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OCIMUM BASILICUM L.’DEN ELDE EDIiLEN POLIFENOL OKSIDAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI,
KINETIK VE ELEKTROFORETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

Pinar TURAN
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali
(Yiiksek Lisans Tezi/ Tez Damismanlari: Dog.Dr. Mehmet DOGAN-
Yrd.Dog.Dr. Serap DOGAN)
Balikesir, 2005

Bu ¢alismada Ocimum basilicum L.’den ekstrakte edilen polifenol oksidazin
(PFO) kismi karakterizasyonu tammlanmaktadir. Polifenol oksidaz, Ocimum
basilicum L.den ekstrakte edilerek amonyum silfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve
Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kolonuyla saflastirlmgtir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz iglemlerinden sonra elde edilen 6rnekler
polifenol oksidazin karakterizasyonu igin kullanilmistir. Afinite kromotografisi ile
11,5 katlik saflagtinlma saglanmistir. Elde edilen saf enzim, sodyumdodesilsiilfat-
poliakrilamidjel (SDS-PAGE) elektroforezinde tek bir bant olarak gozlenmistir.
Polifenol oksidazin molekiil agirlig:s yaklagik 54 kDa olarak belirlenmistir. Ayrica
Ocimum basilicum L.’nin protein icerigi ve toplam fenolik madde igerigi tayin
edilmistir. Ocimum basilicum L.’nin toplam fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu
metodu kullanilarak belirlenmis ve 100 g taze bitki i¢in 280 mg fenolik madde igerigi
bulunmustur. Protein igerigi Bradford metoduna goére tayin edilmistir. Polifenol
oksidaz 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlarina kars: aktivite gosterirken,
tirozin substratina kars:t aktivite gOstermemistir. Enzimin Kkatalizleme giiciinii
gosteren Vi /K degerlerine gore en iyi substratin 4-metilkatekol oldugu ve bunu
sirasiyla pirogallol ve katekoliin izledigi bulunmustur. 4-metilkatekol, katekol ve

pirogallol substratlar1 i¢in sirasiyla optimum pH degerleri 6,0; 8,0 ve 9,0 olarak



bulunmustur. Optimum sicaklik degerleri 4-metilkatekol icin 20, katekol igin 40 ve
pirogallol substrat igin ise 50 °C olarak tespit edilmistir. Optimum sicaklik ve pH
degerlerinin c¢aligilan substratlara bagli olarak degistigi gozlenmistir. 4-metilkatekol,
katekol ve pirogallol substratlart i¢in enzim aktivitesinin, artan sicaklik ve

inaktivasyon siiresi ile , 1s1 denaturasyonundan dolay1 azaldig1 bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Ocimum basilicum L.: polifenol oksidaz;
saflagtirma; substrat spesifikligi; pH; sicaklik; 1s1 inaktivasyonu; inhibisyon.
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ABSTRACT

PURIFICATION AND INVESTIGATION OF KINETIC AND
ELECTROPHORETIC PROPERTIES OF POLYPHENOL OXIDASE
ENZYME OBTAINED FROM OCIMUM BASILICUM L.

Pinar TURAN
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry
(MSc Thesis / Supervisors: Associate Prof.Dr. Mehmet DOGAN-
Assistant Prof.Dr. Serap DOGAN)
Balikesir, 2005

In this study, a partial characterization of polyphenol oxidase (PPO) extracted
from Ocimum basilicum L. has been described. Polyphenol oxidase from Ocimum
basilicum L. was extracted and then purified through (NH4),SO4 precipitation,
dialysis and a Sepharose 4B-L-tyrosine- p-aminobenzoic acid affinity column. The
samples obtained from (NH4),SO, precipitation and dialyses were used for the
characterization of PPO. At the end of purification by affinity chromatography, 11.5-
fold purification was achieved. The purified enzyme exhibited a clear single band on
sodiumdodecylsulfate-polyacrylamidegel  electrophoresis  (SDS-PAGE).  The
molecular mass of the enzyme was estimated to be about 54 kDa. The contents of
total phenolic and protein of Ocimum basilicum L. extracts were determined. The
total phenolic content of Ocimum basilicum L. was determined
spectrophotometrically according to the Folin-Ciocalteu procedure and was found to
be 280 mg/100 g on a fresh weight basis. Protein content was determined according
to Bradford method. The enzyme showed activity to 4-methylcatechol, catechol and-
pyrogallol substrates, but not to tyrosine. 4-methylcatecol was the best substrate due
to the highest Vima/Km value, followed by pyrogallol and catechol. The optimum pH
was at 6.0; 8.0 and 9.0 for 4-methylcatechol, catechol and pyrogallol substrates,

respectively. The enzyme had an optimum temperature of 20, 40 and 50 °C for 4-

iii



methylcatechol, catechol and pyrogallol substrates, respectively. It was found that
optimum temperature and pH were dependent on the substrates studied. The enzyme
activity decreased due to heat denaturation of the enzyme with increasing
temperature and inactivation time for 4-methylcatechol, catechol and pyrogallol

substrates.

Key Words: Polyphenol oxidase; Ocimum basilicum L., purification;

substrate specificity; pH; temperature; heat inactivation; inhibition.
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Simge Adi Birimi
PFO :  Polifenol oksidaz enzimi -
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EU :  Enzim Unitesi EU
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Vimax :  Enzimin substrata doydugu andaki hiz EU/dak mL
Kn :  Maksimum hizin yarisina erigildigi andaki substrat mol/L
konsantrasyonu
[S] . Substrat konsantrasyonu mol/L
[1] :  Inhibit6r konsantrasyonu mol/L
\% :  Siipernatantin hacmi mL
Si :  P’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
S, : I’in kesri sgeklinde istenilen amonyum stilfat
doygunlugu

K; :  El kompleksinin ayrigsma denge sabiti M
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1. GIRIS

" 1.1 Enzimler

Enzimler, bitkisel ve hayvansal dokularin bilesiminde yer alan, iz miktarda
bulunan, fakat ¢ok Onemli gérevieri olan organik katalizdrlerdirler[1]. Enzimler
katalizledikleri reaksiyon agisindan spesifiktirler. Enzimleri diger katalizorlerden
daha 6nemli kilan &zellikleri sunlardir[2]:

o Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlar ¢ok yiiksektir,
e % 100 verimle ¢alisirlar,
e Reaksiyon sonucu yan {iriin olusmaz,

e Spesifiktirler yani bir enzim sadece bir reaksiyonu katalizler.

Enzimler gida endistrisinde biiylik 6neme sahiptir. Bazi durumlarda
enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar gida endiistrisi agisindan olumlu sonuglar
verirken, baz1 durumlarda istenmeyen durumlarla karsilasiimaktadir. Bunun en ilging
Ornegi fenoloksidaz enzimlerince katalizlenen oksidasyon reaksiyonlaridir. Siyah cay
iiretiminde, fenoloksidaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonla c¢aymn baslica
karakterini veren siyah renk olusur ve bu istenen bir durum oldugu halde meyvelerde
aym olay, rengin bozulmasina neden oldugundan higbir sekilde istenmez ve olayin

Onlenmesi istenir[1,3].

1.2 Ocimum basilicum L.

Ocimum basilicum L., Tirkiye’de “Feslegen yada Reyhan” olarak bilinen
Onemli bir tibbi ve baharat bitkisidir. Feslegen, birgok aromatik bitkinin yer aldig:
Lamiaceae familyasinin Ocimum genusuna ait bir yillik ve otsu bitkidir. Bu tiir,10-40
cm yiikseklikte, beyaz veya pembe ¢igeklidir. Vatan1 Hindistan olmakla beraber,
bugiin biitiin Akdeniz bélgesi tilkelerinde ve Tiirkiye’de (Giiney Anadolu) genis bir



sekilde yetigtirilmektedir[4]. Feslegenin icerdigi yiksek orandaki esansiyal
yaglarindan dolay: yaygin bir gekilde kiltiri yapilmaktadir. Ocimum basilicum L.
taze, kurutulmus ve dondurulmug olarak tiiketilmektedir. Oldukga yiksek oranda
icermis oldugu esansiyal yaglarindan dolay: antifungal, bocek onleyici ve toksik
aktivite gostermektedir[5]. Amerika’da, Akdeniz Ulkeleri’nde ve Diinya’nin birgok
bolgesinde ticari olarak genis bir bigimde yetigtirilmektedir. Fenolik maddece zengin
olan bu bitkilerin ekstraktlari, lipidlerin oksidatif degredasyonunu dnledikleri i¢in ve
bunun sonucunda besinsel degerini ve kalitesini iyilestirdikleri igin gida
endustrisinde artan bir oneme sahiptirler. Ocimum basilicum L. ekstraktlarinin
fenolik madde igeriklerinin yilksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu da
belirtilmektedir[6]. Sekil 1.1, Ocimum basilicum L.’nin fotografim gostermektedir.

Sekil 1.1 Ocimum basilicum L.’ nin fotografi
1.3 Polifenol Oksidaz

Polifenol oksidaz, (monofenol, dihidroksifenilalanin: oksijen oksidorediiktaz,
EC 1.14.18.1), monofenollerin hidroksilasyonu ve/veya polifenollerin oksidasyonunu
katalizleyen Cu'? igeren bir metalo enzimdir{7,8]. Polifenol oksidaz, hem prostetik
grup olarak bakira hem de oksijenin varliina ihtiyag duymaktadir. Polifenol oksidaz,
oksijen vasitasiyla hidrojen yakalayicisi oldugu igin oksidorediiktaz olarak da
siniflandinlmaktadir. Bu enzim yiiksek bitkilerde, mantarlarda ve hayvansal
dokularda oldukga yaygin bir sekilde bulunmaktadir[9]. Polifenol oksidaz, bitki ve
mantarlardaki genig substrat spesifikligine bagli olarak tirozinaz, fenolaz, katekol
oksidaz, katekolaz, monofenol oksidaz, o-difenol oksidaz ve ortofenolaz gibi
isimlerle de bilinmektedir[7,10]. Polifenol oksidaz, iki tip reaksiyonu



katalizlemektedir. Polifenol oksidaz molekiiler oksijen varliginda monofenollerin o-
dihidroksi fenollere hidroksilasyonunu (kresolaz aktivitesi) (esitlik 1.1) ve o-
dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonunu (esitlik 1.2) katalizler (katekolaz
aktivitesi)[4]. Kresolaz yada monofenolaz aktivitesi patateste, L-tirozinin 3,4-

dihidroksifenilalanine oksidasyonu seklinde gergeklesmektedir[9].

CH,CH(NH,)COOH CH,CH(NH,)COOH
+ + +2e 2+
+ E2Cu  + Oy +2H —> + E-Cu” + H)O (.1
OH '
OH OH
L-tirozin 3,4-dihidroksifenilalanin

Katekolaz yada difenolaz tipi reaksiyon ise en iyi sekilde laboratuvarda sik¢a

substrat olarak kullanilan katekoliin oksidasyon reaksiyonudur.

OH 0
OH
+2 -2€° © +
+ E2Cu  + 120, —> + E2Cu + Ho (1.2)
7
Katekol o-benzokinon

Kinon formasyonu hem enzime hem de oksijene baglidir. Kinon olustuktan
sonra diger reaksiyonlar kendiliginden meydan gelir ve artik reaksiyon polifenol
oksidazin yada oksijenin varligina bagimli degildir. Bu reaksiyonlar kahverengi

renkli pigmentlerin olusumunu agiklamaktadirlar[9].
1.3.1 Polifenoloksidazin Tabiattaki Dagihmm

Polifenoloksidaz ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik
mantarlarda bulunmugtur. Polifenol oksidaz ve polifenoller bitkilerde yaygin olarak
bulunmaktadirlar. Bunun diginda mikroorganizmalarda, 6zellikle mantarlarda ve baz1
hayvansal organizmalarda da bulunur[12]. Bazi kabuklu deniz hayvanlarinda da
(beyaz karides, kii¢iik Kkarides) bu enzimin varlifina rastlanmgtir(13,1].
Polifenoloksidaz bitkisel gidalarda enzimatik kararmaya neden olurken, hayvansal

gidalarda enzimatik kararma soz konusu degildir[14].



1.3.2 Bitkilerde Polifenol Oksidazin Biyolojik Onemi

Canli, saglam  hiicrelerde polifenol oksidazin rolii tam olarak
bilinmemektedir. Ilk ¢aligmalar solunum yada lignin biyosentezinde goérev aldigim
belirtmektedir. Polifenol oksidaz viriisler, bakteriler ve mantarlar tarafindan meydana
getirilen enfeksiyonlara yada mekanik zararlara kars: bitkilerin diren¢ géstermesinde
olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Bu sartlar altinda bitkide enfeksiyonun yayilmasina

bariyer olugturarak ¢éziinmez polimerlerin tiretimiyle enzim aktivitesini arttirir[15].

1.3.3 Polifenol Oksidazin Substratlan

Meyve ve sebzeler oldukga fazla tiirde fenolik bilesik ihtiva ederler. Bununla
birlikte bunlarin sadece bir kismi PFO’nun substratlaridirlar. PFO’nun meyve ve
sebzelerdeki en yaygin dogal substratlari, flavonoid tipi fenollerle, basit fenollerdir.
Flavonoidler, bitkilerin yenilebilir kismu ile kok, govde, yaprak, meyve ve tohum
kisimlarinda bulunurlar. Genelde flavonoidler bitkilerin belirli bolgelerinde
konsantre bir sekilde bulunmazlar. Bitkilerin gegitli boliimlerinde hemen hemen
homojen bir sekilde dagilmislardir. Degisik konsantrasyonlardaki polifenoller
yenilebilir tirtinlerin gogunda, kararma reaksiyonlannin meydana gelmesi i¢in yeterli

sebeptir.

Bitkilerde dogal olarak bulunan farkli tiirdeki flavonoid bilesiklerinden
yalmzca katekinler, 16koantosiyanidinler, antosiyaninler, flavonoller ve sinnamik asit
tiirevleri besinlerin 6nemli bir kismumi teskil ederler. Flavonoidlerin kimyasal

yapisinin

seklinde oldugu belirtilmektedir{14].



1.3.3.1 Katekinler

Flavonoidlerin ¢ogunun hidroksilli tiirevleri, resorsinol ve bir katekol birimi
ihtiva eder. Katekinler, (+) katekin ve onun stereoizomeri olan (-) epikatekin dogal
olarak bulunmustur. Diger dogal olarak bulunan formlar1 ise katekinlerin sicak

sodyum karbonatla muamelesiyle elde edilir[14].

(+)-Katekin (R;=H, R,=OH)
(-)-Epikatekin (R;=0OH, R,=H)

1.3.3.2 Likoantosiyanidinler

Lokoantosiyanidinlerin ilk goéze carpan 6zelligi asidik ortamda 1sitilmasiyla
antosiyanidinlere doniigebilen bilesikler sinifina dahil olmasidir.
Lokoantosiyanidinlerin  stereokimyasi,  katekinlerin  stereokimyas1  kadar

arastirilmamigtir[ 14].

