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OZET

MELISSA OFFICINALIS L. SUBSP. OFFICINALIS’ TEN ELDE EDIiLEN
POLIFENOLOKSIDAZIN KA:RAKTERIZASYONU VE FENOLIK MADDE
ICERIGININ BELIRLENMESI

Yasemin AYYILDIZ
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal1

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Danismani: Dog. Dr. Serap DOGAN )
Balikesir 2008

Bu calismada Melissa officinalis L. subsp. officinalis (Ogul otu)’ten
polifenoloksidaz (PFO) amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yontemleri ile kismen
saflastirildi, karakterize edildi ve fenolik ve protein igerigi belirlendi. Ogul otu
PFO’sunun substrat spesifikligi, optimum pH, optimum sicaklik, 1s1 inaktivasyonu ve
Iso degerleri belirlendi. Ogul otundan elde edilen PFO’nun katekol, 4-metilkatekol
ve piragallol substratlarina karsi aktivite gosterdigi fakat L-tirozin ve gallik aside
kars1 aktivite gostermedigi bulundu. Enzimin katalizleme giiciinii gosteren Vp,x/Ku
degerlerine gore en iyi substratin katekol oldugu ve bunu 4-metilkatekol ve piragallol
substratlarinin izledigi belirlendi. Melissa officinalis L. subsp. officinalis’in protein
ve fenolik madde igerigi de tespit edilmistir. Toplam fenolik madde icerigi Folin-
Ciocalteu metodu kullanilarak 100 g taze bitki i¢cin 280 mg olarak bulunmustur.
Melissa officinalis L. subsp. officinalis’in protein icerigi Bradford metodu
kullanilarak 230 pg/mL olarak tespit edilmistir. Melissa officinalis L. subsp.
officinalis’ten elde edilen PFO enzimi i¢in katekol, 4-metilkatekol ve piragallol
substratlar1 kullanildiginda optimum pH’nin sirasiyla 6,5, 4,0 ve 8,5; optimum
sicakligin ise 40, 50 ve 60°C oldugu belirlendi. Termal inaktivasyonda ise katekol,
4-metilkatekol, piragallol substratlar1 kullanildi§inda artan inkiibasyon siiresin ve
sicakliga paralel olarak PFO aktivitesinin belirgin bir sekilde azaldig1 gozlemlendi.

Askorbik asit, benzoik asit, glutatyon, sodyum azid, gallik asit ve L-glutamik
asit ogul otundan kismen saflastirilan PFO’nun inhibisyonu icin inhibitorler olarak
denenmistir. Elde edilen deneysel verilere gore gallik asit ve L-glutamik asidin ogul
otu PFO’sunu inhibe etmedigi gézlemlenmistir. Belirtilen substratlar kullanilarak her
bir inhibitor i¢in inhibisyon tiirii belirlenmistir. Deneysel sonuclara gore en giiclii
inhibitoriin glutatyon oldugu tespit edilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Melissa officinalis L. subsp. officinalis /
polifenol oksidaz / substrat spesifikligi / pH / sicaklik / 1s1 inaktivasyonu / inhibisyon
/ fenolik igerik.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF POLYPHENOLOXIDASE OBTAINED FROM
MELISSA OFFICINALIS L. SUBSP. OFFICINALIS AND DETERMINATION
OF ITS PHENOLIC CONTENT

Yasemin AYYILDIZ
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(Master Thesis / Supervisor: Associate.Prof. Dr. Serap DOGAN)
Balikesir-Turkey, 2008

In this study, polyphenoloxidase from Melissa officinalis L. subsp. officinalis
(lemon balm) was partially purified by ammonium sulphate ((NH4)>SO4) and
dialysis, respectively, characterized and its phenolic and proteine contents were
determined. It was determined the substrate specificity, optimum pH, optimum
temperature, heat-inactivation and Isy values of polyphenoloxidase of lemon balm.
PPO activity was determined using catechol, 4-methylcatechol, pyrogallol, L-
tyrosine and gallic acid as substrates. PPO of lemon balm showed no activity toward
the L-tyrosine and gallic acid. According to V./Kwm values catechol was the best
substrat, followed by 4-metylcatechol and pyrogallol. The total phenolic and protein
contents of Melissa officinalis L. subsp. officinalis were also determined. The total
phenolic content was determined according to the Folin-Ciocalteu method and it was
found to be 280 mg/100 g on a fresh weight basis; and protein content according to
Bradford method and 230 pg/mL per 100 g on a fresh weight. The optimum pH
values of Melissa officinalis L. subsp. officinalis PPO using catechol, 4-methyl
catechol and pyrogallol as substrates were 6,5, 4,0 and 8.5; and the optimum
temperature values 40, 50 and 60 oc, respectively. It was observed that the enzyme
activity especially decreased with increase in temperature and inactivation time for
all substrates.

Inhibition of lemon balm PPO was investigated using inhibitors such as
ascorbic acid, benzoic acid, glutathione, sodium azide, gallic acid and L-glutamic
acid. The presence of gallic acid and L-glutamic acid did not cause the inhibition of
lemon balm PPO. It was determined type of inhibition for each inhibitor using
sellected substrates. From the results it can be said that the most effective inhibitor
was glutathione.

KEY WORDS: Melissa officinalis L. subsp. officinalis / polyphenoloxidese/
substrat specificity / pH / temperature / inactivation / inhibition / phenolic content.
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1. GIRIS
1.1 Enzimler

Enzimler, canli organizmalardaki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve
protein yapisinda olan biyokatalizorlerdir. Katalitik RNA  molekiillerinin
(ribozomlar) kiiciik bir grubu hari¢ olmak {izere biitiin enzimler protein yapisindadir.
Enzimler, proteinlerin en biiyiik ve en Ozellesmis grubunu teskil ederler [1].
Organizmadaki organik maddelerin yapimi, yikimi, kas hareketleri ve solunum gibi

olaylar enzimlerin yardimiyla gerceklesir.

Enzimlerin diger kimyasal katalizorlere gore bir¢ok istiinliigii vardir.
Bunlardan birisi de belirli kimyasal reaksiyonlara karsi spesifik olmalaridir [2].
Genel olarak enzimler belirli maddeler arasindaki belirli reaksiyonlar: katalizlerler.
Biyokimyasal katalizorler olan enzimler, reaksiyon hizini 10% kat kadar arttirirken,

diger katalizorler 10°-10° kat kadar arttirabilmektedir [2].

Canlilar1 olusturan molekiiller, yani biyomolekiiller kinetik yonden oldukc¢a
kararli olup, kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki tiim kimyasal
olaylar enzimler aracilifiyla gerceklestirilir. Biyomolekiillerin kararli olmasi
nedeniyle hiicre i¢inde enzimi olmayan bir reaksiyon hemen hemen olusmaz ve

kendiliginden reaksiyon meydana gelemez.

Giinlik yasamimizda onemli role sahip olan enzimler ¢ok farkli alanlarda
kullanilmaktadir. Bugiin, ilag, gida, kimya endiistrisi, dericilik, boya ve temizlik
maddeleri, tip, tarim, veterinerlik, biyoloji ve biyoteknoloji bilimi gibi farkh
alanlarda enzimler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica gida endiistrisinde
pastorizasyon ve sterilizasyonun uygun sekilde yapilip yapilmadiginin tespiti i¢in de

enzimlerden faydalanilmaktadir [2].



1.2 Polifenoloksidaz

Bir¢ok bitkide ve meyvede enzimatik kararma genel adiyla bilinen renk
degisimleri gozlenmektedir. Meydana gelen renk degisimlerinin sebebi enzimatik ve
enzimatik olmayan reaksiyonlardir. Enzimatik kararmaya neden olan baslica enzim
polifenoloksidazdir [3]. Polifenoloksidaz (E.C.1.14.18.1) yapisinda kofaktor olarak
bakir iceren oksidorediiktaz smifina ait bifonksiyonel bir enzimdir [4].
Polifenoloksidaz, bitki ve mantarlardaki genis substrat spesifikligine bagli olarak
tirozinaz, fenolaz, katekoloksidaz, katekolaz, monofenol oksidaz, o-difenoloksidaz
ve ortofenolaz gibi isimlerle de bilinmektedir [2]. Polifenoloksidaz, iki tip
reaksiyonu katalizlemektedir. Polifenoloksidaz molekiiler oksijen varliginda
monofenollerin o-dihidroksi fenollere hidroksilasyonunu (kresolaz aktivitesi) ve o-
dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonunu katalizler (katekolaz aktivitesi)
(Sekil 1.1). Meydana gelen kinonlar koyu renkli pigmentlere kondenze olabilecegi

gibi baz1 proteinlerin yapisina da baglanabilir [5].

R
R
PFO
O NG
T +  H0
OH
OH
OH
Monofenol (renksiz) Difenol (renksiz)
R
R
5 PFO
+ O > 2 + 2HO
OH O/
OH |
O
Difenol (renksiz) 0-benzokinon

Sekil 1.1 PFO’nun varliginda monofenoliin difenole (Kresolaz aktivitesi) ve
difenoliin o-benzokinona oksidasyonu (Katekolaz aktivitesi)



Polifenoloksidaz ilk olarak mantarlarda kesfedilen yaygin bir enzimdir.
Bunlar bitkideki plastidlerin ve kloraplastlarin icinde bulunmasina ragmen
olgunlagmis bitkinin stoplazmasinda serbest olarak bulunur. Bu enzim, bitkinin
mikrobiyal ve viral enfeksiyonlara, kotii iklim kosullarina karst direngi acisindan
Oonemli bir role sahiptir. Ayrica PFO’nun faaliyeti sonucu suda ¢Oziinmeyen
polimerler olusmakta bu da zedelenmis dokularda olusabilecek enfeksiyonlarin

yayilmasini onlemektedir [4].

1.2.1 Polifenoloksidazin Tabiattaki Dagilin

Polifenoloksidaz ve polifenoller bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. PFO
ilk kez Schoenbein tarafindan 1856 yilinda yemeklik mantarda bulunmustur [2].
Ayrica mikroorganizmalarda ve Ozellikle mantar ve bazi hayvansal organizmalarda
da bulunur. PFO’nun varligina kabuklu deniz hayvanlarinin bazilarinda da (beyaz
karides, kiiciik karides) rastlanilmistir [6]. Ayrica PFO, boceklerde dis iskeletin
gelismesine yardimci olurken sentezlenen melanin sayesinde mikroorganizmalari
hapsederek koruma saglamaktadir. Insanlarda ise bu enzim cildin, sagin ve goziin

pigmentasyonundan sorumludur [7].

1.2.2 Bitkilerde Polifenoloksidazin Biyolojik Onemi

Polifenoloksidazin canli ve saglam hiicrelerdeki rolii yapilan calismalarda
tam olarak anlasilamamistir. Fakat yapilan ilk calismalar solunum ya da lignin
biyosentezinde gorev aldigim1 gostermektedir. Bitkilerde meydana gelen mekanik
zararlara ve viriis, bakteri ve mantarlar tarafindan olusturulan enfeksiyonlara karsi
bitkinin diren¢ gostermesinde etkili bir role sahiptir [4-8]. Patojen bakterilerin
ornegin, Psedudomonas syringe’nin yol actigr enfeksiyon durumunda savunma
amaciyla PFO gereginden fazla ekspire olur. Ayrica yine benzer bir savunma
durumu bocek istilalar1 sirasinda da goriiliir. Pancar kurdu, domates kurdu, yesil
seftali aphidi gibi kiiciik zararli boceklerin yol agtigr yaralanmalardan sonra ekspire

olan PFO, boceklere karsi bir savunma olusturmaktadir [8].



1.2.3 Polifenoloksidazin Substratlar:

Meyve ve sebzeler ¢esitli fenolik maddeler icermektedir. Bunlardan bazilari
polifenoloksidaz enziminin de substratidirlar. Genellikle flavonoid tipi fenollerle,

basit fenoller yiyeceklerimizde bulunurlar.

Bitkilerde dogal olarak bulunan farkli tiirdeki flavonoid bilesiklerinden
yalnizca katekinler, 16koantosiyanidinler, antosiyaninler, flavonoller, sinnamik asit
tiirevleri ve basit fenoller besinlerin 6nemli bir kismin1 teskil ederler [6]. Sekil 1.2,

flavonoidin genel yapisini gostermektedir.
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Sekil 1.2 Flavonoidin yapisi

Flavonoidlerin ¢cogunun hidroksilli tiirevleri, resorsinol (A halkast ) ve bir
katekol birimi (B halkasi ) icerirler. Flavonoid halkasinin kirilma, parcalanma ve
sentez reaksiyonlar1 incelenerek katekinlerin yapisi icin model gelistirilmistir.
Katekinler, (+) katekin ve onun steroizomeri (-) epikatekin olarak bulunmustur.
Lokoantosiyanidinlerin sterokimyast, katekinlerin sterokimyasi kadar

arastirtlmamistir.

