatekol oldugu ve bunu sirasiyla katekol ve pirogallolun izledigi
bulunmustur. Her ii¢ substrat i¢in hesaplanmis Michelis-Menten sabitleri ve V. /Kum

degerleri Tablo 4.1’ de verilmektedir.
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Tablo 4. 1: S. perfoliata subsp. athoa’dan elde edilen PFO'in substrat spesifikligi

Substratlar Vina(EU mL ' dak™) Ky (mM) V. /Ku(EU mL™" dak’ mM™)
4-metilkatekol 5000 1.5 3333.3
Katekol 11111 11 1010
Pirogallol 5000 5.0 1000

Bu ¢alismada S. perfoliata subsp. athoa PFO’su i¢in elde edilen Ky degerleri,
substrat olarak 4-metilkatekol kullanilarak feslegen i¢in elde edilmis 1.62 mM [70],
Annona cherimola MIIl.’den elde edilmis 1.33 mM [1] degerlerine yakin,
Thymus’dan elde edilmis 9.8 mM [44], enginar i¢in elde edilmis 11.6 mM [69]
degerlerinden diisiik bulunmustur. Substrat olarak katekol kullanilarak patlican i¢in
elde edilmis 9.3 mM [45], cay yapragi i¢in elde edilmis 12.5 mM ve bakla tohumu
icin elde edilmis 10.5 mM [16] degerlerine yakin, Amasya elmasi i¢in elde edilmis
34 mM [25], Thymus’dan elde edilmis 18 mM [44] degerlerinden diisiik
bulunmustur. Substrat olarak pirogallol kullanilarak Yali seftalisi i¢cin elde edilmis
2.6 mM , Lactuca sativa i¢in elde edilmis 3.0 mM [1] degerlerinden yiiksek, cay
yapragi i¢in elde edilmis 17.8 mM [16] ve Amasya elmasi i¢in elde edilmis 27 mM
[25] degerlerinden diisiik oldugu belirlenmistir. Farkli fenoller icin rapor edilen
PFO’nun Ky degerlerinde goriilen bu genis araligi nedenleri olarak i.) farkl 6l¢iim
metodlary, 1i.) varyetelerin farkli olusu, iii.) ayni varyetenin farkl tiirleri ve iv.)
ekstraksiyon c¢ozeltisini hazirlamak icin kullanilan tamponlar ve bu tamponlarin

pH’lar1 sayilabilir.
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4.5 Enzim Inhibisyonu

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizlarini etkileyen faktorler
arasinda pH, 1s1, 151k ve bazi fiziksel faktorler, enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu, zaman, reaksiyon iirlinleri, ¢esitli iyonlarin varligi, hormonlar, bazi
biyokimyasal faktorler ve inhibitorler ya da inhibitor etkisi gosteren bilesikler
bulunur. Birgok madde enzimin aktivitesini, substratin enzime baglanmasini ve/veya
enzimin turnover sayisini etkileyerek degistirir. Bu maddeler modiilator olarak
bilinirler. Modiilatér bilesikler aktivatdor ve inhibitor bilesikler olarak iki gruba
ayrilirlar. Aktivatorler, enzimlerin aktivitesini arttiran, inhibitorler ise enzimatik

tepkimeleri yavaslatarak veya durdurarak etkileyen molekiiler ajanlardir [85].
Sebzelerdeki enzimatik kararmanin inhibisyonu;

e Polifenol oksidazin inaktivasyonu,

e Reaksiyon i¢in oksijen ve polifenoller gibi substratlardan birisinin
giderilmesi,

e Ikincil reaksiyondaki renkli iiriinlerin olusumunu inhibe etmek icin
enzimin reaksiyon {irlinleri {izerinde inhibitorlerin kullanilmasiyla

gerceklestirilebilir [85].

Sebzelerin enzimatik kararmasi oksijen ve fenolik bilesikler gibi reaktantlari
ortamdan gidererek veya PFO inhibitorleri kullanilarak geciktirebilir ya da tamamen

Onlenebilir [86].