OH
OH OH

Lokosiyanidin (R;=H, Ry=H)
Lékodelfinidin (R;=R,=0H)
Lékopelargonidin (R;=R,=H)



1.3.3.3 Antosiyaninler

Antosiyaninler renklidirler, fakat bu durum kararmis reaksiyonlar i¢in o kadar
onemli degildir. Birka¢ degisik durumda sekonder reaksiyonlar i¢in vazgecilmez bir
bilesen olduklar1 gésterilmigtir. Cicek, meyve ve bitkilerin diger kisimlarinda,
¢ozlinmiis halde hiicre 6zsuyunda mevcutturlar ve genellikle glikozidler halinde
bulunurlar. Hidroksilasyonun temelini teskil eden antosiyanidinler, ii¢ ana simfta
siniflandinlmistir. Pelargonidin, siyanidin ve delfinidin buna ilaveten metillenmis
tiirevler tabii olarak da bulunabilirler. Antosiyaninler, antosiyonidinlerin % 20°’lik
HCl ile 3 dakika civarinda kaynatilarak hidroliz edilmesinden bir veya birgok seker

molekiilleriyle beraber elde edilirler[14].

1.3.3.4 Flavonoller

Flavonoller antoksantin pigmentleri olarak adlandirilirlar. Genelde bunlarin
renkleri agik yesildir. Flavonoller bazi durumlarda kararma reaksiyonlarina bizzat

istirak ederler. Bunlar genellikle glikozidler halinde mevcutturlar[14].

OH O
Quercetin (R;=0H, R,=H)
Myricetin (R;=R,=0H)
Kaempferol (Ri=R;=H)



1.3.3.5 Sinamik Asit Tiirevleri

Sinamik asit bir flavonoid degildir. Fakat flavonoid bilesiklerinin Cs-Cs fenil

propan biriminin olugmasinda 6nce B halkasimin sentezlenmesinde kullanildig:

gosterilmistir[14].
HO
HO CH=—CH— (lj =0
O
OH OH
COOH
OH

Klorogenik asit

1.3.3.6 Basit Fenoller

Dogal olarak olusan flavonoidlerin bir ¢ogu, katekol gibi hidroksilli B
halkasina sahiptir. Katekol bu ylizden en basit o-dihidroksi fenol olarak
diigtliniilebilir. Gallik asit, hidroliz olabilen taninlerin esas birimini olugturur. Hidroliz
olabilen tanninler gida triinlerinde yaygin olarak bulunmazlar. Bununla birlikte
gallik asit serbest olarak, az miktarlarda birka¢c meyvede ve diger gidalarda bulunur.
Tirozin ¢ogu gidada bulunan Snemli bir amino asittir ve melanin olusumunda
enzimatik oksidasyon igin klasik monohidroksifenolik bir substrattir. Tirozinin
hidroksilasyon iirtinii olan dihidroksifenilalanin (Dopa) ve dihidroksifenil-etilamin
(dopamin) bitki dokularinda bulunur[14]. Asagida tirozin, dopa ve dopaminin

yapilar verilmektedir.

HO HO

HOOCHZ—?H—COOH HO@—CHz—CH—COOH HOOCHZ-CHZ-NHZ
NH,
Tirozin 3,4-dihidroksifenilalanin 3,4-dihidroksifeniletilamin
(dopa) (dopamin)



1.4 Enzimatik Kararma

Birgok bitkide ve meyvede enzimatik kararma genel adiyla bilinen renk
degisimleri meydana gelmektedir. Renk bozunmalar enzimatik ve/veya enzimatik
olmayan kimyasal reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir. Enzimatik kararma yada
fenolik kararma gida endiistrisinde olduk¢a ©nemli bir problemdir. Genellikle
bitkisel {irlinlerin toplanmasi ve depolanmasi sirasinda bitki dokularinin mekanik bir
etkiyle zarar gormesi sonucu ortaya ¢ikan enzimatik kararma, bazi iirlinlerde
istenmeyen renk, koku ve tad olusumuna neden olmakta ve sonugta iirlinlerin gida
degerinde ©nemli derecede kayiplar olusturmaktadir. Diger taraftan enzimatik
olmayan kararma diye bilinen bir gurup renk degisimleri de vardir. Bunlar, kisaca
aminoasitlerle indirgen gekerler arasinda meydana gelen ve Maillard reaksiyonu
olarak da bilinen bir dizi kimyasal siirecin sonucudur. Bu reaksiyonlar oksijensiz
sartlarda da cereyan ederler ancak oksijen bu reaksiyonlar i¢in katalizérdiir. Enzimsiz
renk bozunmalari, {iriiniin islenmeye baslamasindan tiiketimine kadar siirebilir,
Ozellikle uygun olmayan sartlar altinda uzun siire depolamada bu tiir renk degisimleri
daha biiyiik boyutlar kazanir.

Enzimatik kararmanin baglica sorumlusu polifenol oksidaz (PFO) ad1 verilen
bir enzimdir. Polifenol oksidazlar bitkilerin biinyesindeki renksiz monofenollerin
renksiz difenollere hidroksilasyon reaksiyonlarini katalizler yani kresolaz aktivitesi
gosterirler. Ayrica kresolaz aktivitesi sonucu olugan liriinlerin o-kinonlara
yiikseltgenme reaksiyonlarim1 da kataliz ederler. Bu reaksiyonlar da katekolaz
aktivitesi olarak bilinmektedir. Olusan o-kinonlar polimerize olurlar ve/veya
ortamdaki amino asitler ve proteinlerle kompleks kahverengi renkli pigmentlere
doniigtirler (Sekil 1.2)[11]. Buna gore enzimatik kararmamn ilk agamasi o-kinonlarin
olusmasidir.  O-kinonlar ise, o-dihidroksi {initesi iceren her ¢esit fenolik
maddelerden olugmaktadir. Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan dogal
flavonoid maddelerden, katekinler, proantosiyanidinler (l6koantosiyanidinler),
antosiyanidinler, flavonoller ile ayrica hidroksi benzoik, hidroksi sinamik ve bunlarin
tiirevleri olan gesitli bilesiklerin, kafeik, ferulik, p-kumarik, kuinik, gallik, sinamik

ve klorogenik asitler gibi ¢ok ¢esitli basit fenolik maddelerin ve polifenollerin



enzimatik kararma reaksiyonlarinda rol oynamakta oldugu goriilmektedir. Birgok
meyve ve sebzede ¢ok az bulunmasina kargin, onlarin enzimatik yolla kararmalarinda
6nemli rol oynayan maddelerden birisi de gergekte bir basit fenolik madde olan ve
aminoasitler arasinda yer alan tirozindir. Omegin patateslerin kararmalarinda kafeik

asit ve klorogenik asit yaninda tirozin de énemli rol oynamaktadir[16].

OH

@ Monofenol (renksiz)
R
PFO
+ 02
OH O
PFO + O, Kompleks
- w N kahverengi
A / polimerler
R OH 0
Difenol (renksiz) o-kinon (renkli) Amino asitler

proteinler

Sekil 1.2 Enzimatik kararmada polifenol oksidazin rolii

Enzimatik kararma reaksiyonlarinda bir ¢ok polifenolik maddelerin substrat
olarak rol oynamalarina karsin, baz: fenolik maddeler tam aksine, inhibit6r rolii
oynamaktadir. Enzimatik kararma reaksiyonlarinin olustugu ortamda bulunan bazi
maddeler, renk degisimlerinin kilit maddesi olan o-kinonlar1 geriye, yani o-fenolik
formlara indirgeme niteligine sahiptirler (Sekil 1.3). Boylece enzimatik kararma
olayi, o noktada durmakta ve renk bozulmamaktadir. Bu indirgen maddelerin basinda
askorbik asit gelmektedir. Askorbik asit olusan o-kinonlar, o-fenolik bilesiklere
indirgeyerek renk bozunmasim engellemekte ve bu sirada askorbik asit
par¢alanmaktadir. Ayrica askorbik asit ortamdaki oksijeni indirgeyerek de kararma
reaksiyonlarim ikinci bir yolla inhibe etme ozelligine sahiptir. Iste meyve ve
sebzelerin islenmesinde, islenmekte olan tirliniin rengini korumak amaci ile askorbik

asidin yaygin kullanilma nedeni budur[16].



OH

@ Monofenol (renksiz)

R
PFO
+ O
OH o]
PFO + O, Kompleks
> ______» kahverengi
/ polimerler
R OH O
Difenol (renksiz) o-kinon (renkli) Amino asitler
t I proteinler
Indirgeyici reaktifler )

Sekil 1.3 Enzimatik kararmanin 6nlenmesinde indirgeyici reaktiflerin rolii

1.5 Enzim Kinetigi

Enzim kineti§i, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyon hizlarimn
incelendigi bir konudur. Enzimler biyolojik katalizérlerdir. Enzimler substratlan ile
ve bazen de koenzimleri ile kompleksler olusturular. Doygunluk durumunda
ortamdaki biitiin enzim ES kompleksi halindedir. Enzim ve substrat arasindaki bir
reaksiyon i¢in agagidaki esitlik yazilabilir,

~ ES —2» E+P (1.3)

Bu kimyasal reaksiyon i¢in Michaelis-Menten denklemi asagidaki gibi yazilabilir:

_ Vi [S]

Yo=K, (1.4)
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Burada Ve, enzimin substrata doydugu andaki hiz (EU dak™); K, maksimum hizin
yarisina erisildigi andaki substratin konsantrasyonu (M); [S], substrat konsantrasyonu
(M); ve o, baslangig luzi (EU dak™)’dur.

Sekil 1.4 enzimli bir reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile degisimini
gostermektedir. Diigiik substrat konsantrasyonunda reaksiyon hizi substrat
konsantrasyonu ile orantil1 artar, yani reaksiyon substrata gore birinci derecedendir.
Substrat konsantrasyonu arttirildift zaman reaksiyon hizi artisinda bir azalma
gbzlenir ve bu boliimde reaksiyon sifirinci ile birinci dereceler arasinda karigik bir
mertebeye sahip olur. Substrat konsantrasyonu daha da arttirildiginda hiz sabitlegir
ve substrat konsantrasyonu ile degismez. Bu kisimda reaksiyon sifirinci
mertebedendir ve blitiin enzim molekiilleri substrat ile birlesmis yani doymus
haldedir.

Vimax

Vimax
Vo 4

2 Vmax
3

0 Km 2Km 3Km 4Km 5Km
[s]
Sekil 1.4 Michealis-Menten egrisi

Michaelis-Menten esitliginin parametrelerini belirlemek igin birka¢ metot
vardir. [S]’nin ¢ok yiiksek degerlerinde baslangi¢ hizi (vo) Vmax’a yaklagir. Bununla
birlikte pratikte Sekil 1.4’de gosterildigi gibi vo’in [S]’ye karst grafifinden Viyax'u

dogru bir sekilde belirlemek ¢ok zordur. Vi ve K’ nin degerlerini belirlemek igin
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daha iyi bir metot Lineweaver-Burk tarafindan gelistirilmis olup bu denklem

Michaelis-Menten denkleminin ters ¢evrilmis bigimidir:

1 K, 1 1
d_ LI (1.5)
Vo Vi [S] Vi

max

Bu esitlikte 1/vo’in 1/[S]’ye kars1 egrisi, egimi Km/Vmax ve ekstrapolasyonu 1/ Viax
olan diiz bir dogru verecektir (Sekil 1.5)[17].

1ve

Egim= Km/Vmax

1/Vmax
[S]F0.5Km

[S]=5Km

~1/Km 0 1118]
Sekil 1.5 Lineweaver-Burk grafigi

1.6 inhibisyon

Enzimlerin hiicre i¢i (in vivo) ve hiicre dis1 (in vitro) aktivitelerinin bazi
bilegikler tarafindan azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olaymna “inhibisyon” adi
verilir. Buna sebep olan bilesiklere de “inhibitr” denilmektedir. Inhibitsrler
genellikle kiiciik molekiil agirlifina sahip bilesikler ve iyonlardir. Enzimatik
inhibisyon doniistimlii veya déntiigiimsiiz olabilir. Déniisiimsiiz inhibitér enzime ya
kovalent olarak baglanir yada zor ayrigabilen bir kompleks olusturur. Doniigiimsiiz
inhibisyonun aksine déniisiimlii inhibisyonda, enzimle inhibitor etkilesmesi bir denge

reaksiyonu seklindedir. Déniigtimlii inhibisyon {i¢ ¢esittir[17].
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1.6.1 Yarismah Inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda, inhibitor enzimin aktif merkezine baglanmak igin

enzimin substrati ile yarigir. Yarigmali inhibisyon igin Lineweaver-Burk denklemi

agagidaki gibi verilebilir:
_l_= oKy _1__.,__1_ (1.6)
v, Vi / IS Vi
Burada,
M
= 1 + — l.
a K. (1.7)

1

Bu denkleme gore 1/vo’in 1/[S]’ye kars1 egrisi egimi aK,, /V_, ve ekstrapolasyonu
1/V_, olan diiz bir dogru verecektir. Bu durum Sekil 1.6°da goriilmektedir. Cesitli
inhibitor konsantrasyonlarinda yarismalt bir inhibitér i¢in yukaridaki denklem 1/v,

ekseninde 1/Vpmax kaymina sahiptir. Bu, diger inhibisyon tiirleri ile

kargilagtirildiginda yarigmali inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur.

1.6.2 Yan-Yarigmah Inhibisyon

Yar1 yarismali inhibisyonda inhibitdr serbest enzime degil dogrudan enzim

substrat kompleksine baglanir. Bu tiir inhibisyon igin Lineweaver-Burk denklemi

agagidaki gibi verilebilir:
1 _(Bu ) 1 o (1.8)
Vo \Vaa ) [S] Vi
Burada,
[}
=1+— 1.9
a3 (1.9
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Yart-yarismali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisi egimi (Km/Vmax) Ve
ekstrapolasyonu (0'/Vmax) olan diiz bir dogru verir. Cesitli yar1 yarigmah inhibitor
konsantrasyonlarimda bir seri Lineweaver-Burk egrileri birbirine paralel dogrulardan

meydana gelir (Sekil 1.7). Bu yari-yartgmali inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur.

1o

“ =1 {(Inhibitorsiiz)

i /,l'
ol L
= a=1+ g
e # ¥
yw’” ,f, ;’
iad i £
i E] 0
~AlKm VES]

Sekil 1.6 Yarigmali inhibisyon igin Lineweaver-Burk egrileri

1o

" = 1 (Inhibitbrsiiz)

Egim = kmmax
U
- =1+
. ’.n' K
o
i
‘a‘lmm !.1 [S]

Sekil 1.7 Yari-yarigmal1 inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri
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1.6.3 Karsik-Tiir inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda inhibitor hem enzim ve hemde enzim-substrat
kompleksine baglanabilir. Karisik-tiir inhibisyon ig¢in Lineweaver-Burk denklemi
asagidaki sekilde verileblir:

J_=(“ij.i+_ﬁ'_ (1.10)
v, \v_Js1"V

max max

Bu esitligin egrisi egimi (aKpm/Vmax) ve ekstrapolasyonu (a'/Vmax) olan dogrulardan
meydana gelir (Sekil 1.8). [I’mn fakli degerleri igin (1.10) esitligi, bu esitligin 1/v
ekseninin solunda kesisen bir seri benzer dogrulari tammladigim gosterir. K=K,
(e=a) oldugu 6zel durum igin, kesisim 1/[S] ekseni iizerindedir. Bu durumda

inhibisyon ¢esiti yarismasiz inhibisyon olarak adlandirilir.