Lokoantosiyanidinler, asidik ortamda isitilma islemi ile antosiyanidinlere
doniisebilmektedir. Antosiyaninler, kirmizi-mavi bitki pigmentlerinin biiyiik bir
grubudur. Tiim gelismis bitkilerde, ¢cogunlukla ¢icek, meyve ve yapraklarda, ayni

zamanda govdede ve koklerde bulunur.



Flavonoller, antoksantin pigmentleri olarak da adlandirilir.  Genellikle
glikozidler halinde bulunurlar ve renkleri acik yesildir. Bazi durumlarda kararma
reaksiyonlarina bizzat katilirlar. Sinamik asit tiirevleri bir flavonoid degildir. Fakat
flavonoid bilesiklerinin Cg-C5 fenil propan biriminin olusmasinda, dnce B halkasinin
sentezlenmesinde kullanildig1r gosterilmistir [9].  Sinamik asitin yiyeceklerdeki

onemli iiyesi olan kloragenik asit kafeik asitle quinik asidin 3-depsitidir.

Dogal olarak olusan flavonoidlerin bircogu katekol gibi hidroksilli B
halkasina sahiptir. Katekol bu yiizden en basit fenoldiir. Gallik asit, hidroliz olabilen
taninlerin esas birimini olusturur. Gallik asit serbest olarak az miktarda birkag

meyvede ve diger gidalarda bulunur.

Tirozin, bircok gida da bulunan Onemli bir aminoasittir ve melanin
olusumunda klasik bir monohidroksifenolik bir substrattir. Tirozinin hidroksilasyon

irtinii olan dopa ve dopamin bitki dokularinda bulunur [9].

1.2.4 Polifenoloksidaz ile ilgili Calismalarin Ozeti

Lee, sicaklik islemine tabii tutulmus sogan ekstraktlari ile muz PFO’sunu
inhibe etmis [10]; Fu ve arkadaglari, elma PFO’suna ClO;’nin inhibisyon etkisini
incelemis ve ClO; konsantrasyonunun 0-60 mg/L’ye cikarildiginda PFO
aktivitesinin kayda deger sekilde azaldigini bulmuglar [11]; Munoz ve arkadaslari,
Esculatini, mantar PFO’sunda ve atkuyrugu peroksidazinda inhibitdor olarak
denemisler ancak substrat etkisi gosterdigini bulmuglar [12]; Matsui ve arkadaslari,
Hindistan cevizi suyundaki PFO ve POD enzimlerinin mikrodalga ile inaktivasyon
icin yeterli sicaklik degerlerinin se¢imini yapmislar [13]; Munoz ve arkadaslari,
klorogenik asidin PFO, POD ve o-kinonun Kkinetik karakterizasyonuna ve
oksidasyonuna etkisini incelemisler [14]; Gawlik-Dziki ve arkadaslari, brokoliden
elde edilen PFO’nun karakterizasyonunu incelemisler ve maksimum aktivitenin
katekol ve 4-metilkatekol substratlart icin pH 5,7°de ve en etkili inhibitoriinde
sodyum siilfat oldugunu belirlemisler [15]; Orenes-Pifiero ve arkadaslari,
Streptomyces antibioticus’ten elde edilen tirozinazin siklodekstrin etkisine gore

difenolaz aktivitesinin karakterizasyonunu yapmiglar [16]; Pozo-Insfran ve



arkadaslari, {izim suyuna yogun CO; konsantrasyonu verilmesi durumunda
polifenolik ve antioksidan degisimlerini incelemisler [17]; Nufiez-Delicado ve
arkadaslari, Napolyon iiziimiinden PFO’nun karakterizasyonunu yapmiglar ve
PFO’nun asidik pH’da yiiksek affinite gosterdigini, 70 °C’de aktivitesinin % 80’ini
korudugunu tespit etmisler [18]; Gonzalez ve arkadaslari, bogiirtlenden PFO ve POD
enzimlerinin karakterizasyonunu yapmislar, maksimum PFO aktivitesinin katekol ve
4-metilkatekol substratlar1 ile gozlendigini belirlemisler [19]; Dogan ve arkadaslari,
farkli patlican Kkiiltiirlerinden PFO’yu kismen saflastirmislar ve PFO aktivitesi
tizerine pH, sicaklik, substrat spesifikligi ve 1s1 inaktivasyonu gibi bazi kinetik
parametrelerin etkilerini incelemisler [20]; Coetzer ve arkadaslari, domates
polifenoloksidazindan elde edilen sense ve antisense RNA ile patatesteki enzimatik
kararmanin kontrol mekanizmasini incelemisler [21]; Yang ve arkadaslari, muz
kabugundan (Musa sapientum L.) PFO’yu kismen saflastirmiglar ve bazi 6zelliklerini
incelemisler [22]; Nagai ve Suzuki, Cin kabagindan (Brassica rapa L.) PFO’yu
kismen saflastirmiglar ve PFO aktivitesi iizerine zamanin, pH’nin, sicakligin,
substratlarin ve inhibitorlerin etkilerini incelemisler [23]; Pérez-Gilabert ve
arkadaslari, mantardan (Terfezia claveryi Chatin) polifenoloksidazi kismen
saflagtirarak baz1 kinetik Ozelliklerini incelemisler [24]; Carvajal-Millan ve
arkadaslari, gelisim ve depolama siiresince N-(2-kloro-4-pyridyl)-N-feniliire ile
etkilenen {iiziimdeki polifenoloksidaz aktivitesinin renk degisimlerinin ve
dehidrotasyonun degisimi iizerine calismalar yapmislar [25]; Sojo ve arkadaslari,
muz polifenoloksidazi ile bir tetrahidroizokinolin olan salsolinoliin oksidasyonunu
incelemisler ve bu oksidasyonun pH’ya bagli oldugunu ve ozellikle asidik pH
degerinde bir maksimuma eristigini bulmuslar [26]; Chang ve arkadaslari, sekiz
seftali kiiltiivarinin, antioksidan potansiyelini, fenolik bilesikleri belirleyerek ve
diisik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunun inhibisyonunu inceleyerek tayin
etmeye calismislar [27]; Broothaerts ve arkadaslari, elma ve tiitiin yapraklarindan
elde edilen PFO aktivitesi lizerine TX-100, SDS, pH, substrat konsantrasyonunun ve
inhibitorlerin etkisini incelemisler [28]; Onsa ve arkadaslari, Hint irmiginden
PFO’yu kismen saflastirarak bazi kinetik 6zelliklerini incelemisler [29]; Gonzalez ve
arkadaslari, bogirtlendeki peroksidaz ve PFO aktivitesini karakterize etmeye
calismiglar [30]; Jiang ve arkadaslar1 sabunagact meyvesinden elde ettikleri

polifenoloksidazi Sephadex G-100 jelini kullanarak saflastirmislar [31]; Rodriguez-



Lopez ve arkadaslari, bir mikrodalga firin kullanarak mantardan elde ettikleri
PFO’nun termal aktivasyonunu incelemisler ve hizli bir mikrodalga prosediiriiniin
kullanilmas1 ile enzimin antioksidant igeriginin arttigin1 ve karamanin azaldigini

bulmuslardir [32].

1.3 Melissa officinalis L. subsp. officinalis

Melissa officinalis L. subsp. officinalis, Lamiaceae familyasinin Melissa
genusundan ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Tiirkiye’de “Ogul otu, Limon otu veya
Kovan otu” olarak da bilinmektedir. Akdeniz ve Dogu Anadolu Bolgesinde dogal
olarak yetisir. Ispanya ve Dogu Avrupa iilkelerinde kiiltiirii yapilir. Melissa
officinalis L. subsp. officinalis 60-100 cm yiiksekliginde ve oldukca kiigiik
sarimtirak beyaz veya pembe renkte ciceklere sahiptir. Icerdigi yiiksek orandaki
esansiyel yaglardan dolay1 kiiltiirli yapilmaktadir. Melissa officinalis L. subsp.
officinalis tiriiniin antimikrobiyal, antifungal, antipasmotik, analjezik, sinir sistemi
uyaricisi, sedatif, stomasik ve antikonvulzan aktiviteleri oldugu da bilinmektedir
[33]. Ayrica fenolik maddece yiiksek degere sahip olan bitki ekstraktlar: lipitlerin
oksidatif degredasyonunu Onledikleri i¢in besinsel degeri ve kaliteyi arttirirlar. Bu
yizden Ozellikle gida endiistrisinde Onemli bir yere sahiptirler. Gida sanayinde
baharat halinde, ekstrakt veya ugucu yag likor, alkolsiiz i¢ecek, firin iriinleri,
dondurma ve sekerlemelerde kullanilir. Bunun yaninda parfiimeri, kozmetik sanayi
ve eczacilikta kullanilmaktadir [34]. Melissa officinalis L. subsp. officinalis
ekstraktlarinda bulunan fenolik madde igeriginin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu da bilinmektedir [35]. Sekil 1.3, Melissa officinalis L. subsp. officinalis’in

fotograflarin1 gostermektedir.

1.3.1 Melissa officinalis L. subsp. officinalis ile Yapilan Calismalari Ozeti

Medina ve arkadaslari, Slovak orijinli Melissa officinalis L. subsp.
officinalis’in yapraginda, hasat zamaninda rosmarinik asit miktarinin bitki gelisimine
etkisini incelemisler [36]; Szol110si ve arkadaslari, FRAP metodunu kullanarak, cesitli
tibbi bitkilerde ve caylarda (Melissa officinalis L. ) bulunan toplam antioksidant

degerini belirlemek istemisler ve sonug olarak ta FRAP metodunun bitki homojenati



ya da iirlinler gibi taze ve akiskan biyolojik sivilarda antioksidant duyarliliginin fazla
oldugunu bulmuglar [37]; Silva ve arkadaslari, indol-3 asetik asit ve
benzilaminpiirinin Melissa officinalis L. subsp. officinalis bitkisindeki esansiyel
yaglarin yapisina ve bitkinin biiylimesine olan etkisini incelemisler [38]; Kennedy ve
arkadaslari, Melissa officinalis L. subsp officinalis’ in hafif yatistirict ve sakinlestirici
olarak kullanildigin1 ve bitkisel ilaclardaki fiziksel strese olan etkisini belirlemeye
calismislar [39]; Adzet ve arkadaslari (1992), Ispanyanin Ebro-Delta bolgesinde
yetistirilen M. officinalis'in 28 tipinin hasat zamani ve yaprak pozisyonu dikkate
aliarak yapilan calismada igerdigi ugucu yag ve ucucu yagin bilesenlerinin
miktarmin yil ve giin icerisindeki hasat zamanina ve bitkinin hasat edilen kismina

gore onemli derecede degisiklik gosterdigini bulmuslar [40].

Sekil 1.3 Melissa officinalis L. subsp. officinalis’in fotografi

1.4 Enzimatik Kararma

Enzimatik kararma, cogunlukla bitkisel iiriinlerin toplanmasi, depolanmasi ve
saklanmas1 sirasinda olusan mekanik etkilerle dokularin zarar gérmesi sonucu
iiriinlin renk, koku ve tadinda degisikliklere sebep olur. Taze meyve ve sebzeler
icerdikleri fenolik bilesiklerin oksidasyonu ile renk degisimi gosterirler. Bu
oksidasyonu saglayan baslica PFO enzimidir. Bir diger adi1 da Tirozinaz olan bu
enzim monofenollerin difenollere hidroksilasyonunu saglar (Kresolaz aktivitesi).
Bunun icin molekiiler oksijeni kullanir. Kresolaz aktivitesi sonucu olusan iiriinler o-
kinonlara yiikseltgenir (Katekolaz aktivitesi). Renkli olan o-kinonlar ya polimerize
olurlar ya da aminoasit veya proteinlerle birleserek kahverengi pigmentleri

olustururlar. Bu olay enzimatik kararmanin ilk agsamasidir [41] (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4 Enzimatik kararmada polifenoloksidazin rolii

Meydana gelen bu pigmentler yiiksek molekiiler agirliga sahip polimerlerdir.
Enzimatik kararmada ilk adim o-kinonlarin olusmasidir. O-kinonlar ise o-dihidroksi
initesi iceren her cesit fenolik maddeyi icermektedir [41]. Sebze ve meyvelerde
yaygin olarak bulunan dogal flavonoid maddelerden katekinler, 16koantosiyanidinler,
antosiyanidinler, flavonoller ile ayrica hidroksibenzoik, hidroksisinamik ve bunlarin

tiirevlerinin enzimatik kararma reaksiyonlarinda rol oynadigi goriilmektedir [6].