Calismamizda inhibitor olarak glutamik asit, L-sistein, askorbik asit, benzoik
asit ve sodyum azid, substrat olarak ise 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol
kullanilmistir. Elde edilen deneysel verilere gore benzoik asit ve sodyum azidin, S.
perfoliata subsp. athoa’nin PFO’sunu inhibe etmedigi gézlemlenmistir. Spesifik bir
inhibitorle enzimatik kararmanin onlenmesi ya tek bir mekanizmanin ya da iki ve
daha fazla inhibitor etki mekanizmasmin karsilikli etkilesiminin bir sonucu olabilir.

Enzimlerin etki mekanizmalarini gésteren 3 adet inhibisyon tiirii vardir.
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4.5.1 Yanrismal inhibisyon

Yarigmali inhibisyon i¢in genel reaksiyon semast ve Linewaver-Burk
denklemi verilmisti. Linewaver-Burk denkleminin egrisi, ef8imi oKy/Vmax Ve
ekstrapolasyonu 1/Vyax  olan diiz bir dogru verecektir. Cesitli inhibitor
konsantrasyonlarinda yarigmali bir inhibitor i¢in Linewaver-Burk egrileri 1/V, ekseni
tizerindeki  1/Vmax  noktasinda  kesigirler.  Diger inhibisyon tiirler1 ile
karsilagtirildiginda  ¢esitli  inhibitér  konsantrasyonlarindaki  Linewaver-Burk

egrilerinin 1/Vpay’da kesigsmesi yarigmali inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur [27].

Bir enzimin bag noktasi i¢in normal bir substrat ile dogrudan yarisan bir
madde yarigmal1 bir inhibitor olarak bilinir. Boyle bir inhibitdr cogu zaman enzimin
substratina benzer. Bu tiir inhibisyonda inhibitér, enzimin turnover sayisini
etkilemez. Spesifik bir inhibitérle enzimatik kararmanin Onlenmesi ya tek bir
mekanizmanin yada iki ve daha fazla inhibitor etki mekanizmasmin karsilikli

etkilesiminin bir sonucu olabilir.

S. perfoliata subsp. athoa PFO’sunun  substrat olarak 4-metilkatekol
kullanildiginda L-sistein ve askorbik asit inhibitorleri i¢in; substrat olarak katekol
kullanildiginda yine L-sistein ve askorbik asit inhibitorleri i¢in; substrat olarak
pirogallol kullandigimizda ise askorbik asit inhibitérii i¢in inhibisyon tiirliniin
yarigsmali oldugu bulunmustur. Askorbik asit inhibitér etkisini polifenoloksidazlar
tarafindan olusturulmus kinonlar1 tekrar polifenollere indirgeyerek gosterir. Boylece
askorbik asit enzimatik kararmay1 sadece gegici olarak 6nler. Ayni1 zamanda askorbik
asit yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda enzimin inaktivasyonuna da sebep
olabilir. L-sistein kinonlara kolay bir sekilde kompleksler olusturur ve boylece ikincil
oksidasyonu ve mevcut substrati tiiketen polimerizasyon reaksiyonlarini inhibe eder.
Tiyol bilesikleri ile inhibisyon ya kinonlarla katilma reaksiyonu sonucu olusmus
kararli renksiz iiriinlere ya da metabisiilfit gibi polifenoloksidazin aktif merkezine

baglanmasina atfedilebilir [16,87,88].

Dogan ve Dogan, Thymus polifenoloksidazi igin substratlar olarak 4-

metilkatekol, pirogallol ve katekol kullanarak glutatyon inhibitorii i¢in inhibisyon
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tiirliniin yarigsmali; Paul ve Gowda tarla baklast polifenoloksidazi substrati olarak
katekol kullanarak tropolon, askorbik asit ve L-sistein inhibitorleri i¢in inhibisyon
tiirliniin yarigsmali [89]; ve Robert ve arkadaslari, Palmito polifenoloksidazi i¢in
substrat olarak 4-metilkatekolii kullanarak benzoik asit inhibitorii i¢in inhibisyon
tiirliniin yarigmali oldugunu bulmuslardir [90]. Yukarida ki 6rneklerde de goriildigi
gibi inhibisyon tiirii sadece incelenmis polifenoloksidazin kaynagina degil, ayni

zamanda kullanilmis substrata da baghdir.