1lvo

a=a = | (Inhibitérsiiz)

o'/Vmax '
{ 1—-a oo .l & Egim = oKmiV
3 % e+ ) ax
(o~ 1) Km {1:1~1)Vmax_‘ /{/3/
/{:"/
= 1 ! mn
s a=l+ "y, o=l+ g,
- 0 1s]
aKm

Sekil 1.8 Karigik-tiir inhibisyon igin Lineweaver-Burk egrileri
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1.7 Polifenol Oksidaz ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda polifenol oksidaz ile ilgili yapilan

bazi galigmalar agsagida 6zetlenmektedir.

Dogan ve arkadaglari, farkli patlican kiiltiirlerinden PFO’yu kismen
saflagtirmiglar ve PFO aktivitesi lizerine pH, sicaklik, substrat spesifikligi ve 1s1
inaktivasyonu gibi baz: kinetik parametrelerin etkilerini incelemisler[18]; Coetzer ve
arkadaglar, domates polifenol oksidazindan elde edilen sense ve antisense RNA ile
patatesteki enzimatik kararmanin kontrol mekanizmasini incelemigler[19]; Yang ve
arkadagslar muz kabugundan (Musa sapientum L.) PFO’yu kismen saflagtirmiglar ve
baz1 6zelliklerini incelemigler[20]; Nagai ve Suzuki, Cin kabagindan (Brassica rapa
L.) PFO’yu kismen saflagtirmiglar ve PFO aktivitesi iizerine zamanin, pH’nin,
sicaklifin, substratlarin ve inhibitérlerin etkilerini incelemisler[21]; Pérez-Gilabert
ve arkadaslari, mantardan (Terfezia claveryi Chatin) polifenol oksidazi kismen
saflagtirarak baz1 kinetik 6zelliklerini incelemigler[22]; Carvajal-Millan ve
arkadaglari, gelisim ve depolama siiresince N-(2-kloro-4-pyridyl)-N-feniliire ile
etkilenen Uzimdeki polifenol oksidaz aktivitesinin renk degisimlerinin ve
dehidrotasyonun degisimi tizerine ¢aligmalar yapmuglar[23]; Sojo ve arkadaglari, muz
polifenol oksidaz1 ile bir tetrahidroizokinolin olan salsolinol’iin oksidasyonunu
incelemisler ve bu oksidasyonun pH’ya bagh oldugunu ve o&zellikle asidik pH
degerlerinde bir maksimuma eristigini bulmuslar[24]; Chang ve arkadaglari, sekiz
seftali kiiltivarimin antioksidant potansiyelini, fenolik bilesikleri belirleyerek ve
diistik yogunluklu lipoprotein oksidasyonun inhibisyonunu inceleyerek tayin etmeye
calismiglar[25]; Broothaerts ve arkadaglar: elma ve tiitiin yapraklarindan elde edilen
PFO aktivitesi lizerine TX-100, SDS, pH, substrat konsantrasyonunun ve
inhibitérlerin etkisini incelemigler[26]; Onsa ve arkadaslari, Hint irmiginden PPO’yu
kismen saflagtirarak bazi1 kinetik 6zelliklerini incelemisler[27]); Gonzalez ve
arkadaslari, bogtirtlendeki peroksidaz ve PPO aktivitesini karakterize etmeye
calismislar[28]; Jiang ve arkadaglar1 sabunagaci meyvesinden elde ettikleri polifenol
oksidazi Sephadex G-100 jelini kullanarak saflagtirmiglar[29]; Rodriguez-Lopez ve
arkadaglar bir mikro dalga firin1 kullanarak mantardan elde ettikleri PFO’nun termal
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inaktivasyonunu incelemisler ve hizh bir mikro dalga prosediiriiniin kullanilmas ile

enzimin antioksidant igeriginin arttifini1 ve kararmanin azaldigini bulmuslardir[30].

1.8 Calismanin Amaci

Ocimum basilicum L., Lamiaceae familyasimin Ocimum genusuna ait bir
yilik ve otsu bitkidir ve icerdigi yiliksek orandaki esansiyal yaglarindan dolay:
yaygin bir gekilde kiiltiirii yapilmaktadir. Ocimum basilicum L. taze, kurutulmug ve
dondurulmus olarak tiiketilmektedir. Ocimum basilicum L. ekstraktlarmin fenolik
madde igerikleri yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Bu bitkinin fenolik
maddelerce zengin olmasi, hasatt ve kurutulmasi sirasinda bazi istenmeyen renk
degisimlerine neden olmaktadir. Polifenol oksidaz sebze ve meyvelerin depolanma
stirecinde ortaya ¢ikan kararma olaylarini katalizleyen 6nemli enzimlerden birisidir.
Bu nedenle Ocimum basilicum L.’nin hasadindan sonraki islemlerde kararmasini
Onlenmesi yada azaltilmasi Onemlidir. Enzimatik karamanin derecesi fenolik
bilegiklerin miktarina, dogasina, oksijenin varlifina, indirgen maddeye, metalik
iyonlara, pH’ya, sicaklifa ve reaksiyonun baslica sorumlusu olan polifenol oksidaza
baghdir[4]. Enzimatik kararma isletmeciler ve tiiketiciler i¢in 6nemli bir ekonomik

problemdir.

Bu ¢aliymanin amaci Ocimum basilicum 1..”den polifenol oksidazi amonyum
stilfat, diyaliz ve afinite kromotografisi ile saflagtirarak substrat spesifikligi, optimum
pH, sicaklik, 1s1 inaktivasyonu ve inhibisyon kinetigi gibi bazi kinetik 6zelliklerini
incelemektir. Ayrica, Ocimum basilicum L.’nin toplam fenolik ve protein igerigi de
tespit edilmektedir. Bu sekilde Ocimum basilicum L.’den karakterize edilen PFO’nin
aktivitesinin kontrol altina alinmasi daha etkili bir bigimde olacaktir. Elde edilen
veriler depolama siiresince kararmanin Onlenebilmesi amaciyla gelistirilen etkili

metotlar i¢in de faydali olacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

Bu ¢alismada kullanilan Ocimum basilicum L. Aydin’da tarladan topland:
ve -80 °C’de muhafaza edildi. Cahismada kullamilan kimyasal maddeler Sigma
Chem. Co. ve Merck’den temin edildi. Enzim analizleri Carry |IE|g UV-Visible
spektrometresi kullanmilarak belirlendi.

2.2 Ham Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Taze olarak toplanan Ocimum basilicum L. bitkisinin yapraklar1 ham ekstrat
hazirlanmas: igin -80 °C’de bekletildi. 10 g bitki 6rnegi, 10 mM askorbik asit ve 4 g
polietilenglikol bulunan 100 mL pH’1 6,5 olan fosfat tamponunda 2 dakika stireyle
bir blendir yardimiyla homojenize edildi. Enzim ekstraksiyonundaki polifenol
oksidaz aktivitesine iyon etkisini engellemek amaciyla tampon konsantrasyonu 0,1
M segildi[31]. Elde edilen homojenat, bir tiilbentten siiziildii. Siiziintii, 15 000 x g’de
10 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Elde edilen ham ekstrakt asagidaki saflagtirma

isleminlerinde kullanildi.
2.3 Polifenol Oksidazin Kismen Saflastirilmasi

Ham ekstrakt1 % 80 amonyum siilfat doygunluguna getirmek i¢in asagidaki
denklem kullanilarak ilave edilmesi gereken kat1 amonyum siilfat miktar1 hesaplandi.

1.77V(§, -8
Blom,),50,] = 35‘2—282 l) (2.1)

Burada, V: siipernatantin hacmi (mL); S; 1’in kesri seklinde mevcut amonyum silfat

doygunlugu; ve S;: 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugudur.



Ham ekstraktin hacmi kullamlarak hesaplanan amonyum siilfat, diigiik
devirde magnetik kargtiict yardimiyla karigtinlan ham ekstraktin {lizerine buz
banyosunda yavas yavas ilave edilerek ¢6ziildii. Sonugta % 80 doygunluga getirilen
stispansiyon, 60 dakika siire ile +4 °C’de 15 000 x g’de santrifiij edildi[32]. Siv1
kisim atilarak, tiipte kalan g¢okelek, pH’1 7,0 olan 5 mM fosfat tamponunun
¢oziinebildigi en az miktarinda ¢o6ziildii[14]. Elde edilen enzim g¢6zeltisi 5 mM pH’1
6,5 olan fosfat tamponuna kars1 24 saat siireyle diyaliz edildi. 24 saat boyunca diyaliz
tamponu ¢ozeltisi 4 defa degistirildi. Diyaliz islemi magnetik kanigtiric tizerinde +4
°C’de gergeklestirildi[14]. Kismen saflastirilmis olan polifenol oksidaz, deneylerde
enzim kaynag olarak kullanildi[33].

2.4 Afinite Kromatografisi

Affinite kromotografisi Arslan ve arkadaslarinin metoduna gore yapildi. Bu
metota afinite jeli, Sepharose-4B matriksinin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra

tirozinle kovalent modifikasyonu ile sentezlendi[34].

2.5 Elektroforez

Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi, afinite kromatografisi ile
saflagtinldiktan sonra sodyum dodesil siilfat poliakrilamide jel elektroforezi (SDS-
PAGE) kullanilarak saflik derecesi kontrol edildi[35].

2.6 Spektrofotometrik Olgiimler

Polifenol oksidaz enziminin substrat spesifikligini belirlemek amaciyla 4-
metilkatekol, katekol, pirogallol, L-dopa, L-tirozin, p-kresol ve gallik asit substrat
olarak denendi. Ocimum basilicum L.’den elde edilen polifenol oksidaz enzimi, bu
substratlardan L-dopa, L-tirozin, p-kresol ve gallik asite kargi aktivite gostermedi.
Kinetik deneyler spektrofotometrik olarak incelendi. Bu amagla 4-metilkatekol ve
katekol substratlar1 i¢in 420 nm’de, pirogallol substrati i¢in 320 nm’de 2 dakika siire
ile absorbanstaki artig 6l¢iildii. Caligsmada kullanilan substratlarin agik yapilarn Sekil
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2,1’de verilmektedir.  Reaksiyon, lcm 151tk yollu kuvartz kiivet igerisinde
gerceklestirildi. Reaksiyonun toplam hacmi her 6l¢tim i¢in 3 mL olarak sabit tutuldu.
Enzim {initesi, 1 mL enzim ¢6zeltisi i¢in 1 dakikada absorbansta meydana gelen

0,001°lik degisme olarak tanimlanmistir[8,18].

OH
CH; OH OH
X @) ox
OH OH OH
4-metilkatekol Katekol Pirogallol

Sekil 2.1 Calismada kullanilan substratlarin agik yapilar
2.7 Enzim Aktivitesine pH’1n Etkisi

Polifenol oksidaz enziminin optimum aktivite gésterdigi pH degerlerini
belirlemek i¢in 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullamildi. Deney,
pH 4-6 arahginda 0,1 M asetat ve pH 6-9 aralifinda 0,1 M fosfat tamponu
kullanilarak gergeklestirilmistir. Tampon ¢ozeltilerin pH’lar1 0,1 M NaOH ve HNO;
¢ozeltileri kullanilarak ayarlandif18].

2.8 Enzim Aktivitesine Sicaklifin Etkisi

Polifenol oksidaz enziminin 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol
substratlariyla maksimum aktivite gosterdigi sicakliklar: tespit etmek icin deneyler
10-60 °C araliginda spektrofotometrik olarak yapildi. Olgiimlerde kullamlan substrat
ve tampon ¢ozeltilerinin sicaklii bir su banyosu yardimiyla ayarlandi. Reaksiyonun
gergeklestirildigi kiivet icerisindeki ¢ozeltilerin sicakligr istenilen sicaklifa geldikten
sonra, enzim ¢ozeltisi ilave edildi. Kuvartz kiivetteki enzim, substrat ve tamponun

hacimleri her 6l¢tim igin 3 mL olarak sabit tutuldu[36].
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2.9 Is1 Inaktivasyonu

Polifenol oksidaz enziminin 1s1 inaktivasyonunu incelemek igin 4-
metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlart kullamldi. 35, 55 ve 75 °C
sicakliklarda enzim ¢6zeltisi 1 saat siireyle etiivde inkiibe edildi. Her 10 dakikada bir
enzim ¢ozeltisinden alimp buz banyosunda sogutulduktan sonra sabit tampon ve

substrat konsantrasyonlarinda aktivite belirlendi[18].
2.10 inhibisyon

4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullamilarak Ocimum
basilicum L. polifenol oksidazinin inhibisyonu, 1,4-ditiyoeritrol, 4-aminobenzoik
asit, askorbik asit, gallik asit, glutatyon, L-sistein, sodyum azid, tropolon,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve salisilik asit inhibit6rleri kullanilarak
incelendi. EDTA ve salisilik asit inhibitorlerinin, Ocimum basilicum L.’den elde
edilen polifenol oksidaz enzimini inhibe etmedigi belirlendi. Calismada kullanilan
inhibitorlerin agik yapilan Sekil 2.2’de verilmistir. Deneyler, sabit inhibit6ér
konsantrasyonlarinda gergeklestirildi. Her bir inhibitor i¢in inhibisyon sabitleri (Kj),

Lineweaver-Burk egrilerinden hesaplandi[37].
2.11 Ocimum basilicum L. Ekstraktmm Protein Icerigi

Ocimum basilicum L. ekstraktinin protein igerigi, standart olarak bovin serum
albumin kullanilarak Bradford metoduna goére tayin edildi[38]. Bu yontem, fosforik
asitli ortamda proteinlerin Coomassie Brillant-Blue G-250 reaktifi ile kompleks
olusturmas: esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gostermektedir. Bu yontemin diger protein tayin yontemlerinden {iistiin tarafi, ¢ok
kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin sézkonusu olmamasi ve protein-boya

kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu yéntemin hassasiyeti 1-100 z g

arasindadir[ 14].
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Sekil 2.2 Caligmada kullanilan inhibitérlerin agik yapilan
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1 mL’sinde 1 mg protein igeren standart sigir albumin ¢dzeltisinden tiiplere 0,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 1 L alindi. 5 mM fosfat tamponu (pH=6,5)
ile tiim tiiplerin hacimleri 0,1 mL’ye tamamlandi. 5 mI. Coomassie Brillant-Blue G-
250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi. Tiipler vorteks ile karigtirilarak 30 dakika
bekletildi. 30 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans
degerleri Olgiildii. Kor olarak 0,1 mL fosfat tamponu bulunan tiip kullanildi.
Hazirlanan enzim ¢ozeltisinden 3 ayn tiipe 0,1°’er mL alinarak {izerlerine 5’er mL
Coomassie Brillant-Blue G-250 reaktifi ilave edilip vortekste karigtirildi. 30 dakika
sonra 595 nm’de absorbanslan ol¢iildii. Ug 6lgiimiim ortalamas: alinarak, bu
absorbans degerine karsiik gelen protein miktar1 standart grafik yardimiyla
hesaplandi[14].