Bazen enzimatik kararma reaksiyonlarinin olustugu ortamlarda bazi maddeler
renk degisimlerinin kilit maddesi olan o-kinonlari geriye yani o-fenolik forma
dondiirebilirler. Bu durumda enzimatik kararma durmakta ve renk degisimi
olmamaktadir. En 6nemli indirgen askorbik asittir. Ayrica askorbik asit ortamdaki

oksijeni indirgeyerek kararma reaksiyonunu farkli bir yoldan da engellemektedir.

PFO aktivitesini inhibe etme yetenegi olan bir¢ok bilesik bilinmesine karsin,
bu inhibitorlerin enzimatik kararmay1 kontrol edebilme yetenekleri inhibitor, substrat
ve O, konsantrasyonuna, pH’ya, sicakliga ve enzimin kaynagina bagli olarak farklilik
gosterir. PFO, siyaniir, karbonmonoksit, sodyumdietilditiyokarbamat, tropolon, 2-
merkaptobenzotiyazol, azid ve EDTA gibi c¢esitli ajanlar tarafindan inhibe
edilmektedir. Ayrica tuzlarda dahil olmak iizere bazi inorganik iyonlar da tirozinazi
inhibe edebilmekte ancak NaCl hari¢c bu bilesiklerin bir¢ogu toksik oldugundan

kullanimlar1 simirlidir. Taze soyulmus sebze ve meyvelerin kararmasini dnlemek i¢in



kullanisli olan NaCl, diisiik konsantrasyonlarda zayif bir inhibitordiir. Cizelge 1.1°de

enzimatik esmerlesmeyi inhibe eden ajanlar genel olarak gruplandirilmistir.

Cizelge 1.1 Enzimatik kararma inhibitorleri

Bilesenler Ornek Etkisi

. Silfitli ajanlari, askorbik asit
Indirgeyici ajanlar Oksijenin uzaklastirilmasi
ve analoglari, sistein, glutatyon

Selat olusturan o .
Fosfataz, EDTA, organik asit  Metallerin uzaklastirilmasi
ajanlar

Asitlendiriciler Sitrik asit, fosforik asit pH’y1 diisiiriir

Aromatik karboksilik asitler,
Enzim inhibitorleri . . Enzimle reaksiyona girerler
peptide substitise

Diger yandan enzimatik olmayan kararma diye bilinen bir grup renk
degisimleri de vardir. Bunlar kisaca sekerler ve amin gruplar1 arasinda meydana
gelen ve Maillard reaksiyonu olarak da bilinen bir dizi kimyasal siirecin sonucudur.
Maillard reaksiyonu disinda da askorbik asit mekanizmasi ve etkin aldehit teorisi,
karamelizasyon, okside lipidler tarafindan kararan polimerlerin sekillenmesi seklinde

bes farkli mekanizmanin kontroliindedir [10].

Meyve ve sebzelerdeki renk bozulmalari, iiriiniin islenmeye baslanmasindan
tiiketimine kadar siirebilir. ~ Ozellikle uygun olmayan sartlar altinda uzun siire

depolamada bu tiir renk degisimleri daha biiyiik boyutlar kazanir [9].
1.5 Enzim Kinetigi
Enzim, substrati iiriine doniistiirirken 6nce onunla bir “Enzim-Substrat

Kompleksi” olusturur, daha sonra bu kompleks, iiriin ve enzime doniisiir. Enzim

kinetiginin mekanizmasi asagidaki gibidir:
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ky

k
E+S ES—> E+P (1.1)

ko

Burada ES kompleksi, E ve S’den k; hiz1 ile olusur. ES’nin ayrigsmasi ise k, hizinda
geri reaksiyonla ve k3 hizi ile iiriin ve enzime ayrigsmasi ile olur. Reaksiyon kararli
duruma ulasinca “Kararli Hal Ilkesine” gore ES’nin olusma hiz1 ayrisma hizina esit

olur yani derisimi degismez [1].

Enzim reaksiyonlar1 iizerinde ilk genis kinetik caligmalar 1913 yilinda
Michaelis-Menten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore
baslangi¢c enzim derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat derisimine baglilig

incelenir. Sonugta hiperbolik bir fonksiyon veya egri elde edilir (Sekil 1.5).

Vmax

Vmax

Vo 4
2 Vmax

3

Vmax

"
e

0 | |
0 Km Z2Km JKm 4Km S5Km

[S]
Sekil 1.5 Michaelis-Menten grafigi

Bu kimyasal reaksiyon icin Michaelis-Menten denklemi asagidaki gibi verilebilir:

Vmax [S]

V, = SIi K, (1.2)
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Burada V., hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktadir ve maksimum
hiz olarak belirtilir. Maksimum hizin yarisina (Vyax/2) karsilik gelen substrat
derisimi, Ky; (Michaelis —Menten sabiti ) olarak belirtilir. V.« ve Ky, bir enzimin

aktivitesini belirleyen 6nemli kinetik sabitlerdir.

Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olugmaktadir. Birinci bolgede substrat
konsantrasyonu diisiik olacagindan ([S]<<Ky) grafik dogrusaldir. ikinci bolgede
oldukca biiyiik substrat konsantrasyonlarinda herhangi bir ihmal yapilmaz, reaksiyon
karisik dereceden yiiriir. Ugﬁncﬁ bolgede [S]>>Ky’dir. V=V« olur ve reaksiyon

sabit bir hizla devam eder.

Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda
kolaylik saglamak amaci ile bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi
gerekmektedir. Bu amacla eksen oOlcekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik
yollardan dogru denklemine doniistiiriilebilinir. Bunlardan en cok kullanilani

Lineweaver- Burk denklemidir.

1 K, | 1
—= — (1.3)
v, V.. [S]V

max

max

Bu denkleme gore ordinatta 1/V), apsiste 1/[S] degerleri olmak iizere bir dogru elde
edilir. Bu dogrunun egimi ise Ky/Vmax'1 verir [30] (Sekil 1.6).

1.6 Inhibisyon

Enzim inhibisyonu, enzimin katalitik yada diizenleyici merkezleri olarak
tamimlanan aktif bolgelerine spesifik olarak baglanan inhibitorler ile enzim
aktivitesinin azaltilmasi olarak tanimlanabilir. Inhibitorler genellikle kiigiik molekiil
agirhigina sahip bilesikler ve iyonlardir. Enzimatik inhibisyon doniisiimlii ya da
doniistimstiiz olabilir. Doniisiimsiiz inhibitor enzime ya kovalent olarak baglanir ya
da zor ayrigabilen bir kompleks olusturur. Bir¢ok inhibitor yapisal olarak enzimin
substratina benzeyen maddelerden olusur. Bunlar substratla karsilastiginda ya hig

reaksiyon vermezler ya da cok yavas reaksiyon verirler. Enzim inhibitorleri cesitli

12



mekanizmalarda etkin olarak gorevlidir [42]. Enzim, substrat ve inhibitor arasindaki

mekanizma cesitleri asagida verilmistir.

1/vo

Egim= Km/Vmax

I/'Vmax
[S]=0.5Km

[S]=5Km

-1/Km 0 1/[S]

Sekil 1.6 Lineweaver-Burk grafigi
1.6.1 Yarismal Inhibisyon
Inhibisyonun bu tiiriinde inhibitor enzimin aktif merkezine baglanmak icin

enzimin substrat1 ile yarigir. Aktif bolgeye ya inhibitor ya da substrat baglanabilir.

Her ikisininde birlikte baglanmas1 miimkiin degildir.

k1 k2
E+S —ES —» P+E
K4

]

El+S » Reaksiyon vermez

Yarigsmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk denklemi asagidaki gibi verilebilir:
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K
L R SV (1.5)
VO Vmax [S] max
Burada,

=1+— 1.6
a=l+ (1.6)

Denklem (1.5)’e gore olusan egrinin egimi aKy/Vimax ve ekstrapolasyonu 1/V

olan diiz bir dogruyu verecektir.

Cesitli inhibitor konsantrasyonlarinda yarismali inhibisyon i¢in Lineweaver-
Burk egrileri, 1/V, ekseni {izerinde 1/V,x noktasinda kesisir (Sekil 1.7). Bu diger
inhibisyon c¢esitleriyle karsilastirildiginda yarigmali inhibisyon i¢in 0©zel bir

durumdur [35].
1.6.2 Yari-yarismah Inhibisyon

Yari-yarismali inhibisyonda inhibitor serbest enzime degil dogrudan enzim-

substrat kompleksine baglanir.

Ky ko
E+S — ES —» P+E
¥
+

ESI ——> i
Reaksiyon vermez (1.7)
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t = 1 (Inhibitorsiiz)

1Vmax Fai
y = akmiVmax
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I
iy ., 0
/f Fi Ki
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| | 0
-1/oeKm 1/[8]

Sekil 1.7 Yarigmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri

Bu tiir inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk denklemini asagidaki gibidir:

L:(KM j.LJrL' (1.8)

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

meydana gelir (Sekil 1.8). Bu yari-yarigsmali inhibisyon icin 6zel bir durumdur [35].
1.6.3 Karisik inhibisyon

Bu tir inhibisyonda inhibitdrler hem enzim hem de enzim-substrat

kompleksine baglanabilirler.
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E+S ES —» P+E
K1
+ +
I I (1.9)
El +S <~—— ES
Karisik inhibisyon icin Lineweaver-Burk denklemi asagidaki sekilde verileblir:
K '
L Vi (1.10)
v Vmax [S] Vmax

Bu esitligin egrisi egimi (0Kym/Vimax) ve ekstrapolasyonu (a'/Vi.x) olan
dogrulardan meydana gelir (Sekil 1.9). Ki=K; (a=a) oldugu 6zel durum igcin,
kesisim 1/[S] ekseni iizerindedir. Bu durumda inhibisyon c¢esidi yarigmasiz

inhibisyon olarak adlandirilir [35].

1/vo

i max

"=1.3
/ o' | (Inhibitérsiz)

Egim = Km/\max
U

ki

a'=1+

Gl m 18]

Sekil 1.8 Yari-yarismali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri
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a=a =1 (Inhibitorsiiz)

o' \Vmax
1 -a' o—a N ..
. Y Egm = gKm/Vmax
(- 1)Km (o - 1)Wmax ,;/’
i
£ (1] (1]
2 u—l+?i a'=1+ ?i
0
o 1/[8]
aKm

Sekil 1.9 Karisik inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri

1.7 Calismanin Amaci

Melissa officinalis L. subsp. officinalis (ogul otu) giiniimiizde cay ve baharat
olarak kullanilan 6nemli bir tibbi bitkidir. Ekonomik olarak énemli bir degere sahip
olan bu bitki alternatif tipta da kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde enzimler,
ozellikle son yillarda tiiketiciye cazip gelecek ve yiiksek besleyicilik degerine sahip
gidalarin  gelistirilmesi ve {retiminde gittikce artan bir 6neme sahip olmaya
baslamiglardir.  Polifenoloksidaz gidalarda enzimatik kararma ya da fenolik
kararmaya neden oldugundan dolay1 gida endiistrisinde olduk¢a onemli bir problem
teskil etmektedir. Gida endiistrisinde bu enzimlerin iiriinleri yalnizca gidalarin
tadini, kokusunu ve rengini etkilemekle kalmayip aymi zamanda gidanin icermis

oldugu proteinlere baglanarak besin degerini olduk¢a diisiirmektedir.
Enzimatik kararma; sebze ve meyvelerde meydana gelen renk degistirme
olayidir. Bu olay enzimatik ve/veya enzimatik olmayan kimyasal reaksiyonlarla

gerceklesir. Enzimatik olarak gerceklesen kararmalara baslica polifenoloksidaz
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enzimi sebep olur. Bu enzim genellikle meyve ve sebzelerin toplanma ve depolanma
siirecinde gerceklesen kararmayi katalizler. Kararmanin sebep oldugu hos olmayan
koku ve goriintii 6zellikle isletmeci ve tiiketiciler i¢in 6nemli, ekonomik bir problem
teskil eder. Bu nedenle Melissa officinalis L. subsp. officinalis’in toplanmasindan
sonraki islemlerde kararmasinin Onlenmesi ya da azaltilmasi 6nemlidir. Yapilan
literatiir taramalarinda ogul otu PFO’su ile ilgili yapilan bir calismaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle bu calismada ogul otunun PFO aktivitesinin ve fenolik
madde iceriginin ayrintili bir sekilde incelenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda,
PFO’nun substrat spesifikligi, optimum pH, optimum sicaklik, termal inaktivasyon
ve inhibisyonu gibi bazi kinetik Ozellikleri arastirilmistir.  Ayrica ogul otunun
icermis oldugu protein ve fenolik madde igerigi de belirlenmistir. Elde edilecek
veriler ile ogul otunun ekonomik degerinin ve ihracat payindaki miktarinin daha da
artacagl, lilke ekonomisine ve ayn1 zamanda gida teknolojisine onemli katkilarinin

olacag diisiiniilmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

Bu calismada kullanilan Melissa officinalis L. subsp. officinalis bitkisi
Balikesir Universitesi Necatibey Egitim Fakiiltesi bahcesinden toplandi. Taze bitki -
80 °C’de saklandi. Cahsmada kullamlan kimyasal maddeler Merck ve Sigma’dan
satin alindi. Enzim aktiviteleri ise Cary| 1E | g UV-—Visible (Varian, Avustralya)

spektrofotometre kullanilarak belirlendi [3].