4.5.2 Yari-yarismah Inhibisyon

Yari-yarismali inhibisyonda inhibitér serbest enzime degil dogrudan enzim
substrat kompleksine baglanir. Boyle bir mekanizma, inhibitér i¢in bag noktasi
sadece substratla etkilestiginde anlagilabilir. Ayrica bu kompleks ¢ok kararli oldugu
icin iirline donlismez. Yari-yarigsmali inhibisyon i¢in inaktif kompleksin olusumu ve
Lineweaver-Burk denklemi ise daha once verilmistir. Yari-yarigmali inhibisyon i¢in
Lineweaver-Burk egrisi egimi Ky/Vmax ve ekstrapolasyonu a'/Vmax olan diiz bir
dogru wverir. Cesitli yari-yarismali inhibitdr konsantrasyonlarinda bir seri
Lineweaver-Burk egrileri birbirine paralel dogrulardan meydana gelir. Bu yari-
yarigmali inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur. Yari-yarigmali inhibisyonda, inhibitor
enzimin katalitik fonksiyonunu etkiler ancak substrata baglanmasini etkilemez [27].

S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin substrat olarak 4-metilkatekol
ve katekol kullanildiginda glutamik asit inhibitoriiniin inhibisyon tiirli yari-yarismali
olarak bulunmustur.

Arslan ve Dogan’in mantar polifenol oksidazini inhibe etmek iizere yaptiklari
calismada katekol ve pirogallol kullanildiginda 2,3-diaminopropionik asidin enzimi
yari-yarigmali inhibisyon tiirline sahip oldugu bulunmustur. Yine Dogan ve
arkadaslarinin yaptig1 diger bir caligmada ise 4-metilkatekol kullanildiginda glutamik
asidin Ocimum basilicum PFO’sunu yar1 yarigmali olarak inhibe ettigi belirlenmistir.

[31,91].
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4.5.3 Kansik Tiir Inhibisyon

Bu inhibisyon tiirlinde biiyiik bir olasilikla inhibitdr hem enzim-substrat
kompleksine ve hem de katalize istirak eden enzimin aktif noktalarma baglanir. Bu
tiir inhibisyon da hem enzim hem de enzim-substrat kompleksinin reaksiyonu ve
Lineweaver-Burk denklemi daha oOnce verilmistir. Linewaver-Burk denkleminin
egrisi egimi aKy/Vimax ve ekstrapolasyonu o'/Vyax olan diiz bir dogru verecektir.
Inhibitériin farkli konsantrasyonlari igin bu esitligin egrileri 1/V, ekseninin solunda
kesisen birbirine benzer dogrulardan meydana gelir. Bu tiir inhibisyonda V.« degeri

azalirken Ky degeri artar [27].

S. perfoliata subsp. athoa polifenol oksidazinin substrat olarak pirogallol
kullanildiginda L-sistein ve glutamik asit inhibitorleri i¢in inhibisyon tiiriiniin karisik
tiir oldugu belirlenmistir. Patates PFO’su i¢in sinnamik asit inhibitrii ve tropolon
inhibitorii ile inhibisyon tipinin karisik tip inhibisyon oldugu bulunmustur [92,93].
Literatiirde Dogan ve arkadaslari, marul PFO’sunda 4-metilkatekol substratini
kullanarak, tropolon ve 4-aminobenzoik asit inhibitorleriyle yapilan inhibisyonda;
katekol substrat1 kullanarak glutatyon ve askorbik asit inhibitorleriyle yapilan
inhibisyonda ve pirogallol substratini kullanarak askorbik asit inhibitorleriyle yapilan

calismalarda karigik tiir inhibisyon elde etmislerdir [1].