2.12 Ocimum basilicum L. Ekstraktinm Toplam Fenolik Madde Icerigi

Ocimum basilicum L. ekstraktinin toplam fenolik madde igerigi, Singleton ve
Rossi’nin metoduna gére Folin-Ciocalteau belirteci kullanilarak belirlendi. 2 g bitki
Omegi oda sicakliinda % 80’lik sulu etanol igersininde homojenize edildi,
homojenat 15 dakika 10000 x g ve +4 °C’de santrifiij edildi, ve elde edilen
siipernatant bagka bir kaba alinarak saklandi. Geriye kalan ¢6kiintii % 80°lik sulu
etanol igerisinde iki kez daha ekstrakte edildi, siipernatantlar birlestirildi, agz1 agik
bir kap icerisinde siipernatantlar oda sicaklifinda tiim ¢6ziiclisii uguncaya kadar
kurutuldu. Cam kaptaki kuru kalintt 5 mL distile su icerisinde ¢oziindii ve bu
ekstratin 100 ¢ L’si distile su ile 3 mL’ye seyreltildi. Daha sonra Folin-Ciocaltau
reaktifinin 0,5 mL’si bu kanisima ilave edildi. 3 dakika bekledikten sonra % 20’lik
sodyum karbonatin 2 mL’si ilave edildi ve elde edilen karisim bir vorteks yardimiyla
iyice karigtirildi. Olugan renkli ¢ozeltinin absorbanst 60 dakika sonra Carry [IE|g
UV-Visible spektrometresi kullanilarak 650 nm’de o6l¢iildi. Standart kalibrasyon

efrisi katekol kullamlarak hazirlandi. Sonug, 100 g taze bitki agirhgi bagina mg
katekol olarak verildi[39].
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3. BULGULAR

Bu béliimde, ¢alismalar sonucu elde edilen deneysel veriler sunulmaktadir.

3.1 Ocimum basilicum L. Ekstraktlarinmm Toplam Protein ve Fenolik Madde
Icerikleri

Ham ekstrakt icerisindeki protein igerigi Bradford yOntemine gore[38] ve
toplam fenolik madde igerifi ise Singleton ve Rossi yontemine goére[39]
belirlenmigtir. Bu ¢alismada Ocimum basilicum L. ekstraktlarindaki protein igerigi
89ug mL' ve toplam fenolik madde igerigi yaklagik olarak bitkinin 100 g yas

agirlig bagina 280 mg olarak bulunmustur.

3.2 Substrat Spesifikligi

Ocimum basilicum L.’den elde edilen polifenol oksidaz enzimi aktivitesini
belirlemek igin 4-metilkatekol, katekol, pirogallol, L-tirozin, L-dopa, p-kresol ve
gallik asit substratlar olarak kullamilmistir. Ocimum basilicum L.’den elde edilen
polifenol oksidaz enziminin L-tirozin, L-dopa, p-kresol ve gallik asit substratlarina
kars1 aktivite géstermedigi bulunmugtur. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.1°de
verilerek Sekil 3.1°de grafik edilmistir.
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Sekil 3.1 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar ile Ocimum basilicum L.
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polifenol oksidazi igin ¢izilmis 1/[S]-1/ve egrileri

3.3 Optimum pH

Ocimum basilicum L.’den elde edilen polifenol oksidazin optimum pH
degerleri 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar: kullanilarak belirlenmeye
calisilmistir. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.2°de verilmektedir. Sekil 3.2,

substratlara bagli olarak pH’1n aktivite ile degisimini géstermektedir.
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Cizelge 3.2 Ocimum basilicum L.’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin pH

ile degisimine ait deneysel veriler

pH Aktivite (EU mL™' dak™)
4-metilkatekol Katekol Pirogallol
4,0 2608 2602 1114
5,0 3242 3731 1724
6,0 3323 4658 1934
6,5 3079 5037 2032
7,0 3043 6997 3081
8,0 2137 8465 7035
9,0 600 7621 9401
10000
3
—&— 4-metilkatekol
8000 —&— Katekol
B —a— Pirogallol
i
o
Tﬂ 6000 -
)
o 4000 4
>
k
<
2000

pH

Sekil 3.2 Ocimum basilicum L.’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin pH ile

degisimi
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3.4 Optimum Sicakhk

4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlarn kullamlarak Ocimum
basilicum L.’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin sicaklikla degisimi
degisik sicakliklarda incelenmis ve elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.3’de
verilerek Sekil 3.3’de grafik edilmistir. Sekil 3.3, 4-metilkatekol, katekol ve
pirogallol substratlan igin enzim aktivitesinin sicaklikla degisimini gostermektedir.
Sekil 3.3°den goriildigii gibi 4-metilkatekol substrats i¢in optimum sicakligin 20 °C,
katekol substrat: igin 40 °C ve pirogallol i¢in 50 °C oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.3 Ocimum basilicum L.’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin

sicaklikla degisimine ait deneysel veriler

Aktivite (EU mL™ dak™)
Sicaklik (°C) 4-metilkatekol Katekol Pirogallol
10 3064 3428 1207
20 3296 3985 908
30 3217 5195 1035
40 2877 5636 1329
50 2047 5016 1994
60 1665 3024 1893
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Sekil 3.3 Ocimum basilicum L.’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin

sicaklik ile degisimi
3.5 Termal Inaktivasyon

Ocimum basilicum L.’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin termal
denaturasyonu artan sicaklifin ve inaktivasyon siiresinin bir fonksiyonu olarak
incelendi. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.4’de verilerek Sekil 3.4’de grafik
edilmigtir. Deneysel bulgular, artan sicaklik ve inaktivasyon siiresi ile enzim

aktivitesinin azaldifim géstermektedir.
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Sekil 3.4 Ocimum basilicum L.”den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin termal

denatiirasyonuna ait egriler
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3.6 Polifenol Oksidazin Inhibisyonu

Inhibisyon ¢aligmalarinda 4-metilkatekol ve katekol substratlar igin 1,4-

ditiyoeritrol, 4-aminobenzoik asit, askorbik asit, gallik asit, glutatyon, L-sistein,

sodyum azid, tropolon, EDTA ve salisilik asit; pirogallol substrati i¢in ise 4-

aminobenzoik asit, askorbik asit, glutatyon, L-sistein, sodyum azid, tropolon, EDTA
ve salisilik asit inhibit6r olarak kullanmildi. Deneysel sonuglar, Cizelge 3.5-3.26’da
verilip, Sekil 3.5-3.26’da grafik edilmistir. EDTA ve salisilik asit inhibitorlerinin,

Ocimum basilicum L. polifenol oksidazini inhibe etmedigi bulunmustur.

Cizelge 3.5 4-metilkatekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum L.’den elde

edilen polifenol oksidazin 1,4-ditiyoeritrol inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel

veriler
[ [S] Vo 1/[S] 1/vo Vimax Km K; R*
™M [ M | EBUmL!dak™y | (M)' | (EUmL"dak")" | (BU dak™) | (mM) | (M)x
x10™ | x10% x10™ 10
1,67 2386 600 4,19
3,33 3447 300 2,90
- 5,00 3946 200 2,53 6159 2,70 - 0,9936
6,67 4333 150 2,31
8,33 4427 120 2,26
10,00 4533 100 2,21
1,67 1631 600 6,13
3,33 2500 300 4,00
5,00 3222 200 3,10
1,66 | 6,67 3777 150 2,65 - . 2,31 | 0,9985
8,33 3991 120 2,51
10,00 4115 100 2,43
3,33 1892 300 5,29
5,00 2455 200 4,07
2,50 | 6,67 3061 150 3,27 - - 1,47 | 0,9949
8,33 3499 120 2,86
10,00 3744 100 2,67
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Sekil 3.5 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak Ocimum basilicum 1..’den elde edilen
polifenol oksidazin 1,4-ditiyoeritrol inhibitérii ile inhibisyonu i¢in 1/vo—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.6 4-metilkatekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum L.’den elde

edilen polifenol oksidazin 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile inhibisyonuna ait

deneysel veriler

[ [s] Vo 1/[S] 1/vo Vinex Kwu K; R*
™M) | o) | EBOmL'dak™") | (M) | (EUmL! dak?)! | (EU dak™") | (mM) | (M)x
x10" | x10% x10™ 10
1,67 1979 600 5,05
3,33 3158 300 3,17
- 5,00 3936 200 2,54 7026 4,21 - 0,9988
6,67 4367 150 2,29
8,33 4547 120 2,20
10,00 4683 100 2,14
1,67 1652 600 6,05
3,33 2639 300 3,79
5,00 3282 200 3,05
0,66 6,67 3586 150 2,79 - - 4,00 | 0,9993
8,33 3863 120 2,59
10,00 3773 100 2,65
1,67 1470 600 6,80
3,33 2457 300 4,07
5,00 2924 200 3,42
1,33 6,67 3222 150 3,10 - - 4,00 { 0,9962
8,33 3506 120 2,85
10,00 3502 100 2,86
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Sekil 3.6 4-metilkatekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile inhibisyonu igin 1/v¢—1/[S]

egrileri
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Cizelge 3.7 4-metilkatekol substrati kullamilarak Ocimum basilicum L.’den elde

edilen polifenol oksidazin askorbik asit inhibit6rii ile inhibisyonuna ait deneysel

veriler
(1 [S] Vo 1/[S 1/vo Vinex Kwm Ki R*
™M | M) | (EUmL ' dak™) | (M) | (EUmL"dak™"y"' | (EU dak™) | (mM) | (M)
x10™ | x10* x10™ x10™
1,67 1085 600 9,22
3,33 1735 300 5,76
- 5,00 2387 200 4,19 5780 7,28 - 10,9983
6,67 2766 150 3,62
8,33 3111 120 3,21
10,00 3411 100 2,93
1,67 935 600 10,70
3,33 1552 300 6,44
0,33 | 5,00 2213 200 4,52 - - 1,68 | 0,9985
6,67 2501 150 4,00
8,33 2841 120 3,52
1,67 816 600 12,25
3,33 1400 300 7,14
5,00 1865 200 5,36
0,66 | 6,67 2412 150 4,15 - - 1,68 | 0,9990
8,33 2567 120 3,90
10,00 2869 100 3,49
1,67 460 600 21,74
3,33 873 300 11,45
5,00 1200 200 8,33
1,33 | 6,67 1438 150 6,95 - - 0,96 | 0,9991
8,33 1830 120 5,46
10,00 2118 100 4,72
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Sekil 3.7 4-metilkatekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum 1.’den elde edilen
polifenol oksidazin askorbik asit inhibitorii ile inhibisyonu igin 1/vy—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.8 4-metilkatekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde

edilen polifenol oksidazin gallik asit inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

m [S] Vo 1/S] 1/, Vmax Kwm K; R’
o™ | oM | EOmL!dak?) | (vy! | (BO mL! dak'y! | (BO dak™) | (mM) | (M)
x10™ | x10% x10™ x10™
0,83 1238 1200 8,08
1,67 2272 600 4,40
- 3,33 3459 300 2,89 7861 4,71 - 10,9966
5,00 4149 200 2,41
6,67 4258 150 2,35
8,33 4375 120 2,29
0,83 1098 1200 13,97
1,67 1796 600 5,57
3,33 2831 300 3,53
0,33 | 5,00 3273 200 3,06 - - 0,63 | 0,9958
6,67 3394 150 2,95
8,33 3655 120 2,74
0,83 994 1200 10,06
1,67 1554 600 6,44
3,33 1993 300 5,02
1,00 | 5,00 2570 200 3,89 - - 1,06 | 0,9977
6,67 3010 150 3,32
8,33 3365 120 2,97
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Sekil 3.8 4-metilkatekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen
polifenol oksidazin gallik asit inhibitorii ile inhibisyonu i¢in 1/vo—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.9 4-metilkatekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde

edilen polifenol oksidazin L-sistein inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

1] [S] Vo 1/[S] 1/vo Vimax Kwm K; R*
M | M | (EUmL'dak™) | (M)"' | (EUmL" dak™)' | (EU dak) | (mM) | (M)
x10* | x10™ x10™ x10"
1,67 1257 600 7,96
3,33 2092 300 4,78
- 5,00 2896 200 3,45 7077 7,78 - 10,9986
6,67 3150 150 3,17
8,33 3723 120 2,69
10,00 3937 100 2,54
3,33 1439 300 6,95
5,00 1917 200 5,22
3,33 6,67 2365 150 4,23 - - 4,72 | 0,9990
8,33 2659 120 3,76
10,00 3114 100 3,21
1,67 498 600 20,08
3,33 974 300 10,27
5,00 1394 200 7,17
6,66 | 6,67 1697 150 5,89 - - 3,71 | 0,9967
8,33 2115 120 4,73
10,00 2295 100 4,36
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Sekil 3.9 4-metilkatekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin L-sistein inhibit6rii ile inhibisyonu i¢in 1/vo—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.10 4-metilkatekol substrati kullamilarak Ocimum basilicum L.’den elde

edilen polifenol oksidazin sodyum azid inhibitérii ile inhibisyonuna ait deneysel

veriler
(1] [S] Vo 1/[S 1/vo Vinax Ku K; R’
o™ | M | BUmL dak") | (M)’ | (EUmL"dak™)" | (EU dak™) | (mM) | (M)
x10™ | x10” x10* x10™
0,83 2131 1200 4,69
1,67 3111 600 3,21
- 3,33 3875 300 2,58 5056 1,12 - | 0,9931
5,00 4197 200 2,38
6,67 4268 150 2,34
8,33 4253 120 2,35
0,83 1168 1200 8,56
1,67 2013 600 4,97
3,33 3140 300 3,18
0,33 | 5,00 3487 200 2,87 - - 526 | 0,9947
6,67 3548 150 2,82
8,33 3587 120 2,79
0,83 857 1200 11,67
1,67 1558 600 6,42
3,33 2529 300 3,95
0,66 | 5,00 2832 200 3,53 - - 1,69 | 0,9913
6,67 3007 150 3,33
8,33 3007 120 3,33
0,83 661 1200 15,13
1,67 1235 600 8,10
3,33 2101 300 4,76
1,33 | 5,00 2320 200 4,31 - - 1,17 | 0,9940
6,67 2602 150 3,84
8,33 2738 120 3,65
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Sekil 3.10 4-metilkatekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen
polifenol oksidazin sodyum azid inhibitorii ile inhibisyonu igin 1/vo—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.11 4-metilkatekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde

edilen polifenol oksidazin tropolon inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