2.1.1 Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Katekol

2. 4-metilkatekol

3. Piragallol

4. Glutatyon

5. Askorbik asit

6. Benzoik asit

7. Sodyum azid

8. L-tirozin

9. Amonyum siilfat (NH4),SO4

10.  Disodyumhidrojenfosfat (Na,HPO,)
11.  Sodyum hidroksit (NaOH)

12.  Sodyum asetat (NaCH3COO )
13.  Nitrik asit (HNO3)

14.  Sodyum karbonat

15.  Serum albiimin

16.  Coomassie Brillant-Blue G- 250
17.  Folin- Ciocalteau belirteci

18.  Sodyum karbonat (Na,CO3)
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19. L-glutamik asit
20.  Gallik asit

2.1.2 Calismada Kullanmilan Cihazlar

1. Cary | 1E | g UV —Visible : Varian

2. pH-metre : Orion 920A

3. Sabit sicaklik banyosu : Temparature Junior TE-85
4. Otomatik pipetler : Brand

5. Terazi : Libror AEG-220/ Shimadzu
6. Blender : Warning

7. Etiiv : Memmert

8. Sogutmali santrifiij : Sigma 3K 30

0. Magnetik karistirici : Heildolph

10. Vorteks : Niive NM 100

2.2 Ham Ekstratlarin Hazirlanisi

Melissa officinalis L. subsp. officinalis’in yapraklar1 toplandiktan hemen
sonra -80 °C’de saklandi. 20 g bitki 6rnegi 10 mM askorbik asit ve 4 g
polietilenglikol iceren 100 mL pH’s1 6,5 olan fosfat tamponunda 2 dakika siireyle bir
celik blendir ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat 3 katl tiilbent bezinden
stizlildii. Stiziintii, santrifiij tiiplerine alind1 ve tiiplerin agirliklar1 hassas bir terazide
esitlenerek 15000 x g’de 10 dakika siireyle +4 °C’de santrifiij edildi. Olusturulan
enzimin PFO aktivitesine iyon etkisini engellemek i¢in tampon konsantrasyonu 0,1
M secildi [43]. Santrifiij sonrasi iist kisimlar siiziilerek elde edilen siipernatant kismi

saflastirma islemlerine tabi tutuldu [3,44].
2.3 Polifenoloksidazin Kismen Saflastirilmasi
Hazirlamis oldugumuz siipernatant kati amonyum siilfat ile %80 doygunluga

getirildi. Bunun i¢in;
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1.77V(S, -S,)

gin,),50,1 = 3.54-S, 2.1

formulii ile kullanilmasi gereken amonyum siilfat miktar1 belirlendi. Burada V,
siipernatantin  hacmini; S;, 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat
doygunlugunu; S, ise 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugunu

gostermektedir.

Hazirladigimiz kati amonyum siilfat, magnetik karistiricida, buz banyosu
tizerinde olan ham ekstrakta yavas yavas eklendi. Siispansiyon % 80 doygunluga
geldiginde 60 dakika boyunca +4 °C’de 15000 x g’de santrifiij edildi [45]. Olusan
cokelek pH ’s1 7.0 olan 5 mM fosfat tamponunda ¢6ziinebildigi en az miktarinda

coziildi [9].

Elde ettigimiz enzim ¢ozeltisi 5 mM fosfat tamponunda 24 saat boyunca
diyaliz edildi. Bu siire i¢inde diyaliz tamponu 4 kez degistirildi. Diyaliz magnetik
karistiicida +4 °C’de  buzdolabinda gerceklestirildi, kismen saflastirilan PFO
deneylerde kullanildi [4].

2.4 Spektrofotometrik Olciimler

Reaksiyon 1 c¢m 151k olan 3 mL hacimli kuvartz kiivet i¢inde, Cary | 1E | g-
UV-Visible spektrofotometre kullanilarak gerceklestirildi. ~ PFO’nun substrat
spesifikligini belirlemek i¢in katekol, 4-metilkatekol, piragallol, L-tirozin ve gallik
asit substratlar1 kullanildi. Analiz karisimi1 genel olarak 2,3 mL fosfat tamponu; 0,6
mL substrat ve 0,1 mL enzim karisitmimndan meydana geldi. Enzim c¢ozeltisi

reaksiyon karisimina en son ve hizli bir sekilde ilave edildi.
2.5 Enzim Aktivitesine pH’1n Etkisi
Katekol, 4-metilkatekol ve piragallol substratlariyla optimum pH calismasi

yapild1 ve pH 4.0-9.0 araliginda degerlendirildi. Tampon ¢ozeltilerinin pH ayarlari
0,1 M NaOH ve HNOj cozeltileri kullanilarak yapildi. Enzim aktivitesinin pH ile
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degisimini belirleyebilmek icin pH 4.0-6.0 araliginda 0,1M asetat ve pH 6.0-9.0
araliginda 0,1 M fosfat tamponu kullanildi.

2.6 Enzim Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen PFO icin substrat
olarak katekol, 4-metilkatekol ve pirigallol kullanilarak optimum sicaklik ¢aligsmasi
yapildi. 10-70 °C arasindaki farkli sicaklik degerlerinde enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak Olciildii. Substrat ve tamponlarin sicakliklar1 termostath bir
su banyosunda ayarlandi. Enzim en son olarak eklenip hemen ol¢iim alindi.
Reaksiyon karistmi 2,3 mL tampon, 0,6 mL substrat ve 0,1 mL enzim ¢o6zeltisini

icerdi. Deneylerin tiimiinde ayn1 enzim stoku kullanildi [46].
2.7 Termal inaktivasyon

Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen PFO enziminin termal
inaktivasyonunu belirlemek i¢in 35-75 OC sicaklik araligr secildi. Bu calisma icin
deney tiiplerine koyulan enzim ¢ozeltisi sabit zaman araliklarinda ¢esitli sicakliklarda
inkiibe edildi ve buz banyosunda sogutuldu. 2,3 mL tampon cozeltisi, 0,6 mL
substrat ve 0,1 mL enzim c¢oOzeltisi kullanilarak aktivite Ol¢iimii gerceklestirildi.

Olciimler iki kez tekrarland1 [46].
2.8 Inhibisyon

Polifenoloksidazin inhibisyonu i¢in askorbik asit, glutatyon, benzoik asit,
sodyum azid, gallik asit ve L-glutamik asit inhibitorler olarak kullanildi. Tiim
inhibitorler katekol, 4-metilkatekol ve pirigallol substratlart i¢in farkli
konsantrasyonlarda calisildi. Enzim ¢ozeltisi 0,1’er mL eklendi [47].

2.9 Protein Icerigi

Melissa officinalis L. subsp. officinalis ekstraktinin protein icerigi

belirlenirken Bradford Metodu kullanildi. Bu yontemin tercih edilmesinin nedeni,
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cok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin s6z konusu olmamasi ve protein
boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Ayrica yontemin hassasiyeti

1-100 pg arasindadir. Kalibrasyon i¢in bovin serum albumin kullanilmastir [35].

Deney tiiplerine 1 mL’sinde 1 mg protein iceren standart sigir albumin
cozeltisinden sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL pipet ile
konuldu. Tiiplerin hacimleri 0,1 mL’ye 5 mM lik pH ’s1 6,5 olan fosfat tamponuyla
tamamlandi. Daha sonra 5 mL Coomassie Brillant-Blue G-250 reaktifi tiim tiiplere
eklenip 1 dakika boyunca vorteks yardimiyla karistirildi. 30 dakika karanlikta
bekletilen ¢ozeltiden, 595 nm’de Ol¢iim yapilarak kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Kor olarak ilk tiip yani 0,1 mL tampon ve 5 mL boya iceren ¢ozelti kullanildi [35].

Hazirlanan enzim ekstratindan 3 ayn tiipe 0,1’er mL alinarak iizerine 5’er mL
Coomassie Brillant-Blue G-250 reaktifi eklenip vortekste karistirildiktan sonra 595
nm’de absorbans degerleri 6lciildii. Ug 6lciimiin ortalamasi alindiktan sonra
absorbans degerlerine karsilik gelen protein miktar1 standart grafik yardimiyla

hesapland1 [48].
2.10 Toplam Fenolik Madde Icerigi

Melissa officinalis L. subsp. officinalis ekstraktinin toplam fenolik madde
igerigi, Singleton ve Rossi’nin metoduna gore Folin-Ciocalteau belirteci kullanilarak
belirlendi. 2 g bitki 6rnegi oda sicakliginda % 80’lik 100 mL sulu etanol icerisine
eklenerek karisim bir celik blendir icinde homojenize edildi [49].

Homojenat 15 dakika 10000 x g ve +4 °C’de santrifuj edildi. Santrifiij edilen
sollisyonun iist kismu bir kaba alinarak saklandi. Tiipte kalan ¢okelek yine % 80’lik
100 mL sulu etanol igerisinde iki kez daha ekstrakte edildikten sonra tiim
siipernatantlar birlestirilip bir litrelik bir beher icine alindi. Beher oda sicakliginda
icindeki tiim ¢ozelti ucuncaya kadar iki giin boyunca buharlagsmaya birakildi. Cam
kaptaki kuru kalint1 5 mL distile su igerisinde ¢oziildii. Ekstraktin 100 uL’si distile
suyla 3 mL’ye seyreltildi. Uzerine 0,5 mL Folin—Ciocalteau reaktifi eklendi. 3
dakika bekledikten sonra % 20’lik 2 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edildi ve
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vorteks yardimiyla karistirildi.  Olusan renkli ¢ozeltinin absorbansi 60 dakika
beklendikten sonra 650 nm’de spektrometrik olarak Olgiildii. Standart kalibrasyon
egrisi, katekol kullanilarak hazirlandi. Sonug, 100 g taze bitki agirligi basina mg
katekol olarak verildi [49].

Standart kalibrasyon egirisi ¢izilirken 0.05 M’lik katekol c¢ozeltisi hazirlandi.
11 farkh tiipe sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL katekol eklendi.
Tiiplerin hacmi distile suyla 3 mL’ye seyreltildikten sonra iizerine 0.5 mL Folin—
Ciocaltau reaktifi eklendi. 3 dakika bekledikten sonra % 20’lik 2 mL sodyum
karbonat ¢ozeltisi ilave edildi ve vorteks yardimiyla karnistirilldi. 60 dakika sonra
tiiplerin kore karsilik absorbans degerleri 650 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciildii. Kor olarak icerisinde Folin—Ciocalteau reaktifi, distile su ve sodyum

karbonat karisimi bulunan tiip kullanildi [49].
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3. BULGULAR

3.1 Melissa officinalis L. subsp. officinalis Ekstraktlarinin Toplam Protein ve
Fenolik Madde icerigi

Bradford yontemi ve Singleton-Rossi yontemleri ile belirlenen protein ve
fenolik madde icerikleri ham ekstrattan elde edilmistir [49,50]. Elde ettigimiz
sonuclara gore ham ekstratta 230 pg mL™" protein ve 280 mg 100 g toplam fenolik

madde iceriginin bulundugu belirlenmistir.