Tablo 4. 2: Substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda S. perfoliata subsp.
athoa’dan elde edilen polifenol oksidazin inhibisyon tipi, Ki ve Ki' degerleri

Inhibitorler [1] (M) K; (M) Ki' (M) Inhibisyon tiirleri
1,33x 10 1,4x 10
L-sistein 5 4 . Yarismal

2,0x 10° 2,04 x 10
1,0x 10 1,01 x 10*

Askorbik asit 4 R . Yarismal
1,6 x 10 1,7x 10°
3,3x 107 9,9x 107

Glutamik asit 5 — 3 Yari-yarismal
1,0 x 10° 33x 10
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Tablo 4. 3: Substrat olarak katekol kullanildiginda S. perfoliata subsp. athoa’dan
elde edilen polifenol oksidazin inhibisyon tipi, Ki ve Ki' degerleri

Inhibitorler [1] (M) K; (M) Ki' (M) Inhibisyon tiirleri
3,3x 107 6,7 x 10°
L-sistein 5 5 L Yarigsmali

1,0 x 10° 6,1 x 107
3,3x 107 2,7x 107

Askorbik asit 3 R L Yarigsmali
6,7 x 10° 2,8x 107
3,3x 107 2,7x 107

Glutamik asit 3 — 3 Yari-yarismal
6,7 x 10° 2,8x 107

Tablo 4. 4: Substrat olarak pirogallol kullanildiginda S. perfoliata subsp.
athoa’dan elde edilen polifenol oksidazin inhibisyon tipi, Ki ve Ki' degerleri

Inhibitorler [1] (M) K; (M) Ki' (M) Inhibisyon tiirleri

3,3x 107 6,66 x 107 5x 10"
L-sistein 5 5 . Karisik

1,0 x 10° 2,0x 10° 5x10°
1,6 x 107 4,1x 10"

Askorbik asit 5 5 L Yarigsmali
8,3x 107 2,1 x 107
1,3x10° 3,33x 10” 2x 107

Glutamik asit 5 5 5 Karisik
1,0 x 10° 2,0x 10° 1x10°

4.6 1590 Degerleri

Tablo 4.5, 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar olarak
kullanildiginda L-sistein, glutamik asit ve askorbik asit inhibitorleri i¢in elde edilmis
Iso degerlerini gostermektedir. Bu cizelgelerden goriildiigii gibi polifenoloksidazin
inhibitorlere duyarlilig1 substrattan substrata degismektedir. Bir substrat olarak 4-
metilkatekol kullanildiginda L-sistein, glutamik asit ve askorbik asit inhibitorleri
icin elde edilmis Iso degerleri sirasiyla 2,12x104 , 1,36)(10'2 , 5,34x10'3 M; bir
substrat olarak katekol kullanildiginda L-sistein, glutamik asit ve askorbik asit

inhibitorleri i¢in elde edilmis Isp degerleri sirasiyla 9,87x10'5, 1,25x10'2, 1,57X10'4
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M; ve bir substrat olarak pirogallol kullanildiginda L-sistein, glutamik asit ve
askorbik asit inhibitorleri i¢in elde edilmis Iso degerleri sirastyla 5,1 1x10'3, 7,43x10'3,
3,65x10™ M’dur.

Tablo 4. 5: S. perfoliata subsp. athoa PFO’min glutamik asit, L-sistein ve
askorbik asit inhibitorlerine ait Isy degerleri.

Inhibitorler Substratlar [Iso] (M) x 107
4-metilkatekol 1,36x10™
Glutamik asit katekol 1,25x107
pirogallol 7,43x107
4-metilkatekol 2,12x10™
L-sistein katekol 9,87x1 0°
pirogallol 5,11x107
4-metilkatekol 5,34x107
Askorbik asit katekol 1,57x1 0*
pirogallol 3,65x107

Sonug¢ olarak tablo 4.5’den de goriildiigli gibi bir substrat olarak 4-
metilkatekol kullanildiginda S. perfoliata subsp. athoa polifenoloksidazinin
inhibisyonu i¢in en etkin inhibitériin L-sistein oldugu ve bunu askorbik asit ve
glutamik asitin izledigi; bir substrat olarak katekol kullanildiginda en etkin
inhibitoriin L-sistein oldugu ve bunu askorbik asit ve glutamik asitin izledigi; bir
substrat olarak pirogallol kullanildiginda en etkin inhibit6riin askorbik asit oldugu ve

bunu L-sistein ve glutamik asitin izledigi bulunmustur.
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5. SONUCLAR