1 [S] Vo 1/[S] /v Vinax Kum K; R*
™M | M | EUmL'dak™) | (M) | EOmL!dak")! | (EU dak™) | (mM) | (M)
x10" | x10" x10* x10*¢
3,3 2464 300 4,06
5,0 3029 200 3,30
- 6,7 3198 150 3,13 4737 3,31 - 0,9960
8,3 3399 120 2,94
10,0 3537 100 2,83
13,3 3633 75 2,75
3,3 1659 300 6,03
5,0 2193 200 4,56
6,7 2517 150 3,97
1,66 { 8,3 2807 120 3,56 - - 1,93 | 0,9980
10,0 3048 100 3,28
13,3 3251 75 3,08
16,7 3413 60 2,93
3,3 1106 300 9,04
5,0 1515 200 6,60
6,7 1765 150 5,67
3,33 | 10,0 2239 100 4,47 - - 1,46 | 0,9990
13,3 2627 75 3,81
16,7 2915 60 3,43
3,3 877 300 11,40
5,0 1233 200 8,11
6,7 1473 150 6,79
5,00 | 10,0 1982 100 5,05 - - 1,44 | 0,9990
13,3 2276 75 4,39
16,7 2522 60 3,97
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Sekil 3.11 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin tropolon inhibitérii ile inhibisyonu igin 1/vg—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.12 4-metilkatekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum L.’den elde

edilen polifenol oksidazin glutatyon inhibitdrii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

1] [S] Vo 1/[S] /v V max Kvu | K | K/ R’
™) | M | EOmL" dak™) | (M) | (EUmL" dak'y' | (EU dak™) | (mM) | (M)x | (M)x
x10" | x10" x10™ 10" | 10"
1,67 1310 600 7,63
3,33 2431 300 4,11
- 5,00 3030 200 3,30 8688 9,55 | - - | 0,9963
6,67 3600 150 2,78
8,33 4106 120 2,44
10,00 4325 100 2,31
1,67 1139 600 8,78
3,33 1954 300 5,12
5,00 2733 200 3,66 - - 1048 0,58 | 0,9987
0,66 | 6,67 3067 150 3,26
8,33 3572 120 2,80
10,00 4020 100 2,49
1,67 753 600 13,28
3,33 1352 300 7,40
5,00 1897 200 5,27
1,33 | 6,67 2313 150 4,32 - - 10,17 | 0,40 | 0,9985
8,33 2440 120 4,10
10,00 2844 100 3,52
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Sekil 3.12 4-metilkatekol substrati kullamilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen
polifenol oksidazin glutatyon inhibitérii ile inhibisyonu igin 1/vo—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.13 Katekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum 1.’den elde edilen

polifenol oksidazin 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel

veriler
m [S] Vo 1/[S 1/vg V max Kum K; R’
™M | M [ EOmL'dak™) | M) | (EOmL'dak™)' | (EUdak") | (mM) | (M)
x10™ | x10" x10™ x10"
10,0 5176 100 1,93
13,3 6135 75 1,63
- | 16,7 7429 60 1,35 16183 | 21,28 - 109975
20,0 7643 50 1,31
23,3 8449 42 1,18
3.3 1813 300 5,52
6,7 2923 150 3,42
10,0 3762 100 2,66
0,66 | 13,3 3943 75 2,54 - - 5,59 | 0,9980
16,7 4471 60 2,24
20,0 4970 50 2,01
23,3 5269 42 1,90
6,7 2391 150 4,18
10,0 2769 100 3,61
13,3 3348 75 2,99
1,00 | 16,7 3493 60 2,86 - - 4,57 | 0,9940
20,0 3510 50 2,85
23,3 3991 42 2,51
3,3 1410 300 7,09
6,7 2057 150 4,86
10,0 2608 100 3,83 - -
1,33 | 13,3 2836 75 3,53 4,65 | 0,9980
16,7 3117 60 3,21
20,0 3155 50 3,17
23,3 3366 42 2,97

48




L0008
IAAAY

(1] (mM)

* 0,000
0,0006 - a 0,066
= 0,100
° (0,133

1/vo, (EU mL! dak™')’!

Fal
RN ¥ J T f

-150 -50 50 150 250
18], (M)

Sekil 3.13 Katekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen
polifenol oksidazin 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile inhibisyonu i¢in 1/vo—1/[S]

egrileri
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Cizelge 3.14 Katekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum L.'den elde edilen

polifenol oksidazin askorbik asit inhibitérii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

] [S] Vo 1/[S) 1/, V max K K; R?
M | (EUmL'dak") | M) | (BU mL! dak™)!' | (EU dak™ | (mM) | (M)
x10™ | x10% x10™ x10™
6,67 5936 150 1,68
8,33 6754 120 1,48
- | 10,00 7251 100 1,38 12836 | 7,84 - | 0,9980
13,33 8147 75 1,23
16,67 8709 60 1,15
20,00 9108 50 1,10
3,33 3169 300 3,16
5,00 4440 200 2,25
6,67 5183 150 1,93
0,66 | 8,33 5845 120 1,71 - - ] 2,00 0,9979
10,00 6684 100 150
13,33 7582 75 1,32
1667 7840 60 1,28
20,00 8685 50 1,15
3,33 2354 300 4,25
5,00 3454 200 2,90
6,67 4039 150 2,48
1,33 | 8,33 4899 120 2,04 - - 1,60 | 0,9971
10,00 5343 100 1,87
13,33 6219 75 1,61
16,67 6949 60 1,44
20,00 7523 50 1,33
5,00 2544 200 3,93
6,67 3296 150 3,03
8,33 3872 120 2,58
2,00 | 10,00 4494 100 2,23 - - 1,28 | 0,9975
13,33 5310 75 1,88
16,67 5682 60 1,76
20,00 6456 50 1,55
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Sekil 3.14 Katekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum 1..’den elde edilen
polifenol oksidazin askorbik asit inhibitérii ile inhibisyonu igin 1/v—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.15 Katekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin gallik asit inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

] [S] Vo 1/[S] 1o Vimax K K; R’
M | M | EUmL dak™ | (M)' | (BUmL! dak")" | (EUdak™) | (mM) | (M)
x10* | x10 x10™ x10"
5,00 4470 200 2,24
6,67 5280 150 1,89
8,33 6260 120 1,60
- 110,00 6890 100 1,45 15847 | 12,93 - 10,9980
11,67 7460 86 1,34
13,33 7920 75 1,26
20,00 9930 50 1,01
5,00 2640 200 3,79
6,67 3460 150 2,89
8,33 3920 120 2,55
3,33 | 10,00 4710 100 2,12 - - 3,63 | 0,9970
13,33 5510 75 1,81
16,67 6680 60 1,50
20,00 6820 50 1,47
3,33 1220 300 8,20
6,67 2360 150 4,24
500 | 833 2870 120 3,48 - - 2,40 | 0,9980
10,00 3150 100 3,17
11,67 3440 86 2,91
5,00 1290 200 7,75
6,67 1350 150 7,41
8,33 1900 120 5,26
6,66 | 11,67 2710 86 3,69 - - 1,79 | 0,9960
16,67 3560 60 2,81
20,00 3910 50 2,56
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Sekil 3.15 Katekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen
polifenol oksidazin gallik asit inhibitdrii ile inhibisyonu igin 1/ve—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.16 Katekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin glutatyon inhibitérii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

m | [s] Vo 1/[S] 1/, Vimx Kv | Ki R®
™M) (EUmL" dak™) | (M)! | (EUmL "' dak™)"! | (EU dak™") | (mM) | (M)
x10™* | x10™ x10™ x10™
3,3 3200 300 3,13
5,0 4500 200 2,22
6,7 5480 150 1,82
8,3 6120 120 1,63
- 10,0 7140 100 1,40 15893 [ 13,03 - |0,9970
11,7 7430 86 1,35
13,3 7640 75 1,31
16,7 8900 60 1,12
20,0 9720 50 1,03
3,3 2560 300 3,91
5,0 3190 200 3,13
6,7 3940 150 2,54
0,66 | 8,3 4990 120 2,00 - - 1,63 | 0,9864
10,0 5480 100 1,82
11,7 5920 86 1,69
16,7 8590 60 1,16
20,0 9050 50 1,10
3,3 2170 300 4,61
5,0 3070 200 3,26
6,7 3980 150 2,51
1,33 | 83 4730 120 2,11 - - 2,25 | 0,9982
10,0 5100 100 1,96
11,7 5660 86 1,77
13,3 6180 75 1,62
16,7 6780 60 1,47
20,0 7430 50 1,35
6,7 2450 150 4,08
3.3 2820 120 3,55
10,0 3640 100 2,75 - -
2,00 | 11,7 3970 86 2,52 1,12 | 0,9929
13,3 4220 75 2,37
16,7 4880 60 2,05
20,0 5360 50 1,87
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Sekil 3.16 Katekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum 1.’den elde edilen
polifenol oksidazin glutatyon inhibitérii ile inhibisyonu igin 1/vo—1/[S] egrileri
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Cizelge 3.17 Katekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin L-sistein inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[ [S] Vo 1/[S] /vy Vinax Kwm K; R®
™M | M | BOmL dak™ | M) | (EUmL"dak™"' | (EU dak™) | (mM) | (M)
x10" | x10 x10™ x10*
3,3 3592 300 2,78
6,7 5736 150 1,74
- 8.3 6256 120 1,60 14749 | 10,40 | - 0,9980
10,0 7263 100 1,38
13,3 8480 75 1,18
16,7 8896 60 1,12
20,0 9974 50 1,00
6,7 4578 150 2,18
8,3 5325 120 1,88
10,0 6003 100 1,67
0,33 | 13,3 7093 75 1,41 - - 8,76 | 0,9980
16,7 8114 60 1,23
20,0 8588 50 1,16
3,3 2138 300 4,68
6,7 3783 150 2,64
8,3 4602 120 2,17
0,66 | 10,0 5146 100 1,94 - - 7,62 | 0,9980
13,3 5866 75 1,70
16,7 7001 60 1,43
20,0 7584 50 1,32
5,0 2391 200 4,18
6,7 2859 150 3,50
8,3 3392 120 2,95
1,00 | 10,0 4209 100 2,38 - . 6,51 | 0,9920
13,3 5503 75 1,82
16,7 5506 60 1,82
20,0 6358 50 1,57
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Cizelge 3.18 Katekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin sodyum azid inhibitérii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

(1 [S] Yo 1/[S] 1/vo Vinax Kwm K; R*
M) | BOUmL dak™) | (M)' | (BUmL" dak™)"' | (EUdak™) | (mM) | M
x10™ | x10™ x10™ x10"
3,3 2420 300 4,13
6,7 3901 150 2,56
- 10,0 5297 100 1,89 12944 14,60 - 0,9980
13,3 6239 75 1,60
16,7 6769 60 1,48
20,0 7466 50 1,34
23,3 8098 43 1,23
26,7 8514 38 1,17
6,7 2827 150 3,54
10,0 3749 100 2,67
13,3 4361 75 2,29
3,33 | 16,7 4976 60 2,01 - - 7,55 | 0,9970
20,0 5334 50 1,87
23,3 5577 43 1,79
26,7 6488 38 1,54
6,7 1712 150 5,84
10,0 2537 100 3,94
13,3 2782 75 3,59
6,66 | 16,7 3469 60 2,88 - - 5,13 | 0,9820
20,0 3543 50 2,82
23,3 3883 43 2,58
26,7 4056 38 2,47
3,3 683 300 14,64
6,7 1147 150 8,72
10,0 1462 100 6,84
10,0 | 16,7 1784 60 5,61 - - 3,98 | 0,9958
20,0 1909 50 5,24
23,3 2301 43 4,35
26,7 2506 38 3,99
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Cizelge 3.19 Katekol substrati kullamlarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin tropolon inhibitérii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

m | [sI Vo 1/[8] 1/vg Vinax K K; R?
o™ | M) | (BUmL'dak™") | M)' | (EUmL' dak")! | (EUdak™) | mM) | (M
x10™ | x10™ x10* x10"
3,3 2330 300 4,29
6,7 4330 150 2,31
- 8,3 5650 120 1,77 23732 30,20 - | 0,9925
10,0 5970 100 1,68
11,7 6480 86 1,54
13,3 7080 75 1,41
16,7 7760 60 1,29
3,3 2150 300 4,65
5,0 3130 200 3,19
6,7 3700 150 2,70
1,66 | 8,3 4840 120 2,07 - - 1,48 | 0,9965
10,0 5370 100 1,86
11,7 6230 86 1,61
13,3 6980 75 1,43
16,7 7860 60 1,27
20,0 8880 50 1,13
5,0 2620 200 3,82
6,7 3380 150 2,96
8,3 3990 120 2,51
3,33 | 10,0 4710 100 2,12 - - 0,94 | 0,9989
11,7 5400 86 1,85
13,3 5970 75 1,68
16,7 6940 60 1,44
20,0 8280 50 1,21
5,0 1600 200 6,25
6,7 1970 150 5,08
10,0 2870 100 3,48
500 | 11,7 3270 86 3,06 - - 0,37 | 0,9945
13,3 3870 75 2,58
16,7 4740 60 2,11
20,0 5470 50 1,83
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Cizelge 3.20 Katekol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin 1,4-ditiyoeritrol inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[1] [S] Vo 1/[S] /v, V imax Kwm K; R*
™M | M) | EUmLdak"y | (V)" | (BU mL' dak'y!' | (BU dak') | (mM) | (M)
x10™ | x10" x10* x10*
3,3 3500 300 2,86
5,0 4542 200 2,20
- 6,7 5198 150 1,92 9911 6,10 - 10,9933
8,3 5531 120 1,81
10,0 5987 100 1,67
13,3 6664 75 1,50
16,7 7369 60 1,36
20,0 7978 50 1,25
5,0 3541 200 2,82
8,3 4961 120 2,02
10,0 5084 100 1,97
1,00 | 13,3 5309 75 1,88 - - 3,73 | 0,9925
16,7 5857 60 1,71
20,0 6062 50 1,65
5,0 3061 200 3,27
6,7 3585 150 2,79
8,3 4186 120 2,39
1,33 | 10,0 4198 100 2,38 - - 3,65 | 0,9903
13,3 4878 75 2,05
16,7 4768 60 2,10
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Cizelge 3.21 Pirogallol substrat1 kullamlarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel

veriler
1] [S] Vo 1/[S 1/vo Vinax Kum K, R*
™M | M | BOUmL'dak™) | M) | (BUmL" dak™)y' | (EU dak™) | mM) | (M)
x10” | x10™ x10™ x10"
3.3 1549 300 6,46
5,0 1998 200 5,01
- 6,7 2292 150 4,36 4779 6,99 - 0,9990
10,0 2783 100 3,59
13,3 3215 75 3,11
16,7 3652 60 2,74
3,3 1371 300 7,29
5,0 1737 200 5,76
6,7 2048 150 4,88
0,66 | 10,0 2349 100 4,26 - - 2,71 | 0,9990
13,3 2675 75 3,74
16,7 2828 60 3,54
3,3 1281 300 7,81
5,0 1528 200 6,54
6,7 1707 150 5,86 .
1,33 | 10,0 2141 100 4,67 - - 2,77 | 0,9940
13,3 2398 75 4,17
16,7 2493 60 4,01
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Cizelge 3.22 Pirogallol substrat1 kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin askorbik asit inhibitérii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