3.2 Substrat Spesifikligi

Katekol, 4-metilkatekol, piragallol, gallik asit ve L-tirozin substratlar1 Melissa
officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidaz aktivitesinin
tayininde kullamlmistir. Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen
polifenoloksidazin gallik asit ve L-tirozin substratlarina kars1 aktivite gostermedigi

belirlenmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1°de gosterilmistir.

25



Cizelge 3.1 Melissa officinalis L. subsp. officinalis’in PFO aktivitesi i¢in cesitli substratlarla elde edilmis kinetik veriler

[S] Vo i 1/Vo x10™ Vinax K Vina/ Kyt >
Substratlar —— \ 108 EBUmL'dak)  SITMT gimi Tt dak'y! BUmL! dak’) mM) (BUmL dak' mM) R
333 253 300 39,53
6,66 433 150 23,09
10,00 513 100 19,49
. 13,33 685 75 14,60
4-metilkatckol | 087 o 1456 1111,1 11,1 100 0,9929
20,00 690 50 14,49
23,33 737 42,8 13,57
26,67 801 37.5 12,48
333 1294 300 773
6,66 1759 150 5,69
10,00 2122 100 4,71
13,33 2340 75 4,27
Katekol 1666 2780 o 365 10000 20 500 0,9035
20,00 4588 50 2,18
23,33 4590 42,8 2,18
26,67 4649 37.5 215
333 56 300 17.52
6,66 263 150 38,02
10,00 376 100 26,60
. 13,33 505 75 19,80
Piragallol 1666 o3 o 1631 2500 50 50 0,9910
20,00 703 50 14,22
23,33 721 42,8 13,87
26,67 741 37,5 13,50
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Sekil 3.1 Melissa officinalis L. subsp. officinalis polifenoloksidazi i¢in ¢izilmis 1/[S]-
1/Vy egrileri

3.3 Optimum pH
Melissa officinalis L. subsp. officinalis bitkisinden elde edilen
polifenoloksidazin optimum pH degerleri katekol, 4-metilkatekol ve piragallol

substratlar1 kullanilarak belirlenmistir. Elde ettigimiz veriler Cizelge 3.2 ve Sekil

3.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2 Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidaz
aktivitesinin pH ile degisimine ait veriler

Aktivite (EU mLT dak™)

pH
Katekol 4-metilkatekol Piragallol
4,0 4737 3906 1921
4,5 5366 3684 2325
5,0 6397 3348 3258
5,5 7771 3344 3869
6,0 10257 2105 7414
6,5 11569 628 7055
7,0 8769 - 10972
7,5 6880 - 10648
8,0 3214 - 7456
8,5 1773 - 24274
9,0 1520 - 20553
25000
Substratlar

e m : Piragallol
i > 20000 ¢ : Katekol

< A : 4-metilkatekol

=

'.é 15000

)

S

P 10000 -

=

=

< 5000 <

0
4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 3.2 Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidaz
aktivitesinin pH ile degisimi
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3.4 Optimum Sicakhik

Katekol, 4-metilkatekol ve piragallol substratlar1 kullanilarak Melissa
officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidaz aktivitesinin
sicaklikla degisimi 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 9C’lerde incelenmistir. Elde edilen
deneysel veriler Cizelge 3.3 te verilerek Sekil 3.3’de grafik edilmistir. Sekil 3.3’den
goriildiigii gibi katekol, 4-metilkatekol ve piragallol i¢in optimum sicaklik

degerlerinin sirastyla 40, 50 ve 60 °C oldugu bulundu.

Cizelge 3.3 Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidaz
aktivitesinin sicaklikla degisimine ait veriler

Aktivite (EU mLT dak™)

Sicaklik (°C)
Katekol 4-metilkatekol Piragallol
10 4705 1285 1370
20 4864 1059 574
30 5142 1145 1256
40 5573 1333 1358
50 5433 1608 1274
60 5365 1094 2011
70 5200 1310 993
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Sekil 3.3 Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidaz
aktivitesinin sicaklikla degisimi

3.5 Termal inaktivasyon

Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidaz
aktivitesinin termal denatiirasyonu artan sicaklifin ve inaktivasyon siiresinin bir
fonksiyonu olarak incelendi. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.4’te verilerek
Sekil 3.4°de grafik edildi. Deneysel bulgular tiim substratlar i¢in artan sicaklik ve

inaktivasyon siiresi ile enzim aktivitesinin azaldigin1 géstermektedir.
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Cizelge 3.4 Melissa officinalis L. subsp. officinalis polifenoloksidazinin termal
denatiirasyonu icin elde edilen deneysel veriler

Substratlar Zaman Aktivite (EU mL" dak™)
(dak) 35°C 55°C 75°C
0 6000 6000 6000
10 5978 5366 5622
20 5463 5289 5614
Katekol 30 5413 5242 5344
40 5293 5020 5315
50 5228 4869 4437
60 5177 575 2722
0 6000 6000 6000
10 1792 1872 1916
20 1578 1389 1652
4-metilkatekol 30 1270 1223 1148
40 1107 1174 989
50 1077 1124 904
60 673 948 826
0 6000 6000 6000
10 5603 5345 5958
20 5282 4051 5850
Piragallol 30 4315 3199 5054
40 4279 3086 2320
50 3322 3000 788
60 1858 2233 500
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Sekil 3.4 Melissa officinalis L. subsp. officinalis polifenoloksidaz aktivitesinin termal
denaturasyonuna ait egriler
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3.6 Polifenoloksidazin inhibisyonu

Askorbik asit, glutatyon, sodyum azid ve benzoik asit inhibitorleri ile
polifenoloksidazin inhibisyonu katekol, 4-metilkatekol ve piragallol substratlar
kullanilarak incelenmistir. Elde edilen deneysel veriler sirasiyla Cizelge 3.5-3.15°de

verilmis olup, Sekil 3.5-3.15’da grafik edilmistir.
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Cizelge 3.5 Katekol substrati kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

a Vo 1/[S] 1/Vo x10™ Vinax Ky a >
MM ISTMXI0T gy gaey M) BUmL dak')! EUmL daky  (mvy < (MX10 R
3,33 3086 300 2,51
6,66 4176 150 2,39
10,00 4879 100 2,05
13,33 5361 75 1,87
- 16.66 5601 60 179 10000 ? - 0,9858
20,00 6159 50 1,62
23,33 6056 42,8 1,65
26,66 6207 37,5 1,61
3,33 3017 300 331
6,66 3600 150 2,78
10,00 4329 100 2,31
5 13,33 4746 75 2,11 3
0,66x10 1666 <031 0 L9 ; ; 5,9x10 0,9979
20,00 5565 50 1,80
23,33 5632 42,8 1,78
26,66 5800 37,5 1,72
3,33 2042 300 4,90
6,66 2858 150 3,50
10,00 3545 100 2,82
5 13,33 3990 75 2,51 3
0,83x10 1666 1389 0 8 ; - 7,4x10 0,9909
20,00 4589 50 2,18
23,33 4790 42,8 2,00
26,66 4903 375 2,04
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Cizelge 3.5’in devami

43 Vo 1/[S] 1/Vo x10* Vinax K , 43 2
MM ST gy gy o) EUmL! dak’)' EBUmL dak’) vy < MDXI0 R
333 1233 300 811
6.66 2106 150 475
10,00 2559 100 391
5 13,33 2897 75 345 3
1.00x10 1666 2100 60 T2 ; ; 0.8x10 0,9999
20,00 3400 50 2.94
23.33 3401 428 2.94
26.66 3476 37.5 2.88
333 909 300 11,00
6.66 1451 150 6.89
10,00 1740 100 575
3 13,33 2019 75 4.95 3
1.16x10 1666 7329 0 P ; - 0.9x10 0,9893
20,00 2340 50 427
23.33 2563 428 3.90
26.66 2802 37.5 3,57
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Sekil 3.5 Katekol substrati kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile polifenoloksidazin
inhibisyonu i¢in 1/V-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.6 Katekol substrati kullanilarak glutatyon inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

1/Vy x10™

+3 VO 1/ [S] Vmax I<M Ki 2
[T (M) [S1(M) <10 (EUmL'dak) ™M) (EUmL" dak)" (EUmL' dak")  (mM) (M) R
3,33 1294 300 7,73
6,66 1759 150 5,69
10,00 2222 100 4,50
13,33 2340 75 4,27
- 16,66 3780 60 2,65 10000 30 - 0,9822
20,00 4388 50 2,28
23,33 4490 42,8 2,23
26,66 4649 37,5 2,15
3,33 63 300 15,87
6,66 915 150 10,93
10,00 1338 100 7,47
4 13,33 1465 75 6,83 s
1,33x10 16,66 212o 60 471 - - 9.9x10°  0,9812
20,00 2292 50 4,36
23,33 2593 42,8 3,86
26,66 2767 37,5 3,61
3,33 354 300 28,2
6,66 496 150 20,2
10,00 25 100 40,0
4 13,33 899 75 11,12 s
1,66x10 16,66 999 60 10,01 - - 2,9%x10°  0,9878
20,00 1112 50 8,99
23,33 1313 42,8 7,62
26,66 1556 37,5 6,43
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Sekil 3.6 Katekol substrat1 kullanilarak glutatyon inhibitorii ile polifenoloksidazin
inhibisyonu i¢in 1/Vy-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.7 Katekol substrati kullanilarak sodyum azid inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

1/Vo x10™*

VIIIB.X

Kwm

Ki

+3 Vo 1/[S] 2
[T M) [S1(M) <10 (EUmL'dak) M) (EUmL'dak")' (EUmL'dak’)  (mM) (M) R
3,33 3986 300 2,51
6,66 4176 150 2,39
10,00 4879 100 2,05
13,33 5361 75 1,87
- 16,66 5601 60 179 10000 8 - 0,9932
20,00 6159 50 1,62
23,33 6056 42,8 1,65
26,66 6207 37,5 1,61
3,33 1163 300 8,60
6,66 2083 150 4,30
10,00 2978 100 3,36
5 13,33 2936 75 3,41 3
0,66x10 16,66 210 60 312 - - 4,4% 10 0,9343
20,00 3478 50 2,88
23,33 3603 42,8 2,78
26,66 3902 37,5 2,56
6,66 1000 150 1
10,00 1177 100 8,5
13,33 1444 75 6,93
1,33%x10 16,66 1530 60 6,54 - - 1,7x10°  0,9833
20,00 1896 50 527
23,33 2191 42,8 4,56
26,66 2239 37,5 4,47
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Cizelge 3.7 nin devami

B Vo 1/[S] 1/Vo x10* Vinax Ky K; )
1] (M) [ST (M) x10 (EUmL "dak)y ™)  (EUmL" dak™)! (EUmL"dak")  (mM) (M) R

3.33 400 300 25,00

6,66 420 150 23,81

10,00 654 100 15,29

5 13,33 834 75 11,99 3
1,66x10 16,66 949 60 10,54 - - 1,4x10 0,9917

20,00 1062 50 9,42

23.33 1768 42,8 5,66

26,66 1274 37,5 7.85
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Sekil 3.7 Katekol substrat1 kullanilarak sodyum azid inhibitorii ile
polifenoloksidazin inhibisyonu icin 1/Vo-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.8 Katekol substrat1 kullanilarak benzoik asit inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

1/Vy x10™ Vinax Ky K,

+3 Vo 1/[S] 2
[T (M) [S1(M) <10 (EUmL'dak) ™M) (EUmL" dak)" (EUmL' dak")  (mM) (M) R
3,33 3986 300 2,51
6,66 4176 150 2,39
10,00 4879 100 2,05
13,33 5361 75 1,87
- 16,66 5601 60 179 10000 8 - 0,9939
20,00 6159 50 1,62
23,33 6056 42,8 1,65
26,66 6207 37,5 1,61
3,33 1108 300 9,03
6,66 2860 150 3,50
10,00 3324 100 3,01
5 13,33 4333 75 2,31 3
0,33x10 16,66 1567 60 219 - - 2.2x10°  0,9884
20,00 4986 50 2,01
23,33 5383 42,8 1,86
26,66 5667 37,5 1,76
3,33 796 300 12,56
6,66 1076 150 9,29
10,00 1495 100 6,69
5 13,33 2426 75 4,12 3
1,00x10 16,66 Seed 60 349 - - 2,5%10°  0,9980
20,00 3334 50 3,00
23,33 3411 42,8 2,93
26,66 4518 37,5 2,21
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Cizelge 3.8’in devami