Sideritis perfoliata L. subsp. athoa (Papan. & Kokkini) Baden PFO’sunun
ozellikleri tizerinde herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. Bu ¢calismada, Balikesir
ilinin Sindirg1 ilgesine bagli bulunan Ulus Dag1 bolgesinde yetisen S. perfoliata
subsp. athoa PFO’su kismen saflastirilarak bazi biyokimyasal parametreleri

incelenmistir. Yapilan deneysel ¢alismalardan elde edilen sonuglar sunlardir:

1) S. perfoliata subsp. athoa’dan kismi olarak saflastirilan PFO’su enzimi i¢in
optimum pH ve optimum sicaklik degerleri belirlenmistir. Her bir substrat i¢in
optimum pH degeri sirasiyla 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol i¢in 5.0, 7.0, 7.5
iken optimum sicaklik degerleri de sirastyla 20, 20 ve 50°C olarak belirlenmistir.
2) S. perfoliata subsp. athoa’dan elde edilen PFO ig¢in tespit edilen optimum
sartlarda enzimin subsratlarmma olan ilgisinin arastirilmast ve bu ilginin
biyokimyasal ifadesi olan Ky ve Vimax degerleri bulunmustur. Optimum sartlarda
4-metil katekol, katekol ve piragallol substratlar1 i¢in Ky degerleri sirasiyla 1.5,
11.0, 5.0 mM ve V. degerleri sirasiyla 5000, 11111, 5000 EU mL"dak” olarak
belirlenmistir.

3) S. perfoliata subsp. athoa PFO'su substrat spesifikligi belirlenmis ve bu bitkiye
ait PFO i¢in en 1yi substratin 4-metilkatekol oldugu belirlenmistir.

4) Yine aymi bitkiden elde edilen enzimin farkli inhibitorlere karsi ilgisi
arastirilarak inhibisyon tiirleri tespit edilmis, K; ve K;' degerleri hesaplanmistir. S.
perfoliata subsp. athoa PFO'su i¢in 4-metil katekol substratinin L-sistein ve
askorbik asit inhibitorleri i¢in K; degerleri sirasiyla 1,4x10'3, 2,0x104 ; 1,0)(104 ,
1,7x107, glutamik asit inhibitorii i¢in K;' degerleri 9,9x10™ , 3,3x10™ katekol
substratinin L-sistein ve askorbik asit inhibitorleri icin K; degerleri sirasiyla
6,7x10° , 6,1x107 ; 2,7x107 , 2,8x10” , glutamik asit inhibitorii icin K;' degerleri
2,7)(10'3 , 2,8x10'3 ve piragallol substratinin L-sistein, askorbik asit ve glutamik
asit inhibitorleri icin K; degerleri sirasiyla 6,66x10'3 , 2,0x10'2 ; 4,1x104 , 2,1x10'2
; 3,33x107 , 2,0x107 , L-sistein ve glutamik asit inhibitorii icin Ki' degerleri

srrastyla 5,0x107, 5,0x10™ ; 2,0x107 , 1,0x107 olarak tespit edilmistir.
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5) Kullanilan inhibitérlerin yiizde inhibisyon verileriyle olusturulan grafiklerden
inhibisyon giiciiniin ifadesi olan Isy degerleri bulunmustur. S. perfoliata subsp.
athoa PFO'su i¢in 4-metil katekol substratinin glutamik asit, L-sistein ve askorbik
asit inhibitorleri i¢in Iso degerleri sirasiyla 1,36)(10'2 , 2,12x104 , 5,34)(10'3 katekol
substratinin glutamik asit, L-sistein ve askorbik asit inhibitorleri i¢in Iso degerleri
strasiyla 1,25)(10'2 , 9,87)(10'5 , 1,57x104 ve piragallol substratinin glutamik asit,
L-sistein ve askorbik asit inhibitorleri igin Isy degerleri sirasiyla 7,43x10°

5,11x107 , 3,65x10 olarak belirlenmistir.
6) Ayrica S. perfoliata subsp. athoa bitkisinin total protein igerigi de

belirlenmistir. Bitkiye ait ekstraktta toplam protein icerigi 14,06 mg/100 g olarak

hesaplanmigstir.
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