(1 [S] Vo 1/[S] 1/vo Vmax Kwm K; R’
™M | ™M | EUmLdak?) | M) | (EOmL! dak?y' | (EUdak™) | (mM) | (M)
x10” | x10% x10** x10%
3,3 1046 300 9,56
5,0 1304 200 7,67
- 6,7 1415 150 7,07 2291 3,91 - 10,9970
10,0 1713 100 5,84
13,3 1740 75 5,75
16,7 1830 60 5,46
3,3 744 300 13,44
5,0 933 200 10,72
6,7 1155 150 8,66
1,66 | 10,0 1331 100 7,51 - - 2,20 | 0,9970
13,3 1456 75 6,87
16,7 1654 60 6,05
3,3 450 300 22,22
5,0 637 200 15,70
6,7 848 150 11,79
3,33 | 10,0 932 100 10,73 - - 1,39 | 0,9920
13,3 1125 75 8,89
16,7 1267 60 7,89
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Cizelge 3.23 Pirogallol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin L-sistein inhibitdrii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[11 [S] Vo 1/[S] 1/vo Vinax Kwm K; R*
M) (EUmLdak™) | (M) | BO mL!' dak™)! | (EU dak™) | (mM) | (M
x10™ | x10™ x10™ x10™
1,67 1916 600 5,22
3,33 2782 300 3,59
- 5,00 3724 200 2,69 7518 5,26 - 10,9920
6,67 4123 150 2,43
8,33 4642 120 2,15
10,00 5302 100 1,89
1,67 1173 600 8,53
3,33 1802 300 5,55
5,00 2396 200 4,17
0,66 | 6,67 2439 150 4,10 - . 1,19 | 0,9920
8,33 3111 120 3,21
10,00 3433 100 2,91
1,67 685 600 14,60
3,33 1052 300 9,51
2,66 | 5,00 1390 200 7,19 - S 1,55 {0,9970
6,67 1589 150 6,29
8,33 1775 120 5,63
1,67 520 600 19,23
3,33 718 300 13,93
4,00 | 5,00 989 200 10,11 - - 1,54 | 0,9670
6,67 1324 150 7,55
8,33 1675 120 5,97
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Cizelge 3.24 Pirogallol substrat1 kullamilarak Ocimum basilicum 1..’den elde edilen

polifenol oksidazin glutatyon inhibitérii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[I] [S] Vo 1/[S] 1/vg Vmax Km K RZ
o™ | M) | EUmL'dak™) | M)' | (BOmL" dak™")! | (EU dak™) | (mM) | (M
x10* | x10™ x10™ x10%
3,33 1876 300 5,33
6,67 2354 150 4,25
10,00 2730 100 3,66
- 113,33 2985 75 3,35 3648 3,24 - 0,9880
16,67 3053 60 3,28
20,00 3115 50 3,21
23,33 3294 43 3,04
26,67 3274 38 .3,05
3,33 1223 300 8,18
6,67 1797 150 5,56
10,00 1869 100 5,35
1,66 | 13,33 1879 75 5,32 - - 3,35 | 0,9593
16,67 2047 60 4,89
20,00 2189 50 4,57
23,33 2071 43 4,83
26,67 2261 38 4,42
3,33 883 300 11,33
6,67 1124 150 8,90
10,00 1245 100 8,03
5,00 | 13,33 1392 75 7,18 - - 4,32 | 0,9960
16,67 1463 60 6,84
20,00 1489 50 6,72
23,33 1528 43 6,54
26,67 1529 38 6,54
3,33 725 300 13,79
6,67 936 150 10,68
8,33 | 10,00 1070 100 9,35 - - 5,17 | 0,9940
13,33 1211 75 8,26
16,67 1259 60 7,94
20,00 1323 50 7,56
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Cizelge 3.25 Pirogallol substrati kullanilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin sodyum azid inhibit6rii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

1] [S] Vo 1/[8] 1/vo V max K K; R*
M | M) | (BUmL'dak™ | M)! | (BEOmL'dak")" | (EU dak) | (mM) | (M
x10® | x10™ x10™ x10™
3,33 2282 300 4,38
5,00 2802 200 3,57
6,67 3163 150 3,16
- 8,33 3467 120 2,88 5872 5,46 - 10,9978
10,00 3752 100 2,67
13,33 4254 75 2,35
16,67 4413 60 2,27
20,00 4670 50 2,14
3,33 1627 300 6,15
5,00 2003 200 4,99
6,67 2390 150 4,18
033 | 833 2528 120 3,96 - - 0,91 | 0,9985
10,00 2684 100 3,73
13,33 3028 75 3,30
16,67 3130 60 3,19
20,00 3335 50 3,00
3,33 1464 300 6,83
5,00 1870 200 5,35
6,67 2023 150 4,94
0,66 | 833 2335 120 4,28 - - 1,31 | 0,9967
10,00 2450 100 4,08
13,33 2835 75 3,53
16,67 2846 60 3,51
20,00 3122 50 3,20
3,33 1175 300 8,51
6,67 1743 150 5,74
1,00 | 833 1898 120 5,27 - - 1,21 | 0,9982
13,33 2294 75 4,36
16,67 2458 60 4,07
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Cizelge 3.26 Pirogallol substrati kullamilarak Ocimum basilicum L.’den elde edilen

polifenol oksidazin tropolon inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

m [S] vo 1/[S] 1/vo Vmax Kwm K; R*
o™ | (M) | EUmL'dak") | )" | (EUmL" dak™)' | (EU dak™) | (mM) | (M)
x10™ | x10" x10™ x10"
1,67 868 600 11,52
3,33 1539 300 6,50
- 5,00 1988 200 5,03 5116 8,09 - | 0,9968
6,67 2294 150 4,36
8,33 2425 120 4,12
10,00 2915 100 3,43
1,67 773 600 12,94
3,33 1203 300 8,31
5,00 1526 200 6,55
033 | 6,67 1657 150 6,04 - - 0,51 | 0,9940
8,33 1991 120 5,02
10,00 2187 100 4,57
1,67 719 600 13,91
3,33 1194 300 8,38
5,00 1462 200 6,84
1,00 | 6,67 1601 150 6,25 - - 1,09 | 0,9907
8,33 1605 120 6,23
10,00 1869 100 5,35
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1. Toplam Fenolik Madde {¢erigi

Fenolik maddeler bitki, sebze ve meyvelerin 6nemli bilesenleridirler. Bu
bilesikler hidroliz ya da oksidasyonla kolaylikla bozunabilirler ve aym zamanda
¢esitli molekiillerle kovalent bagh tirtinler ve kovalent bagh olmayan kompleksler
olusturabilirler[40]. Genelde toplam fenolik madde igerigi, bitkilerin, meyvelerin ve
sebzelerin kararma derecesine ¢ok Onemli katkilar yapar ve bdylece Ocimum
basilicum L.’nin kararmasinda 6nemli rol oynarlar. Enzimatik kararma ile fenolik
madde igerigi arasindaki iliski ¢ok sayida bitkilerle yapilan ¢aligmalarla
gosterilmigtir. Bu ¢alismalar sonucunda toplam fenolik madde igeriginin elma ve
iizlim gibi baz1 meyvelerin kararmasina 6nemli bir katki yaptigi soylenebilir[41].
Enzimatik kararma substrat seviyesini, enzim aktivitesini, askorbik asit ve diger
inhibitorlerin varligim yada kararma reaksiyonunu etkileyen faktérler gibi birkag
parametreyi iceren kompleks bir proses olarak g6z Oniine alinabilir[43]. Bu
calismada Ocimum basilicum L. ekstraktlarindaki toplam fenolik madde igerigini
yaklasik olarak bitkinin 100 g yas agirlifn basina 280 mg olarak bulduk. Taze
zerdagal, brokoli, tomates ve Hint yerelmas: gibi sebzelerin toplam fenolik madde
icerikleri sirasiyla 176, 88, 68 ve 92 mg[42] olarak bulunmustur. Bu sebzelerin
toplam fenolik madde igerikleri Ocimum basilicum L.’ninkinden daha diistiktiir.
Diger taraftan, nane (400 mg), havug (350 mg), sogan (349 mg), pancar (323
mg)[42]ve enginar (425 mg)[43] gibi sebzelerin toplam fenolik madde igerikleri ise
Ocimum basilicum L. igin elde edilmis degerden daha biiyiiktiir. Bu sonuglara gore
Ocimum basilicum L.nin fenolik madde icerigi bakimindan zengin oldugu

sOylenebilir.
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4.2 Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

Cizelge 4.1, Ocimum basilicum L. polifenol oksidazinin saflagtirma
basamaklarim1 goéstermektedir. Cizelge 4.1°den goriildiigli gibi sonugta polifenol
oksidaz 11,5 kat saflagtirilmigtir. Saflagtinlimis polifenol oksidaz enzimi
sodyumdodesilsiilfat-poliakrilamitjel elektroforezinde tek band olarak elde edilmis
ve bu enzimin molekiil agirlig1 protein kiti kullanilarak tayin edilmigtir. Sekil 4.1°den
goriildiigi gibi Ocimum basilicum L. polifenol oksidazinin molekiil agirligi 54 kDa
olarak belirlenmistir. Literatiirde belirtilmis baz tlirlerin molekiil agirliklan ise 59
kDa (Vicia faba L.)[44], 53 kDa (hurma)[27], 58 kDa (mantar)[45], 56 kDa
(marul)[46], 72 kDa (¢ay)[47], 42 kDa (aygcigegi)[48], 65 kDa (elma)[49,50], 41 ve
62+2 kDa (muz)[51], 39 kDa (kabak)[52], 120+3 kDa (fasulye)[53], 57 kDa
(enginar)[43)’dir. Deneysel sonuglar Ocimum basilicum L. polifenol oksidazimn
molekiil agirhigimnin Vicia faba 1., hurma, mantar, enginar ve marul polifenol
oksidazimin molekiil agirh@ina yaklagik olarak esit oldugunu fakat cay, aygigegi,

elma, muz, kabak ve fasulyeninkinden farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.1. Ocimum basilicum L. polifenol oksidazinin saflagtiriimasi

Ekstrakt Protein Aktivite Spesifik aktivite Saflagtirma
Ekstraksiyon tiirli ~ hacmi konsantrasyonu ~ (EUmL"') (EU ug'protein)  derecesi
(mL) (#gmL™)

Ham ekstrakt 75,0 693,0 3695 5,33 -
(NH,),S0, 12,2 2265,0 7619 3,36 0,6
¢Oktlirmesi

Diyaliz 12,1 1831,0 9438 5,15 1,5
Afinite 2,4 8,9 530 59,46 11,5

77



Sekil 4.1. Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi i¢in SDS-PAGE

4.3 Enzim Kinetigi ve Substrat Spesifikligi

Ocimum basilicum L. polifenol oksidazinin substrat spesifikligini belirlemek
icin mono-, di- ve trifenolik substratlar test edildi. 4-metilkatekol ve katekol gibi
difenolik ve pirogallol gibi trifenolik substratlar, Ocimum basilicum L. polifenol
oksidazi ile 6nemli bir gekilde oksitlenirken L-tirozin gibi monofenolik substrata
kars1 herhangi bir aktivite gostermedi. Mantar, patates, fasulye gibi bazi bitki
polifenol oksidazlar1 hem monofenollerin hidroksilasyonunu ve hemde difenollerin
oksidasyonunu Kkatalizler. Bununla birlikte birgok polifenol oksidaz monofenol
oksidaz aktivitesi gostermez[54]. Enginar ve kayisi gibi ¢esitli kaynaklardan elde
edilmis enzimlere benzer olarak Ocimum basilicum L. polifenol oksidaz1 incelenmis
substratlar i¢in difenolaz ve trifenolaz aktivite gostermektedir[18,43,55]. Difenolik
ve ftrifenolik substratlar i¢in substrat doygunluk egrileri Ocimum basilicum L.
polifenol oksidazinin basit Michaelis—Menten egrileri sergiledigini gostermektedir
(egriler gosterilmemistir). Her bir substratin gesitli konsantrasyonlar igin 6l¢iilmiis
reaksiyon hizlarinin kinetik analizleri i¢in Lineweaver-Burk denklemi kullamildi ve
bu denklemin egiminden ve ekstrapolasyonundan V. ve Ky, degerleri hesaplandi.
Bu sabitleri belirlemek i¢in kullamilan dogrularin regrasyon sabitleri Cizelge 4.2°de
verilmektedir. Substrat spesifikligi, katalizleme giicii olarak bilinen Vyax/Km oranina

gbre belirlendi[33]. Incelenmis substratlar igin K, degerleri 1,62-3,42 mM
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aralifindadir. Bu ¢alismada Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi i¢in elde edilmis
Km degerleri, substrat olarak 4-metilkatekol kullanilarak Amasya elmasi i¢in elde
edilmis 3,1 mM[56], ¢ilek icin elde edilmis 2,71 mM][32] ve elma i¢in elde edilmis
4,0 mM[57] degerlerine; substrat olarak katekol kullamlarak Yali seftalisi i¢in elde
edilen 5,5 mM[58] ve kayis: igin elde edilen 6,6 mM degerlerine[55]; ve substrat
olarak pirogallol kullamilarak enginar icin elde edilen 5,2 mM][43], kekik i¢in elde
edilen 5,5 mMJ[36] ve Yali seftalisi igcin elde edilen 2,6 mM][58] degerlerine
benzerdir. Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi i¢in elde edilen K,, degerleri
substrat olarak 4-metilkatekol kullamilarak kekik igin elde edilen 9,8 mM[36] ve
enginar i¢in elde edilen 11,6 mMJ[43] degerlerinden; substrat olarak katekol
kullanilarak Amasya elmasi igin elde edilen 34 mM][59], elma i¢in elde edilen 180
mM]57], kekik i¢in elde edilen 18 mM[33], kabak i¢in elde edilen 682,5 mM[21] ve
Stanley erigi i¢in elde edilen 20 mM[59] degerlerinden; ve substrat olarak pirogallol
kullanilarak ¢ay yaprag: icin elde edilen 17,8 mM][60], Amasya elmasi igin elde
edilen 27 mM[56], kabak i¢in elde edilen 15,4 mM[21] ve 1spanak i¢in elde edilen
15,7 mM[61] degerlerinden daha diisiiktiir. Daha diisiik K, degerinden dolay1 4-
metilkatekol, Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi tarafindan en yiiksek hmzda
oksitlenmektedir. Pirogallol substrati ile karsilastirildiginda 4-metilkatekol, yaklagik
iki kat daha diisiik bir K, degerine sahiptir. Bu ¢aligmada 4-metilkatekol Ocimum
basilicum L. polifenol oksidazi i¢in en iyi substrat iken katekol en zayif substrattir.
Yine katalitik gli¢ olarak adlandirilan Vpa/Kiy oram, 4-metilkatekoliin, Ocimum
basilicum L. polifenol oksidazi icin en uygun fenolik substrat oldugunu
gostermektedir (Cizelge 4.2). Benzer sonuglar Dogan ve arkadaslari tarafindan
patlican[18] ve Dinger ve arkadaglar tarafindan musmula[62] i¢in bulunmustur.
Caligmada elde edilen sonuglar 4-metilkatekol ve katekol gibi o-difenollerin g¢esitli
kaynaklardan elde edilen difenolazlar igin en etkin substratlar oldugunu gésteren

onceki ¢aligmalarla uyum igindedir[18,43,62].
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4.4 Optimum pH