0 o [S] (M) Vo 1/[S] 1/Vy x10™ Vi Kum K; R’
x10* (EU mL" dak™) (M) (EU mL "' dak)' (EU mL" dak™) (mM) (M)
3,33 294 300 34,01
6,66 634 150 15,77
10,00 727 100 13,76
> 13,33 970 75 10,31 3
2,00x10 16,66 1427 60 701 - 1,710 0,9919
20,00 1597 50 6,26
23,33 1887 42.8 5,30
26,66 2352 37,5 4,25
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Sekil 3.8 Katekol substrati kullanilarak benzoik asit inhibitorii ile polifenoloksidazin
inhibisyonu i¢in 1/Vy-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.9 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

[S] (M)

Vo

1/[S]

1/Vy x10™ Vinax Ky K,

[1] M) +3 PR I I | P R’
x10 (BU mL™ dak™) M) (BUmL! dak'y! (EUmL!dak’)  (mM) M)
1,66 715 600 13,99
3,33 995 300 10,05
5,00 1214 200 8,24
6,66 1517 150 6,59
) 8,33 1617 120 6,18 2500 3 ) 0.9807
10,00 1735 100 5,76
11,66 1718 85,7 5,82
13,33 1793 75 5,58
1,66 294 600 34,01
3,33 456 300 21,93
5,00 621 200 16,10
4 6,66 837 150 11,95 4
0,66x10 $.33 918 120 10.89 - - 0,44%10 0,9870
10,00 1055 100 9,48
11,66 1158 85,7 8,64
13,33 1217 75 8,22
1,66 14 600 714,29
3,33 250 300 40,00
5,00 320 200 31,25
4 6,66 420 150 23,81 4
4x10 $.33 430 120 20.75 - - 1,00x10 0,9811
10,00 509 100 19,65
11,66 643 85,7 15,55
13,33 732 75 13,66
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Sekil 3.9 4-metilkatekol substrati kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile
polifenoloksidazin inhibisyonu icin 1/Vo-1/[S] egrileri

46



Cizelge 3.10 4-metilkatekol substrati kullanilarak glutatyon inhibitdrii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

mon  SIOD 2 1/[S] 1/Vo x10™ Vi K K; R2
x10" (EU mL" dak™) (M) (EU mL!' dak)'  (BU mL"' dak™) (mM) (M)
3,33 253 300 39,53
6,66 433 150 23,09
10,00 513 100 19,49
13,33 685 75 14,60
i 16,66 687 60 14,56 I 1 i 0,9863
20,00 690 50 14,49
23,33 737 42,8 13,57
26,66 801 37,5 12,48
3,33 20 300 500,00
6,66 81 150 123,46
10,00 127 100 78,74
4 13,33 131 75 76,34 5
0,66x10 16.66 194 60 5155 - - 1,1x10 0,9802
20,00 221 50 45,25
23,33 249 42,8 40,16
26,66 277 37,5 36,10
3,33 6 300 1666,6
6,66 36 150 277,7
10,00 43 100 2325
4 13,33 59 75 169,4 P
1,33x10 16,66 o 60 1515 - - 7,0x10 0,9948
20,00 86 50 116,2
23,33 99 42,8 101,0
26,66 104 37,5 96,15
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Sekil 3.10 4-metilkatekol substrati kullanilarak glutatyon inhibitorii ile
polifenoloksidazin inhibisyonu icin 1/V,-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.11 4-metilkatekol substrati kullanilarak sodyum azid inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

1/Vo x10™*

Ki

(1] M) 5] (11/3[) - V.°1 1 17151 | - V“.‘ﬁ‘* § Kar R’
x10 (EU mL™" dak™) M) (EU mL" dak™)"  (EU mL"' dak™) (mM) (M)
1,66 2666 600 3,75
3,33 3260 300 3,07
5,00 3519 200 2,84
6,66 3568 150 2,80

) 8,33 3583 120 2,79 3333 0.7 ) 0,9882
10,00 3371 100 2,97
11,66 3404 85,7 2,97
13,33 3485 75 2,87
1,66 1355 600 7,38
3,33 2029 300 4,93
5,00 2479 200 4,03
3 6,66 2538 150 3,94 3

16610 8,33 2559 120 391 - - 0.6x10 0.9755
10,00 2596 100 3,85
11,66 2634 85,7 3,80
13,33 2829 75 3,53
1,66 613 600 16,31
3,33 1032 300 9,96
5,00 1426 200 7,01

3 6,66 1672 150 5,98 3

5,00x10 833 1857 120 539 - - 0,5%10 0,9965
10,00 1904 100 5,25
11,66 2066 85,7 4,84
13,33 2027 75 4,93
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Cizelge 3.11°in devam

[S] (M)

Vo

1/[S]

1/Vo x10™*

VIIIB.X

Kwm

(1] (M) +3 - N - A -1yl . - R’
x10 (BU mL™ dak™) (M) (BUmL" daky'  (BUmL'dak)  (mM) (M)
1,66 32 600 312.5
3,33 352 300 28.41
5,00 363 200 27,55

3 6,66 595 150 16,81 4

1.0x10 8,33 745 120 13,42 - - 0,3x10 0,9601
10,00 918 100 10,89
11,66 1145 857 8,73
13,33 1227 75 8.15
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Sekil 3.11 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak sodyum azid inhibitorii ile
polifenoloksidazin inhibisyonu ic¢in 1/Vo-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.12 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak benzoik asit inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

1/Vo x10™*

Vmax KM Ki

(1] (M) 5] (1}/3[) R B i S N SO A R?
x10 (EUmL" dak™) ™M) (EU mL™ dak ™) (EUmL" dak™) (mM) M)
1,66 715 300 13,99
3,33 995 150 10,05
5,00 1314 100 7,61
6,66 1517 75 6,59
i 8,33 1617 60 6,18 2500 73 i 0,9932
10,00 1735 50 5,76
11,66 1718 42,8 5,82
13,33 1793 37,5 5,58
1,66 287 300 34,84
3,33 381 150 26,25
5,00 407 100 24,57
4 6,66 701 75 14,27 4
1,33x10 8.33 201 60 12,48 - - 0,9x10 0,9959
10,00 819 50 12,21
11,66 830 42,8 12,05
13,33 843 37,5 11,86
1,66 278 300 35,97
3,33 307 150 32,57
5,00 422 100 23,70
4 6,66 455 75 21,98 4
2,33x10 8.33 565 60 17.70 - - 1,1 x10 0,9958
10,00 624 50 16,03
11,66 650 42,8 15,38
13,33 697 37,5 14,35
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Sekil 3.12 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak benzoik asit inhibitorii ile
polifenoloksidazin inhibisyonu icin 1/V,-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.13 Piragallol substrat1 kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

1/Vo x10™*

mop SO Ve WSE N0 Ve K K R’
«10 EUmL dak) (M)  EUmL'dak)y! EUmL' dak')  (mM) M)
3.33 160 300 62.5
6.66 190 150 52.63
10.0 200 100 50,00
1333 226 75 4405

- 16.66 306 60 32,68 4347 8,6 - 0,9694
20,0 343 50 29,15
2333 366 08 27.32
26,66 486 375 20.58
3.33 120 300 83.33
6.66 134 150 74.63
10.0 172 100 58.14
s 1333 233 75 12.92 .

0.33x10 P - I ot i i 6.6x10° 09875
20,0 248 50 40.32
2333 266 08 37.59
26,66 303 37.5 33,00
333 63 300 166.6
6.66 123 150 81.30
10.0 123 100 81,30

s 1333 144 75 69.44 .

1,00x10 P . I o i i 6.6x10° 9774
20,0 188 50 53.19
2333 275 08 36,36
26,66 436 37.5 22.94
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Sekil 3.13 Piragallol substratt kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile
polifenoloksidazin inhibisyonu icin 1/V,-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.14 Piragallol substrat1 kullanilarak glutatyon inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

[S] (M)

Vo

1/[S]

1/Vo x10™*

Vmax KM Ki

(1] (M) +3 R I e R NS | s R’
x10 (EU mL"™~" dak™) M) (EU mL"™ dak™) (EU mL"™ dak™) (mM) M)
3,33 56 300 178.,6
6,66 263 150 38,02
10,0 367 100 26,6
13,33 381 75 26,2
) 16,66 413 60 24,2 1429 28 ) 0.9419
20,0 703 50 14,2
23,33 721 42,8 13,8
26,66 741 37,5 13,5
3,33 27 300 370,3
6,66 233 150 42,92
10,0 310 100 32,26
5 13,33 324 75 30,86 2
1,00x10 16.66 413 60 2401 - - 2,8x10 0,9714
20,0 496 50 20,16
23,33 569 42,8 17,57
26,66 572 37,5 17,48
3,33 67 300 149,2
6,66 68 150 147,0
10,0 147 100 78,74
5 13,33 154 75 64,94 6
1,33x10 16,66 175 60 57.14 - - 6,6x10 0,9671
20,0 211 50 47,39
23,33 241 42,8 41,49
26,66 251 37,5 39,84
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Sekil 3.14 Piragallol substrati1 kullanilarak glutatyon inhibitorii ile
polifenoloksidazin inhibisyonu icin 1/V,-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.15 Piragallol substrati1 kullanilarak sodyum azid inhibitorii ile polifenoloksidazin inhibisyonuna ait deneysel veriler

mon ST 2 1/[S] 1/Vo x10™ Vi K K; R2
x10" (EU mL" dak™) (M) (EU mL!' dak)'  (BU mL"' dak™) (mM) (M)
3,33 213 300 46,95
6,66 397 150 25,19
10,00 437 100 22,88
13,33 455 75 21,98
i 16,67 508 60 19,69 833 83 i 0.9741
20,00 578 50 17,30
23,33 599 42,8 16,69
26,66 631 37,5 15,85
3,33 156 300 64,10
6,66 170 150 58,82
10,00 312 100 32,05
2 13,33 358 75 27,93
0,66x10 16,67 17 60 2342 - - 1,84 0,9847
20,00 466 50 21,46
23,33 484 42,8 20,66
26,66 499 37,5 20,04
3,33 38 300 263,2
6,66 142 150 70,42
10,00 146 100 68,49
2 13,33 194 75 51,55 2
2,00x10 16,67 336 60 2076 - - 1,98x10 0,9627
20,00 379 50 26,39
23,33 408 42,8 24,51
26,66 442 37,5 22,62
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Sekil 3.15 Piragallol substrati kullanilarak sodyum azid inhibitorii ile
polifenoloksidazin inhibisyonu ic¢in 1/Vo-1/[S] egrileri

3.7 Isp Degerlerinin Belirlenmesi

Polifenoloksidazin askorbik asit, benzoik asit, glutatyon ve sodyum azid
inhibitorleri ile katekol, 4-metilkatekol ve piragallol substratlar1 kullanilarak Isg
degerleri tayin edildi. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.16-3.18’de verildi.
Sekil 3.16-3.21°deki grafiklerde inhibitor konsantrasyonunun yiizde inhibisyona

kars cizilen grafiklerinin denklemlerden Isy degerleri hesaplandi.
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Cizelge 3.16 Substrat olarak katekol kullanildiginda polifenoloksidazin askorbik asit,
glutatyon, sodyum azid ve benzoik asit inhibitorleriyle elde edilmis yiizde aktivasyon
degerleri

inhibitor (1 (M)x10° Aktivite (EU mL'dak™") % Aktivasyon
0 6159 100
33 6093 98
50 6018 97
L 66 5970 96
Askorbik asit 23 5056 2
100 4169 67
110 2871 46
116 1407 22
0 6159 100
330 4092 65
660 4147 55
o 1000 3728 49
Benzoik asit 1300 3474 46
1600 2774 37
2000 2211 29
2300 1654 22
0 4588 100
33 3409 74
6,6 3381 73
10,0 2836 61
Glutatyon 13,0 2433 53
16,0 1512 32
20,0 886 19
23,0 575 12
0 6159 100
330 4628 75
660 3096 50
1000 2530 41
Sodyum azid 1300 2183 35
1600 1779 28
2000 1075 17
2300 1031 16
2600 730 11
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Sekil 3.16 Substrat olarak katekol kullanildiginda polifenoloksidazin askorbik asit
ve glutatyon inhibitorlerinin konsantrasyonu ile yiizde aktivasyon degisimini
gosteren grafikler
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Sekil 3.17 Substrat olarak katekol kullanildiginda polifenoloksidazin sodyum azid
ve benzoik asit inhibitorlerinin konsantrasyonu ile yiizde aktivasyon degisimini
gosteren grafikler
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Cizelge 3.17 Substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda polifenoloksidazin
askorbik asit, glutatyon, sodyum azid ve benzoik asit inhibitorleriyle elde edilmis
yiizde aktivasyon degerleri

inhibitor (1] M)x10° Aktivite (EU mL 'dak™) % Aktivasyon
0 1735 100
3,3 1389 80
6,6 1298 74
10,0 1282 73
o 13,0 1106 63
Askorbik asit 16.0 708 43
20,0 765 44
23,0 410 23
26,0 259 14
30,0 117 6
0 1735 100
3,3 693 39
6,6 644 37
o 10,0 657 37
Benzoik asit 13.0 601 34
16,0 548 31
20,0 542 31
30,0 470 27
0 690 100
1,6 643 93
3,3 494 71
Glutatyon 3,0 455 65
6,0 251 36
83,0 217 31
10,0 135 19
13,0 113 16
0 3371 100
160 2582 68
330 2246 60
500 1875 49
660 1716 45
. 830 1711 44
Sodyum azid 1000 1676 60
1160 1493 45
1330 1422 37
1500 1147 30
1600 1003 26
1830 960 25

63



100
y = -326628x + 100
801 N R® = 09875
*
z
=
® 40 *
20 Askorbik asit
0
0 000005 00001 000015 00002 000025 00003
(1], (M)
100
80
y = -662280x + 100
2 601 R = 09835
=
<
&40 -
Glutatyon
20 |
0
0 0,00005 0,0001 0,00015

(1], (M)
Sekil 3.18 Substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda polifenoloksidazin

askorbik asit ve glutatyon inhibitorlerinin konsantrasyonu ile yiizde aktivasyon
degisimini gosteren grafikler
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Sekil 3.19 Substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda polifenoloksidazin sodyum
azid ve benzoik asit inhibitorlerinin konsantrasyonu ile yiizde aktivasyonunu
gosteren grafikler
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Cizelge 3.18 Substrat olarak piragallol kullanildiginda polifenoloksidazin askorbik
asit, glutatyon, sodyum azid ve benzoik asit inhibitorleriyle elde edilmis yiizde
aktivasyon degerleri

inhibitor (1] M)x10° Aktivite (EU mL"'dak") % Aktivasyon

0 343 100

0,3 222 64

0,6 142 41

Askorbik asit 1,0 121 35
1,3 123 35

1,6 109 31

2,0 83 24
0 5780 100

330 4634 80

660 3091 66

L 1000 2616 55
Benzoik asit 1300 1793 33
1600 1358 25

2000 1030 22

2300 809 17
0 703 100

33 264 65

Glutatyon 6,6 241 40
10,0 225 31

13,0 158 21

16,0 89 12
0 578 100

330 510 88

660 447 77

. 1000 322 53

Sodyum azid 1300 309 47
1600 276 32

2000 190 21

2300 99 17
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Sekil 3.20 Substrat olarak piragallol kullanildiginda polifenoloksidazin askorbik asit
ve glutatyon inhibitorlerinin konsantrasyonu ile yiizde aktivasyon degisimini
gosteren grafikler
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Sekil 3.21 Substrat olarak piragallol kullanildiginda polifenoloksidazin sodyum azid

ve benzoik asit inhibitorlerinin konsantrasyonu ile ylizde aktivasyon degisimini
gosteren grafikler
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 Toplam Fenolik Madde ve Protein Miktari

Fenolik maddeler bitki, sebze ve meyvelerde renk ve lezzet olusumunda etkili
olan en o©nemli bilesenlerdendir [50]. Koyu renkli sebze ve meyvelerde
karotenoidler, antosiyaninler ve flavonoidler fenolik madde kaynaklaridir. Bu
bilesikler bitkilerde turuncu, kirmizi ve mavi renklerin olusumunda gorevlidirler
[51]. Fenolik bilesikler bitkide meydana gelen fiziksel etkilere kars1 (yliksek 151k,
patojen hiicumu, diisiik sicaklik, UV radyasyon vb.) savunma gorevini iistlenirler
[52]. Bu bilesikler hidroliz ya da oksidasyonla kolaylikla bozunabilirler ve ayn
zamanda cesitli molekiillerle kovalent bagh {iriinler ve kovalent bagli olmayan
kompleksler olusturabilirler [53]. Fenolik bilesikler, lipit serbest radikallerinin
inaktivasyonunu ya da hidroperoksitlerin serbest radikallere dekompozisyonunu
Onleyerek antioksidan aktivite sergiledikleri i¢cin ¢ok ©nemli bitki bilesenleridir.
Primer antioksidantlar, serbest radikalleri daha kararli olan iiriinlere cevirerek

oksidasyonu geciktirirler ya da inhibe ederler.

Enzimatik kararma ve fenolik madde icerigi arasindaki iligski yapilan bir¢ok
calismada gosterilmistir. Cynara scolymus L’nin (enginar) fenolik madde icerigi 100
g taze bitkide 425 mg [54], pancar kokiinde 323 mg [55], siyah havugta 350 mg [51],
marulda 304 mg [52], Ocimum basilicum L’ de 280 mg, soganda 349 mg, nanede
400 mg olarak bulunmustur [53]. Bu calismada Melissa officinalis L. subsp.
officinalis ekstraktindaki toplam fenolik madde igerigi 100 g basina 280 mg olarak
bulundu. Bu sonuca gore Ogul otu olarak da bilinen bitkinin fenolik madde
iceriginin literatiirde bilinen zerdecal (176 mg), brokoli (88 mg), domates (68 mg),
tath patates (92 mg) [54], Malta erigi (199.4 mg), yesil biber (206.0 mg), sar1 biber
(191.2 mg), kirmiz1 biber (180.3 mg), 1spanak (269.0 mg), beyaz sogan (216 mg),
act kavun (257.2 mg) [55] un kinden daha biiyiik degere sahip oldugu belirlenmistir.
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Melissa officinalis L. subsp. officinalis’in protein igerigi 230 pg/mL olarak
tespit edilmistir. Protein icerigi Bradford metoduna gore asidik bir boya olan
Coomassie-Brillant Blue (CBB) G-250 soliisyonu kullanilarak spektrofotometrik
olarak ol¢iilmiistiir. Bu yontemin diger protein tayin yontemlerinden iistiin tarafi,
cok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin pek s6z konusu olmamasi, protein-
boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100
pg arasindadir [50]. Literatirde muzun protein igerigi 1,5 -2,1 mg mL" [56],
elmanin 0,19 mg mL™! [56], sakiz agacinin 0,0526 mg mL™! [56], O. onites ve O.
vulgare ssp hirtum tiirlerinin vejetatif ve generatif donemlerde yapraklarindaki
protein iceriginin sirasiyla 5,89-4,34 ve 7,96-55,59 mg g araliginda oldugu

bulunmustur [6].
4.2 Optimum pH

Ortamin pH degeri enzim aktivitesini 6nemli bir sekilde etkilemektedir. Artan
pH degeri ile enzim aktivitesi ilk once bir maksimum degere erisir ve daha sonra
bazik bolgede sifir degerine dogru azalir. Substratin enzime baglanmasi, enzimin
katalitik aktivitesi, substratin iyonlagmasi, protein yapisinda meydana gelen etkiler
gibi nedenlerle pH araligi daralir [57]. Genelde enzimlerin aktivitesi yiikselen pH
degeriyle artar, diisilk pH’lar da azalarak sifira gider. pH, ayrica substratin ya da
amino grup yan zincirlerinin iyonlagsmasi durumlarinda ¢ok onemlidir [29]. Bu

yiizden her substrata ait pH degeri belirlenmektedir.

Melissa officinalis L. subsp. officinalis PFO’sunun optimum pH’s1 4,5-9,0
araliginda fosfat ve asetat tamponlar1 kullanilarak belirlendi. Ogul otu PFO’sunun
optimum pH’st belirlenirken katekol, 4-metilkatekol ve piragallol substratlari
kullanildi. Elde edilen sonuclara gére optimum pH katekol i¢in 6,5; 4-metilkatekol
icin 4,0; ve piragallol i¢in 8,5 olarak bulundu.

Katekol substrat olarak kullanildiginda marula meyvesi icin optimum pH 7,0
[58], Anamur muzu ic¢in optimum pH’lar 5,5 ve 7,0 [59], Ferula sp. bitkisi i¢in
optimum pH 7,0 [60 ], Allium sp. i¢in optimum pH 7,5 [61], kivi i¢in optimum pH
7,3 [62], Jerusalem enginari icin optimum pH 4,0 [63], patlican [20] icin optimum
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pH 7,0 olarak; 4-metilkatekol substrat olarak kullanildiginda cilek i¢in optimum pH
4,5 [45], patlican i¢in optimum pH 6,0 [20], kusburnu i¢in optimum pH 8,5 [64],
enginar icin optimum pH 5,0 [65] olarak; ve piragallol substrat olarak kullanildiginda
kusburnu i¢in optimum pH 7,0 [64], enginar i¢in optimum pH 8,0 [65], marul i¢in
optimum pH 9,0 [66] olarak bulunmustur. Ogul otunda katekol substratinin optimum
pH’sinin literatiirdeki degerlere gore daha diisiik ama enginarin optimum pH’sindan
daha biiyiik oldugu bulunmustur. 4-metilkatekol substratina ait optimum pH degeri
ise literatiir degerlerinden daha kiiciik oldugu gozlemlenmistir.  Piragallol
substratinin ise literatiirdeki degerlere benzerlik gosterdigi bulunmustur. Elde edilen
sonuglar literatiirdeki sonuglarla karsilastirildiginda optimum pH’nin enzimin

kaynagina ve kullanilan substratlara bagl olarak degistigi soylenebilir [67].

4.3 Optimum Sicakhik

Farkli substratlar icin Melissa officinalis L. subsp officinalis PFO’sunun
aktivitesinin sicaklikla degisimi Sekil 3.3’te verilmistir. Ogul otu PFO’su kullanilan
tic substratla da 10 ile 70 OC arasinda aktivite gostermektedir. Melissa officinalis L.
subsp. officinalis PFO’sunun katekol, 4-metilkatekol ve piragallol substratlar icin

optimum sicaklik degerlerinin sirasiyla 40, 50 ve 60 °c oldugu bulundu.

Literatiirde aym sonuglar katekol substrati i¢in kekik [3,46], Salvia tiirleri
[68], Cynara scolymus L. [65] PFO’lar1 icin gozlemlenmistir. Ayrica substrat olarak
4-metilkatekol ve piragallol kullanildiginda kahve yapraklar1 ve endospermi PFO’lar
[69] ve Helianthus tuberosus PFO’su icin optimum sicaklik 30 oc [63] olarak
bulunmustur. Deneysel sonuglar Melissa officinalis L. subsp. officinalis PFO’sunun

optimum sicaklik degerlerinin kullanilan substrata bagli oldugunu gostermektedir.
4.4 Enzim Kinetigi ve Substrat Spesifikligi
Melissa officinalis L. subsp. officinalis PFO’sunun substrat spesifikligini

belirlemek amaciyla mono, di ve trifenolik substratlar kullanilmistir. Bir monofenol

olan L-tirozin; difenol olan katekol ve 4-metilkatekol ve trifenol olan piragallol
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substrat olarak secildi. Bir monofenol olan L-tirozine karst Ogul otu PFO’sunun
aktivite gostermedigi bulundu. Bazi bitki polifenoloksidazlari hem monofenolaz ve
hem de difenolaz aktivitesi gostermektedir. Bununla birlikte pek c¢ok
polifenoloksidaz monofenolaz aktivitesi gostermez [70,71]. Domates tohumlar1 ve
Solonum tuberosum [21], Sorghum taneleri [72], Averrhoa carambola L. [73],
DeChaunac iiziimii [74], enginar ve O. basillicum L. [65,67] polifenoloksidazlarinin
difenolaz aktivite gosterdigi; cilek [45], Gum arabic [75], elma [76]
polifenoloksidazlarinin ise trifenolaz aktivitesi gosterdigi yapilan literatiir aragtirmasi

sonucunda saptanmistir.