Ortamin pH degeri enzim aktivitesini Snemli bir sekilde etkilemektedir. Artan
pH degeri ile enzim aktivitesi ilk 6nce bir maksimum degere erigir ve daha sonra
bazik bolgede sifir degerine dogru azalir., Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi
icin optimum pH degerleri, 4-9 araliginda belirlendi. Sekil 3.2, Ocimum basilicum L.
polifenol oksidaz1 i¢in pH optimum egrilerini gostermektedir. Genelde Ocimum
basilicum L. polifenol oksidaz1 4-metilkatekol durumunda genis bir pH aralifinda
aktivite gdstermesine ragmen maksimum aktivite pH 6’da gézlenmektedir. Katekol
ve pirogallol durumunda maksimum enzim aktivitesi dar bir pH aralifinda
gozlenmektedir. Katekol igin optimum pH 8 iken pirogallol i¢in 9°dur. Ocimum
basilicum L. polifenol oksidazinin 4-metilkatekol ile daha etkin bir gekilde
etkilesdigi ve diger iki substrattin aksine c¢ok daha diisik pH degerlerinde 4-
metilkatekoliin oksidasyonunu katalizledigi sonucunu c¢ikarabiliriz. Ekstraksiyon
metoduna, 6lgim igin kullanilmig substratlara ve bitki hiicrelerinde enzimin
lokalizasyonuna bagh olarak optimum pH’nin ¢esitli bitki kaynaklar arasinda
degisebilecegi belirtilmektedir[63]. Literatiirde gesitli kaynaklardan elde edilmis
polifenol oksidazlar i¢in farkli optimum pH degerleri rapor edilmektedir. Ornegin,
subustrat olarak 4-metilkatekol kullanilarak ¢ilek igin 4,5[32], patlican igin 6,0[18],
kugburnu i¢in 8,5[64] ve enginar i¢in 5,0[43] optimum pH degerleri; substrat olarak
katekol kullamlarak ¢ilek i¢in 5,5[32], DeChaunac iiziimi i¢in 6,0[65], Amasya
elmasi[55], Anethum graveolens L. [65] ve patlican igin 7,0[18], Allium sp. igin
7,5[8], kusburnu icin 8,5[64] ve enginar i¢in 7,0[43] optimum pH degerleri; ve
substrat olarak pirogallol kullamldiginda kusburnu igin 7,0[64], Amasya elmasi i¢in
8,6[55] ve enginar i¢in 8,0[43] optimum pH degerleri elde edilmistir. Daha 6nceki
¢alismalardan polifenol oksidaz enzimleri i¢in optimum pH’min enzimin kaynaZina

ve kullanilmig substrata bagh olarak degistigi goriilmektedir[67].
4.5 Optimum Sicakhik
Sekil 3.3, farkli substratlar i¢in Ocimum basilicum L. polifenol oksidaz

aktivitesinin sicaklikla degisimini gostermektedir. Sekilden gortildiigu gibi Ocimum

basilicum L. polifenol oksidazi, 10 ile 60 °C araliginda aktivite gostermektedir.
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Ocimum basilicum L. polifenol oksidazinin optimum sicaklik degeri kullanmilmig
substratlara bagli olarak degismektedir. 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol
substratlart igin optimum sicakhik degerleri sirasiyla 20, 40 ve 50 °C olarak
belirlendi. Benzer sonuglar substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda dut[68] ve
kusburnu[64] icin, ve substrat olarak katekol kullanildiginda kekik[33] igin
bulunmustur. Deneysel sonuglar Ocimum basilicum L. polifenol oksidazinin
optimum sicaklik degerinin kullamilmig substrata bagli oldugunu gostermektedir.
Literatiirde mugmula polifenol oksidaz: i¢in en yiiksek aktivitenin sirasiyla katekol
ve 4-metilkatekol substratlan kullamldiginda 55 ve 35 °C[62]; ve kusburnu polifenol
oksidazi igin en yiiksek aktivitenin katekol substrati kullamldiginda 25 °C oldugu
belirtilmektedir[64].

4.6 Termal Inaktivasyon

Sekil 3.4’den goriildiigii gibi Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi 4-
metilkatekol, katekol ve pirogallo] substratlarinin varliginda tipik bir sicakliga bagh
inaktivasyon egrisi sergilemektedir. Enzim, pH 6,5’de 60 dakika farkli sicakliklarda
inkiibe edildi ve sogutulduktan sonra geri kalan enzim aktivitesi, 4-metilkatekol,
katekol ve pirogallol subustratlar1 kullamlarak belirlendi. Kullanilmig substratlar i¢in
Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi benzer davranig sergiledi. Tiim substratlar
icin enzim aktivitesi artan sicaklik ve inaktivasyon zamani ile enzimin isil
denatiirasyonundan dolay: azaldi. Enzimin 35 °C’de incelenmis zaman arahiinda
olduk¢a kararli oldugu ve 60 dakikalik zaman periyodunda aktivitesini korudugu
gozlendi. Incelenmis ii¢ substrat igin enzim aktivitesi 55 ve 75 °C’lerde artan
inaktivasyon zamam ile azaldi. Enzim aktivitesi 55 °C’de 30 dakikalik inkiibasyon
zamaninin sonunda yaklagik % 50 oraminda ve 75 °C’de, 4-metilkatekol, katekol ve
pirogallol substratlar1 igin sirasiyla, 55, 80 ve 70 oraminda azalma gosterdi. Bu
enzimin daha yiiksek sicakliklarda hizli bir gekilde denatiire oldugunu
gostermektedir. {lave inkitbasyon zamani, 55 ve 75 °C’de enzimin termal kararliligim
etkiledi. 55 °C’den daha yiksek sicakliklarda difenolaz aktivitesi enzimin 1sil
denatiirasyonundan ya da artan sicaklikla enzimin ti¢lii yapisinda meydana gelen
konformasyonal degisimlerden dolay1 azalmaktadir[67]. Deneysel bulgular Ocimum

basilicum L. polifenol oksidazimin 1stya duyarl: oldugunu géstermektedir. Literatiirde
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cesitli kaynaklardan elde edilen polifenol oksidazlarin 1siya duyarlilifi bitkinin
olgunluduna ve enzimin farkli molekiiler formlarina bagli olabilecegi rapor
edilmektedir[69].

4.7 Enzim inhibisyonu

Enzim inhibisyonu, katalitik yada diizenleyici merkezler olarak adlandirilan
boélgelere inhibitorlerin spesifik olarak baglanmasi sonucu enzim aktivitesinin
azaltilmas: yada yok edilmesi olayi olarak tamimlanabilir. Pek ¢ok madde substratin
baglanmasin1 ve/veya turnover sayisii etkileyen bir yolla enzime baglanarak
enzimin aktivitesini degistirir. Bu yolla enzimin aktivitesini azaltan maddeler
inhibitorler olarak bilinir. Enzim aktivitesindeki azalmaya sicaklik, pH, iyon siddeti,
¢Oziictiniin polaritesi de 6nemli katk: yapar. Boyle etkiler enzim inhibisyonu olarak
diistiniilmez ve gézlenmis inhibisyonun nedeni olarak dikkate alinmazlar. Spesifik
bir inhibit6riin enzime baglanma sekli elde edilmis verilerin yorumlanmasinda ¢ok
onemlidir. Cogu inhibit6rler enzime veya enzim-substrat kompleksine tersinir olarak
baglandiklar1 i¢in bunlar enzimden tekrar ayrilabilirler. Bununla birlikte baz
inhibitdrler enzime gok kuvvetli bir sekilde (kovalent baglarla) baglanabilirler ve bu
inhibitérler enzimden ayrilmazlar. Bir¢ok inhibitér yapisal olarak enzimin substratina
benzeyen maddelerdirler. Bu maddeler substratla karsilagtirildiginda ya hi¢ reaksiyon

vermezler ya da ¢ok yavas reaksiyon verirler[11].

Meyve, sebze ve bitkilerin enzimatik kararmasi, oksijen ve fenolik bilegikler
gibi bazi maddeleri gidererek ya da polifenol oksidaz inhibit6rleri kullanilarak
tamamen giderilebilir ya da elimine edilebilir. Proses siiresince meyve, sebze ve
bitkilerden oksijenin tam eliminasyonu miimkiin degildir. Ciinkii oksijen her zaman
ortamda mevcut olarak bulunmaktadir[70]. Enzimatik kararmamn inhibisyonu, i.)
polifenol oksidazin inaktivasyonunun, ii.) substratlardan birinin eliminasyonunun (O,
yada polifenoller) ve iii.) sekonder reaksiyonlarda renkli tirtinlerin olusumunu inhibe
etmek i¢in enzimin reaksiyon firlinleri {izerine inhibitdrlerin hareketinin bir sonucu
olabilir[71].

4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlan kullanilarak kismen

saflagtinlmig Ocimum basilicum L. polifenol oksidaz enziminin aktivitesine L-
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sistein, EDTA, askorbik asit, gallik asit, 1,4-ditiyoeritrol, tropolon, glutatyon,
sodyum azid, benzoik asit, salisilik asit ve 4-aminobenzoik asit gibi gesitli
inhibitorlerin etkileri belirlendi. Deneysel sonuglar EDTA, salisilik asit ve benzoik
asitin Ocimum basilicum L. polifenol oksidaz aktivitesini inhibe etmedigini gosterdi.
Daha dnceki aragtirmacilar inhibitér reaksiyon mekanizmasinin kullanilan indirgeyici
reaktife, kullamlmus polifenol oksidazin kaynagma ve kullamilan substrata bagh
olarak farkli olabilecegini belirtmektedirler[72]. Spesifik bir inhibitér ile enzimatik
kararmanin Onlenmesi tek bir mekanizmay: igerebilir ya da iki veya daha fazla
inhibitér mekanizmasimin bir sonucu olarak meydana gelebilir. Enzim
inhibitérlerinin etkin olarak rol oynadifi ¢esitli mekanizmalar vardir. Enzim
inhibisyonu i¢in en 6nemli ii¢ kinetik model yarigmali inhibisyon, yari-yarigmali

inhibisyon ve kangik-tiir inhibisyondur[17].

4.7.1 Yarismah Inhibisyon

Yarigmali inhibisyon i¢in genel sema asagidaki reaksiyon ile verilebilir:

K, ks
E+S ~ ES —>» P+E
ky
+
I
K|
E[+5 — Reaksiyon olmaz (41)

Yarigsmali inhibisyon igin Lineweaver-Burk esitligi asagidaki gibi verilebilir:

L= oK .__1_+ 1 @2)
VO Vmax [S] Vmax
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(4.2) esitligine gore 1/vog'm  1/[S]’ye kars1 egrisi egimi oK, /V,, ve

ekstrapolasyonu 1/V

mx oOlan diiz bir dogru verecektir. Cesitli inhibit6r
konsantrasyonlarinda yarigmali bir inhibitor i¢in (4.2) esitligi, 1/v, ekseninde
1/Vmax kayimina sahiptir. Bu, diger inhibisyon tiirleri ile kargilagtirildiginda yarigmali
inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur. Bu tiir inhibisyonda biiylik miktarlarda substrat
inhibitérle yer degistirdiginde inhibisyon tlirli degismez. Sadece Michaelis-Menten
sabiti inhibisyondan etkilenir[17]. 1ki yada ii¢ farkli inhibitér konsantrasyonunun
varliginda cesitli substratlarin degisen en az 5 farkli konsantrasyonu kullanilarak
Ocimum basilicum L. polifenol oksidaz enzimi i¢in Lineweaver-Burk egrileri
Bulgular kisminda verilmektedir. Sekil 3.5-3.26 ve Cizelge 4.3, 4.4 ve 4.5°den
goriildiigii gibi, substrat olarak 4-metilkatekol kullanildifinda glutatyon, L-sistein,
tropolon, askorbik asit, 1,4-ditiyoeritrol ve sodyum azid inhibitorleri i¢in; substrat
olarak katekol kullamildiginda glutatyon, L-sistein, tropolon, askorbik asit ve gallik
asit inhibitorleri i¢in, ve substrat olarak pirogallol kullanmildiginda askorbik asit
inhibit6éri icin inhibisyon tiirlinli yarigmali inhibisyon olarak bulduk. Yarismali
inhibisyon tlirlerini gosteren sekillerden de goriildiigi gibi bu tiir inhibisyonda Vpax
degeri degismezken K, degeri artmaktadir. Bu sonug yarigmali inhibisyona 6zgii
oldugundan Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi ile katalizlenen inhibitér ve
substrat arasindaki reaksiyonun yarigmali inhibisyon oldugunu s6yleyebiliriz.
Yukaridaki sonuglardan inhibisyon tiirlin{in kullanilan substrata bagh olarak degistigi
sOylenebilir. Benzer sonuglar substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda L-sistein,
1,4-ditiyoeritrol ve sodyum azid inhibitérleri ile Cyrnara scolymus L. polifenol
oksidaz enzimi i¢in[43]; substrat olarak katekol kullamldifinda L-sistein, 1,4-
ditiyoeritrol ve askorbik asit inhibitérleri ile fasulye tohumu polifenol oksidazi[53],
L-sistein, tropolon, 1,4-ditiyoeritrol ve askorbik asit inhibitérleri ile Cynara scolymus
L. polifenol oksidaz enzimi, tropolon inhibitrii ile patates polifenol oksidaz
enzimi[73], glutatyon ve L-sistein inhibitdrleri ile dut polifenol oksidaz enzimi

i¢cin[68]; ve substrat olarak pirogallol kullanildifinda L-sistein, tropolon, 1,4-
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ditiyoeritrol, askorbik asit ve sodyum azid inhibitorleri ile Cynara scolymus L.
polifenol oksidaz enzimi i¢in[43] bulunmustur. Ayrica, Jonavitz-Klapp ve
arkadaglar1 substrat olarak 4-metilkatekol kulamilarak polifenol oksidaz enzimi
lizerine bazi karboksilik asitlerin inhibisyonunun yarigmali inhibisyon oldugunu
buldular[74]. Yine bu ¢aligmada kullamimis inhibitérler igin yiizde inhibisyon ve K;
degerleri 4-metilkatekol i¢in Cizelge 4.3, katekol icin Cizelge 4.4 ve pirogallol igin
Cizelge 4.5’de verilmektedir. Bu tiir inhibisyonda, inhibit6ér enzimin aktif merkezine
baglanmak igin enzimin substrati ile yarigir. Enzimin aktif bolgesine ya substrat ya
da inhibitér baglanir. Her ikisininde birlikte baglanmasi miimkiin degildir. Bu tiir
inhibisyonda inhibit6r yap: itibar: ile substrata benzediginden substratin aktif bolgeye
baglanmasi onlenmis olur. Yarigmali inhibisyonda inhibitér, substratin baglanmas:
icin mevcut olan serbest enzimin konsantrasyonunu azaltacak sekilde hareket eder.
Bu tiir inhibisyonda substrat konsantrasyonu arttirilirsa inhibitoriin etkisi yok
edilebilir[17]. Cizelge 4.3, 4.4 ve 4.5’ de Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi igin
verilen yarigmali inhibisyon sabitleri (4.2) esitligi ile deneysel verilerin fit edilmesi

sonucunda elde edildi.