Difenolik ve trifenolik substratlar icin substrat doygunluk egrileri Melissa
officinalis L. subsp. officinalis PFO’sunun basit Michaelis—Menten egrileri
sergiledigini gostermektedir. Her bir substratin ¢esitli konsantrasyonlarda Sl¢tilmiis
reaksiyon hizlarinin kinetik analizleri i¢in Lineweaver-Burk denklemi kullanildi. Bu
denklemden V,x ve Ky degerleri hesaplandi. Substrat spesifikligi katalizleme giicii
olarak bilinen V,,x /Ky oranina gore belirlendi [33]. Buna gore en etkin substratin
katekol oldugu ve bunu sirasiyla 4-metilkatekol ve piragalloliin izledigi bulundu.
Her ii¢ substrat i¢in hesaplanmig Michaelis-Menten sabitleri ve V. /Kym degerleri
Cizelge 4.1°de verilmektedir. Cizelge 4.1’den goriildiigii gibi substrat olarak 4-
metilkatekol kullanildiginda Viax, Kyv ve Via/Ky degerlerinin sirasiyla 1111,1 EU
mL! dak'l, 11,1 mM ve 100 EU mL"! dak' mM! oldugu; substrat olarak katekol
kullanildiginda Vy,ax, Km ve Vina/Kym degerlerinin sirastyla 10000 EU mL! dak'l, 20
mM ve 500 EU mL" dak™ mM™ oldugu; ve substrat olarak piragallol kullanildiginda
Vinax, K Ve Vina/Kwy degerlerinin sirastyla 2500 EU mL™ dak™, 50 mM ve 50 EU

mL" dak’ mM™ oldugu bulunmustur.
4.5 Termal inaktivasyon

Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidaz igin
termal inaktivasyon grafikleri Sekil 3.4’de verildi. Inaktivasyon deneylerinde
Melissa officinalis L. subsp. officinalis PFO’sunun aktivitesi 35, 55 ve 75 °c
sicakliklarda 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra buz

banyosunda sogutularak belirlenmistir.  Deneylerde PFO aktivitesinin termal
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inaktivasyonunu belirlemek icin katekol, 4-metilkatekol ve piragallol substratlar
kullamilmistir ve benzer grafikler elde edilmistir.  Katekol, 4-metilkatekol ve
piragallol substratlar1 kullanildiginda artan inkiibasyon siiresine paralel olarak PFO
aktivitesinin belirgin bir sekilde azaldigi gozlemlenmistir.  Literatiirde c¢esitli
kaynaklardan elde edilen polifenoloksidazlarin 1siya duyarlilig: bitkinin olgunluguna

ve enzimin farklt molekiiller formlarina bagli olabilecegi rapor edilmektedir [62].

Cizelge 4.1 Melissa officinalis L. subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidazin
substrat spesifikligi

Substratlar ~ Vpa (EU mL"' dak™’) Ky (mM) Vie/Ky(EU mL' dak’ mM™)

Katekol 10000 20 500
4-metilkatekol 1111,1 11,1 100
Piragallol 2500 50 50

4.6 Enzim Inhibisyonu

Bir¢cok madde enzimin aktivitesini, substratin enzime baglanmasim1 ve/veya
enzimin turnover sayisini etkileyerek degistirir. Bu sekilde bir enzimin aktivitesini
azaltan maddeler inhibitorler olarak bilinirler. Bircok inhibitdr yapisal olarak
enzimin substratina benzer [42]. Cogu inhibitorler enzime ve enzim-substrat
kompleksine tersinir baglandiklar1 icin tekrar ayrilabilirler. Bazilarn ise kovalent
baglarla baglanip, enzimden ayrilamazlar. Inhibitorler yaygin olarak bir substrat bag

noktasinin kimyasal ve konformasyonal dogasini incelemek i¢in de kullanilir [10].

Sebzelerin enzimatik kararmasi oksijen ve fenolik bilesikler gibi reaktantlari
ortamdan gidererek veya PFO inhibitorlerini kullanarak geciktirilebilir ya da
tamamen Onlenebilir. Sebzelerin islenmeleri sirasinda ortamdaki oksijenin tamamen
giderilmesi oksijenin atmosferdeki mevcudiyetinden dolayr oldukg¢a zordur [77].
Calismamizda inhibitor olarak askorbik asit, sodyum azid, glutatyon, benzoik asit,
gallik asit ve L-glutamik asit kullanilmistir. PFO’nun bu inhibitérlerle inhibisyonunu

incelemek i¢in katekol, 4-metilkatekol ve piragallol substratlar1 kullanildi. Elde
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edilen deneysel verilere gore gallik asit ve L-glutamik asitin ogul otu PFO’sunu
inhibe etmedigi gozlemlendi. Sebzelerdeki enzimatik kararmanin inhibisyonu 1i.)
polifenoloksidazin inaktivasyonu, ii.) reaksiyon i¢in oksijen ve polifenollar gibi
substratlardan birisinin giderilmesi ve iii.) ikincil reaksiyondaki renkli iiriinlerin
olusumunu inhibe etmek i¢in enzimin reaksiyon iiriinleri iizerinde inhibitorlerin
kullanilmasiyla gergeklestirilebilir [78]. Enzimlerin etki mekanizmasim gosteren

cesitli inhibisyon tiirleri vardir.

4.6.1 Yarismah Inhibisyon

Cizelge 4.2, 4,3 ve 4,4ten goriildigi gibi substrat olarak katekol
kullanildiginda benzoik asit, sodyum azid ve glutatyon; 4-metilkatekol
kullanildiginda glutatyon ve sodyum azid; ve piragallol kullanildiginda sodyum azid
ve askorbik asit inhibitorleri i¢in inhibisyon tiiriiniin yarigsmali oldugu bulunmustur.
Literatiirde Gunata ve arkadaslari, iiziim polifenoloksidazi i¢in bir substrat olarak 4-
metilkatekolii kullanarak sinnamik ve benzoik asit inhibitorleri i¢in inhibisyon
tiirliniin yarismali [79]; Dogan ve Dogan, Thymus polifenoloksidazi i¢in substratlar
olarak katekol, 4-metilkatekol ve piragallol kullanilarak glutatyon inhibitorii icin
inhibisyon tiiriiniin yarismal1 [46]; Paul ve Gowda tarla baklasi polifenoloksidazi i¢in
bir substrat olarak katekol kullanildiginda tropolon, askorbik asit, ve L-sistein
inhibitorleri icin inhibisyon tiiriiniin yarismali [80]; Robert ve arkadaslari, Palmito
polifenoloksidazi i¢in bir substrat olan 4-metilkatekolii kullanarak benzoik asit
inhibitorii i¢in inhibisyon tiiriintin yarismali [81]; Janovitz-Klapp substrat olarak 4-
metilkatekol kullandiginda karboksilik asit inhibitorii i¢in inhibisyon tiiriiniin
yarismal1 [76] oldugunu buldular. Literatiirden de goriildiigii gibi inhibisyon tiirii
sadece incelenmis polifenoloksidazin kaynagina degil, ayn1 zamanda kullanilmisg

substrata da baglidir.
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Cizelge 4.2 Substrat olarak katekol kullanildiginda Melissa officinalis L. subsp.
officinalis ’ten elde edilen polifenoloksidazin inhibisyon tiirleri ve K; degerleri

Inhibitorler [1] (M) K; (M) Inhibisyon tiirleri
0,6x10° 5,9x10°
0,8x10° 7.4x107°
Askorbik asit ; ; Yarismasiz
1,0x10° 0,8x10°
1,1x107 0,9x10°
1,3x10™ 9,9x107
Glutatyon . 5 Yarigsmal
1,6x10° 2,9x10°
0,6x10 4,4x107
Sodyum azid 1,310 1,710 Yarigmali
1,6x1072 1,4x107
0,3x107 2.2x107
Benzoik asit 1,010 2,5%107 Yarismalt
2.0x10? 1,7x107

4.6.2 Kanisik Tiir Inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda biiyiik bir olasilikla inhibitér hem enzim-substrat
kompleksine ve hem de katalize istirak eden enzimin aktif noktalarina baglanir. Bu
tiir inhibisyon da hem enzim hem de enzim-substrat kompleksinin reaksiyonu esitlik
(1.9)’da ve Lineweaver-Burk denklemi ise esitlik (1.10)’da daha once verilmisti.
(1.10) esitliginin egrisi, egimi aKy/Vmax ve ekstrapolasyonu o'/Vy.x olan diiz bir
dogru verecektir. Inhibitoriin farkli konsantrasyonlar1 icin bu esitligin egrileri 1/V,

ekseninin solunda kesisen birbirine benzer dogrulardan meydana gelir.

Cizelge 4.2, 43 ve 4.4’ten goriilldigi gibi substrat olarak katekol
kullanildiginda askorbik asit inhibitorii; 4-metilkatekol kullanildiginda benzoik asit
inhibitorii; ve piragallol kullanildiginda glutatyon inhibitorii ile inhibisyon tiiriiniin
yarismasiz oldugu belirlendi. Ayrica 4-metilkatekol substrati kullanildiginda da

askorbik asit inhibitorii ile PFO’nun karisik inhibisyon gosterdigi belirlendi.
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Cizelge 4.3 Substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda Melissa officinalis L.
subsp. officinalis’ten elde edilen polifenoloksidazin inhibisyon tiirleri ve K; degerleri

Inhibitorler [1] (M) K; (M) Inhibisyon tiirleri
0,6x10™ 0,4x10™
Askorbik asit . . Karisik
4,010 1,0x10°
0,6x10™ 1,1x107
Glutatyon . 6 Yarigsmali
1,3x10° 7,0x10°
1,6x107 0,6x10°
Sodyum Azid 5,0x107 0,5%x107 Yarismali
15,0107 0,3x107
1,3x10™ 0,9x10™*
Benzoik asit . . Yarigsmasiz
2,3%10° 1,1x10°

Cizelge 4.4 Substrat olarak piragallol kullanildiginda Melissa officinalis L. subsp.
officinalis’ten elde edilen polifenoloksidazin inhibisyon tiirleri ve K; degerleri

Inhibitorler [1] (M) K; (M) Inhibisyon tiirleri
0,3x10” 6,6x10°

Askorbik asit 5 6 Yarigsmal
1,0x10 6,6x10
1,0x107 2,8x107

Glutatyon 5 6 Yarigsmasiz

1,310 6,6x10
0,6x107 1,8

Sodyum azid Yarigsmali

2.0x10 1,.9x107

Literatiirde Dogan ve arkadaslari, marul PFO’sunda 4-metilkatekol substratini
kullanarak tropolon ve 4-aminobenzoik asit inhibitorleriyle yapilan inhibisyonda;
katekol substrati kullanarak glutatyon ve askorbik asit inhibitorleriyle yapilan
inhibisyonda ve piragallol substratin1 kullanarak askorbik asit inhibitoriiyle yapilan

caligmalarda karisik tiir inhibisyon elde etmislerdir [66].
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4.7 159 Degerlerinin Belirlenmesi

Cizelge 4.5 katekol, 4-metilkatekol ve piragallol substratlar olarak
kullanildiginda askorbik asit, benzoik asit, sodyum azid ve glutatyon inhibitorleri
icin elde edilmis Isy degerlerini gostermektedir. Bu cizelgeden goriildiigii gibi

polifenoloksidazin inhibitorlere duyarhiligi substrattan substrata degismektedir.

Cizelge 4.5 Melissa officinalis L. subsp. officinalis PFO’sunun inhibitorlere bagh
olarak Isy degeri

Inhibitorler Substratlar [Iso] M) Inhibitorler Substratlar [Iso] (M)

Katekol 1,2x10™ Katekol 1,4x107

s Benzoik s

Glutatyon 4-metilkatekol 7,5x10° ) 4-metilkatekol 9,6x10
asit

Piragallol 5,3x107 Piragallol 1,010

Katekol 8,3x10” Katekol 2%x107

Sodyum s  Askorbik .

i 4-metilkatekol 7,9x10° ) 4-metilkatekol 1,5x10°

azid ) asit 6

Piragallol 1,2x10° Piragallol 7,3x10°

Melissa officinalis L. subsp. officinalis PFO’su i¢in substrat olarak katekol
kullanildiginda askorbik asit, glutatyon, sodyum azid ve benzoik asit inhibitorleri
icin elde edilmis Isy degerleri sirasiyla 2 X10'3, 1,2 x10'4, 8,3 x107 ve 1,4 x102 M;
substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda askorbik asit, glutatyon, sodyum azid
ve benzoik asit inhibitorleri i¢in elde edilmis Isy degerleri sirasiyla 1,5 x10'4, 7,5x10
> , 7,9)(10"6 ve 9,6)(10'5 M; ve substrat olarak piragallol kullanildiginda askorbik asit,
glutatyon, sodyum azid ve benzoik asit inhibitorleri icin elde edilmis Isy degerleri

sirastyla 7,3 x10'6, 5,3 X10'5, 1,2 x1072% ve 1,0x10'2M olarak bulundu.
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