Inhibitériin reaksiyon mekanizmasi, kullamlmis indirgeyici reaktife bagh
olarak farkli olabilmektedir. L-sisteinin inhibisyon hareketi olduk¢a komplekstir. L-
sistein fenolik bilesiklerle bagka maddeler olusturur. Bu bilesiklerin bazilarinin
yapisi olduk¢a iyi bilinmektedir. Ornegin, 5-S-sisteinil-3,4-dihidroksitoluen, 4-
metilkatekolden; 2-S-sisteinilklorogenik asit, klorogenik asitten olusturulmaktadir.
Bu maddeler kinonlarla non-enzimatik oksidasyon reaksiyonlan kadar, enzimatik
oksidasyon reaksiyonlarina da katilirlar. Sisteinin etki derecesinin ve inhibisyon
tiirtinlin, inhibitdriin dogasindan bagka aktiviteyi belirlemek i¢in kullamlan metoda
da bagh oldugu bulunmustur[11]. Askorbik asit polifenol oksidaz tarafindan
olusturulmus kinbnlan tekrar polifenoliere indirger. Boylece askorbik asit enzimatik
kararmanin onlenmesi i¢in sadece gegici bir durum saglar. Ayrica yiiksek
konsantrasyonlarda kullanildifinda enzimin inaktivasyonununa da neden
olmaktadir[71]. Tiyol bilesikleri ile inhibisyon, ya kinonlarla ilave bir reaksiyon
sonucunda olusan kararl1 renksiz lirtinlerle ya da metabistilfit gibi polifenol oksidazin
aktif merkezine baglanma ile gerceklesir[53]. Benzoik asit tiirevleri ile polifenol

oksidaz enziminin inhibisyonu daha 6nce birgok aragtirmaci tarafindan incelenmistir
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ve —-COOH grubu direk olarak benzen halkasina baglandiinda daha fazla
inhibisyonun meydana geldigi bulunmustur. Bununla birlikte inhibisyon tiirtiniin
kullanilmig substrata ve enzime bagh olarak yarigmali, yari-yartigsmali ya da karigik-
tir olabilecegi bulunmustur. Inhibisyon tiirli ne olursa olsun, asit inhibitor, aktif
noktadan farkl: bir noktaya tutunur ve substratin enzime baglanmasin sterik engeller
vasitasiyla ya da protein konformasyonundaki degismelerle engeller[75]. Bakir
iceren bir metalo enzime sodyum azidin toksititesi esas olarak enzimin aktif
bolgesindeki metal ile gii¢lii koordinasyon kabiliyetinden dolayidir. Bakir amin
oksidaz ve azid arasindaki reaksiyonda muhtemelen tirozinin bakira baglanmasi
engellenir. Bu olay, bu ana ara lirlinin olusumunu 6nler ve oksidaz aktivitesini
inhibe eder[76]. Glutatyon dogrudan enzimi etkilemez ve oksijen ile oksitlenmis olan
fenole bagli olarak ya uyarilir ya da inhibe edilir[11].

4.7.2 Yani-Yarismah inhibisyon

Yar1 yarismali inhibisyonda inhibitor serbest enzime degil dogrudan enzim
substrat kompleksine baglamir. B6yle bir mekanizma, inhibitér i¢in bag noktasi
sadece substratla etkilestifinde anlasilabilir. Ayrica bu kompleks ¢ok kararli oldugu
i¢in iirine doniimez. Yari-yarigmali inhibisyon i¢in inaktif kompleksin olusumu

asagidaki reaksiyonla gosterilebilir:

ky k
E+S —= ES — P+E
k, +
|
Ky

ESI ——» Reaksiyon olmaz
4.4)
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Yari-yarismali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk esitligi asagidaki denklem ile

verilir:

1 _
¥,

(81 V

1 a

max

4.5)

(4.6)

Cizelge 4.3 4-metilkatekol substrati kullanilarak farkl: inhibitérler ile elde edilmis

polifenol oksidazin K; degerleri ve inhibisyon ¢esiti

Inhibitorler M) |[KiM) Inhibisyon R* % inhibisyon
cesidi
6,66x10” | 0,48x10™ 0,9994 6
Glutatyon 13310t [007x10% | 2 | 0998 16
3,33x10° | 4,72x10” 0,9992 21
Losistelg 6.66x10% | 371105 10 9083 i)
1,66x107° | 1,94x10° 0,9980 9
Tropolon 3,33x10° 1 1,46x10°|  Yansmali | 0,9990 22
5,00x10°° | 1,44x10° 0,9990 27
1,66x10° [ 2,31x10° 0,9985 10
La-ditiyoeritrol 1 5010311 a70103] | 9949 18
0,66x107 | 4,00x10” 0,9993 20
4-aminobenzoik asit |} 35 1051 4 00u1o| o | 6,996 26
3,33x107 | 1,68x10 0,9985 14
Askorbik asit 6,66x10° | 1,68x10*| Yargmali | 0,9990 28
1,33x10™ 9,66x107 0,9991 58
3,33x10” | 6,35x10” 0,9959 17
Gallik asit 1,00x10* | 1,06x10% | YA | 0 0078 24
3,33x10” | 5,26x10™ 0,9989 3
Sodyum azid 6,66x1071,69x10*| Yansmah | 0,9990 18
1,33x107* | 1,17x10™ 0,9818 4
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Cizelge 4.4 Katekol substrat1 kullamilarak farkl inhibitérler ile elde edilmis polifenol

oksidazin K; degerleri ve inhibisyon gegiti

Inhibitorler MM KM Inhibisyon R* % inhibisyon
cesidi
6,66x10” | 1,63x10™ 0,9864 07
Glutatyon 1,33x10%|2,25x10*|  Yansmali | 0,9982 24
2,00x107 | 1,12x10™ 0,9929 45
3,33x107 | 8,76x10™ 0,9980 14
L-sistein 6,66x107 7,62x10°|  Yarigmali | 0,9980 24
1,00x10*|6,51x107 0,9920 37
1,66x10°[1,48x107 0,9965 18
Tropolon 3,33x10°%(9,39x10%| Yanigmali | 0,9989 40
5,00x10°° | 3,66x10° 0,9945 60
1,00x10™[3,73x10™ 0,9925 25
La-dithiyoeritrol | 35 10413 0504 ] TR 0003 33
6,66x107 | 5,59x107 0,9980 38
4-aminobenzoik asit | 1,00x10™|4,57x10?% | Yari-yanigmali | 0,9940 53
1,33x10* | 4,65x10° 0,9980 61
6,66x107 | 2,00x10™ 0,9979 05
Askorbik asit 1,33x10*| 1,60x10*|  Yanigmali | 0,9971 18
2,00x10™ | 1,28x10™ 0,9975 30
3,33x10” | 3,63x10” 0,9970 28
Gallik asit 5,00x10°12,40x10%| Yansmah | 0,9980 57
6,66x107 | 1,79x10° 0,9690 61
3,33x10%|7,55x10™ 0,9970 29
Sodyum azid 6,66x10*|5,13x10*| Yanismasiz | 0,9820 53
1,00x102 | 3,98x10™ 0,9958 74
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Cizelge 4.5 Pirogallol substrati kullanilarak farkli inhibitérler ile elde edilmis

polifenol oksidazin K; degerleri ve inhibisyon ¢esiti

Inhibitorler mmMm) [KiM) inhibisyon R”> | % inhibisyon
cesidi
1,66x10” |3,35x107 0,9593 31
Glutatyon 5,00x10” |4,32x10” | Yangmasiz | 0,9960 54
8,33x107 | 5,17x107 0,9940 58
6,66x107 [1,20x10™ 0,9920 33
L-sistein 2,66x10* [ 1,55x10™ | Yarigmasiz 0,9970 62
4,00x10™ | 1,54x10™ 0,9670 64
3,33x10° | 5,10x10° 0,9940 25
Tropolon 1,00x10° | 1,24x10° Yan-yangmal 0,9969 36
N . 6,66x10™ |2,71x10” vy . 0,9990 23
-aminobenzoik asit | | 3510315 774103 [ T T | 0,994 32
1,66x10” [2,20x107 0,9970 29
Askorbliigl 3.33x10° | 1,39x10% | 10,9920 57
3,33x10™ [9,10x10™ 0,9990 29
Sodyum azid 6,66x10* |1,31x10° | Yanigmasiz | 0,9980 34
1,00x10* | 1,21x107 0,9890 43

Yari-yarigmal1 inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisi egimi Ky/Vmax ve
ekstrapolasyonu o'/Vyx olan diiz bir dogru verir. Cesitli yan-yanigmalh inhibitor
konsantrasyonlarinda bir seri Lineweaver-Burk egrileri birbirine paralel dogrulardan
meydana gelir. Bu yan-yarigmah inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur. Yari-yarismal
inhibisyonda, inhibitér enzimin katalitik fonksiyonunu etkiler ancak substrata
baglanmasim etkilemez[17]. Bulgular kismindaki Sekillerden ve Cizelge 4.3, 4.4 ve
4.5°den goriildigii gibi substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda gallik asit
inhibitorii ile; substrat olarak katekol kullanildifinda 4-aminobenzoik asit inhibit6rii
ile; ve substrat olarak pirogallol kullanmildiginda 4-aminobenzoik asit ve tropolon

inhibitorleri ile polifenol oksidazin inhibisyonunun yari-yarigmalt oldugunu bulduk.

90



Arslan ve arkadaglarn substrat olarak katekol kullanarak p-aminobenzensulfonamid
ve sulfosalisalik asit inhibitorleri i¢in inhibisyon tiirliniin yari-yarismali oldugunu
buldular[68]. Ayrica mantar polifenol oksidazi igin substrat olarak L-tirozin ve L-
DOPA kullanilarak agartinin yari-yarigmali inhibisyon sergiledigi bulunmustur. Yine
mantar polifenol oksidaz1 i¢in substrat olarak katekol ve pirogallol kullamldiginda
2,3-diaminopropionik asidin yari-yarigmali bir inhibisyon sergiledigi Arslan ve
Dogan tarafindan bulunmustur{38].

4.7.3 Kangik-Tiir inhibisyon

Inhibitér, hem enzim ve hemde enzim-substrat kompleksine baglandigindan

asagidaki reaksiyon yazilabilir:

kl k2
E+S ES — P+E
+ ki +
I I
K KI'
EI ESI ———» Reaksiyon olmaz

@.7)

Burada hem EI ve hemde ESI, enzimin inaktif kompleksleridir. Karigik-tiir
inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk denklemi asagidaki sekilde verilebilir:

L:[QK“‘J.L.F o (48)
v, (V. JIS] V

Bu esitligin egrisi egimi 0Kp/Vmax ve ekstrapolasyonu a'/Vpa olan diiz bir dogru
verecektir. Inhibitoriin farkli konsantrasyonlan igin bu esitligin egrileri 1/vo
ekseninin solunda kesigen birbirine benzer dogrulardan meydana gelir. Ki=K; (a=a)
oldugu 6zel durum igin, kesisim 1/[S] ekseni iizerindedir. Bu durumda inhibisyon

¢esidi yarigmasiz inhibisyon olarak adlandirilir. Bu tiir inhibisyonda, inhibitoriin
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enzimin aktif bolgesine baglanmadig:i fakat bagka bir noktaya baglandif1 farz
edilmektedir. Bu kompleks olusumu enzimin konformasyonunu degistirdiginden
substrat aktif noktaya baglanamaz. Bu tiir inhibisyonda iki inhibisyon sabiti elde
edilir. K; ve K;' sabitleri aym1 degere sahip iseler, kangik-tiir inhibisyon yarigmasiz
inhibisyon olarak diigliniilebilir. Cizelge 4.3, 4.4 ve 4.5°den ve Bulgular kisminda
verilen Sekiller’den goriildtigii gibi substrat olarak 4-metilkatekol kullamldiginda
askorbik asit inhibisyonu i¢in; substrat olarak katekol kullanmildiginda sodyum azid ve
1,4-ditiyoeritrol inhibit6rleri ic¢in; ve substrat olarak pirogallol kullarldiginda
glutatyon, L-sistein ve sodyum azid inhibitrleri i¢in yaklagik olarak aym K; ve K|
degerleri elde edildigi ic¢in inhibisyon tiirliniin yarigmasiz inhibisyon oldugu
sGylenebilir. Dogan ve arkadaglar substrat olarak 4-metilkatekol kullanarak tropolon
ve askorbik asit inhibitérleri i¢in; substrat olarak katekol kullanarak glutatyon ve
sodyum azid inhibitorleri i¢in; ve substrat olarak pirogallol kullanarak glutatyon
inhibit6rii igin inhibisyon tliriinti yarigmasiz inhibisyon olarak buldular[43]. Ayrica
palmiye polifenol oksidazi i¢in substrat olarak 4-metilkatekol kullanarak p-kumarik
asit ve sinamik asit inhibitorleri igin inhibisyon tiiriiniin yarigmasiz inhibisyon
oldugu bulunmustur[77]. Deneysel verileri inhibisyon esitlikleri ile fit etmek igin
lineer regrasyon metodu kullamlmugtir. Cizelge 4.3, 4.4 ve 4.5’de verilen lineer
regrasyon katsayilar1 inhibisyon tiirlinii belirlemek igin kullanildi. Bu ¢izelgelerden
goriildiigi gibi, regrasyon katsayis1 degerlerinin 0,96-0,99 aralifinda olmasi

deneysel verilerin ilgili inhibisyon esitlikleri ile daha iyi fit edildigini gostermektedir.

4.8 Sonuglar

Ocimum  basilicum L. polifenol oksidazimin karakterizasyonu ve
saflagtinilmasi ilk kez rapor edilmektedir. Ocimum basilicum L., zengin bir fenolik
madde igerigine sahiptir. Ocimum basilicum L.’den polifenol oksidaz amonyumsiilfat
¢oktlirmesi, diyaliz ve Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kolonu
kullanilarak ii¢ asamali bir saflastirma prosediirii sonucunda 11,5 kat saflastirildi.
Enzimin molekiil agirhgi 54 kDa olarak tayin edildi. Ocimum basilicum L. polifenol
oksidazinin bir difenolaz ve en etkin substratin 4-metilkatekol oldugu ve bunu
pirogallol ve katekolun izledifi bulundu. 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol
substratlar i¢in Ky degerleri sirasiyla, 1,62, 2,77 ve 3,42 mM olarak; optimum pH
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degerleri sirasyla; 6,0, 8,0 ve 9,0 olarak; ve optimum sicaklik degerleri sirasiyla 20,
40 ve 50 °C olarak bulundu. Enzim aktivitesi kullanilmis tiim substratlar i¢in artan
sicaklik ve inaktivasyon zamam ile enzimin 1sil denatiirasyonunundan dolay: azald:.
Ocimum basilicum L. polifenol oksidazi substratlar olarak 4-metilkatekol, katekol ve
pirogallol kullamilarak g¢esitli inhibitorlerle 6nemli bir sekilde inhibe edildi.
Inhibisyon tiiriiniin kullanilmig substrata ve enzime bagl olarak yarismali, yan-
yarigmali, kangik-tiir ya da yarigmasiz olabilecegi belirlendi. Tropolonun, Ocimum

basilicum L. polifenol oksidazinin en etkin inhibitorii oldugu bulundu.
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