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OZET

POLIFENOL OKSIDAZ ENZIMININ IGDIR KIRMIZI KisMi$ UZUMUNDEN
(Vitis Vinifera L.) AFINITE KROMATOGRAFISI ILE SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU VE INHIBISYONU

BAGCI, Ogiin
Yuksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi Elif Duygu KAYA

Temmuz 2019, 103 sayfa

Bu ¢alismada tarihi bir tiziim ¢esidi olan Kirmiz1 Kismis tizimiinden (Vitis vinifera
L.) PFO enzimi aseton ¢oktirmesi ve takiben Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit
afinite jeli kullanilarak, afinite kromatografisi ile saflastirildi ve enzimin kinetik 6zellikleri
incelendi. Saf enzim eliatinda PFO’in varligi, dogal ve SDS-poliakrilamid jel
elektroforezlerinde tek bir bant halinde ortaya konuldu. Optimum PFO aktivitesi, 4-
metilkatekol, katekol, L-Tirozin substratlar1 kullanilarak belirlendi. Enzimin optimum
pH’s1, 4-metilkatekol, substrati varliginda 5,0 olarak bulundu. 4-metilkatekol, katekol
substratlar1 i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum reaksiyon hizi (Vmax)
hesaplandi. Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri 4-metil katekol igin 7,25
mM ve 2500 U/mL.dak protein olarak ve katekol i¢in ise 24,21 mM ve 2000 U/mL.dak
protein olarak belirlendi. PFO enziminin pH kararliligi, optimum sicaklik ve termal
stabilitesi, enzim aktivitesi tizerine bazi metallerin ve inhibitorlerin etkisi gibi 6zellikleri 4-
metil katekol substrati varliginda incelendi. Optimum sicakligi 30 °C, stabil pH’s1 7,0
olarak belirlendi. Enzimin 1s1l kararlilik profili incelendiginde, 1 saatlik inkiibasyondan
sonra, 10-40 °C araliginda oldukga kararli oldugu gozlendi. Doért farkl gida katki maddesi
icin Isp ve K degerleri ve inhibisyon tirleri tespit edildi. Askorbik asitin Vitis vinifera L.
PFO’su Uizerinde en gucli inhibitor etkisi gosterdigi gozlemlendi. Na*, K*, Mg?*, Cu?* ve
AlR*iyonlarinin 1 mM ve 10 mM’lik nihai konsantrasyonlarda PFO aktivitesi tizerine etkisi
incelendi.

Anahtar  kelimeler:  Polifenol oksidaz, Saflastirma, Afinite kromotografisi,
Karakterizasyon, inhibisyon



ABSTRACT

PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE ENZYME FROM IGDIR CITY’S
GRAPE KIRMIZI KISMIS (Vitis Vinifera L.) BY AFFINITY
CHROMATOGRAPHY, CHARACTERIZATION AND INHIBITION

BAGCI, Ogiin

Master Thesis, Food Engineering Main Discipline
ThesisAdviser: Assist. Prof. Elif Duygu KAYA
July 2019, 103 pages

In this study, the PPO enzyme from the Kirmizi Kismis (Vitis vinifera L.), a
historical grape variety, was purified by affinity chromatography using the cold acetone
precipitation followed by Sepharose-4B-L-tyrosine-p-aminobenzoic acid affinity column
and the Kinetic properties of the enzyme were investigated. The purified enzyme was
appeared as a single band on native- and SDS- polyacrylamide gel electrophoresis.
Optimum PPO activity was determined using 4-methyl catechol, catechol, L-Tyrosine
substrates. The optimum pH of the enzyme was found to be 5,0 in the presence of 4-methyl
catechol substrate. The Michaelis-Menten constant (Km) and the maximum reaction
velocity (Vmax) were calculated for 4-methylcatechol, catechol substrates. Menten constant
(Km) and maximum velocity (Vmax) values were determined as 7,25 mM and 2500
U/mL.dak protein for 4-methyl catechol and 24,21 mM and 2000 U/mL.dak protein for
catechol. PFO enzyme pH stability, optimum temperature and thermal stability, enzyme
activity on the properties of some metals and inhibitors such as the effect of 4-
methylcatechol substrate was examined in the presence. The optimum temperature was
found as 30 °C and the stable pH value was found as 7,0.When the thermal stability profile
of the enzyme was analyzed, it was very stable in the range of 10-40 °C, it was observed
that after 1 hour incubation. Isp and Kj values and inhibition types were determined for four
different food additive and ascorbic acid showed the strongest inhibitory effect on the Vitis
vinifera L. PPO activity. The effect of Na*, K*, Mg?*, Cu?" and AI** ions on PFO activity at
final concentrations of 1 and 10 mM was investigated.

Key words: Polyphenol oxidase, Purification Affinity chromatography, Characterization,
Inhibition
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1. GIRIS

Canli hiicrelerdeki biitiin hayati olaylar genellikle birbiri igine girmis, kompleks
biyokimyasal reaksiyonlar gostermektedir. Bu olaylar canliya 6zgii organik maddelerle
katalize edilirler. Yani bu maddeler reaksiyonlar1 harekete gegirmekte, kontrol etmekte ve
durdurabilmektedir. Bu g0revi c¢ogunlukla protein yapili molekiil olan enzimler
yapmaktadir. Her organizma sadece kendisinin sentez edebildigi, kendisine has enzimlere
sahiptir. Enzimler her tirli hayvan ve bitkisel organizmada mevcuttur ve tirlerine 6zgu
karaktere sahiptirler. Bu bakimdan enzimler, bitlin hayvansal ve bitkisel kaynakli gidalarin
bilesenleri olarak da bulunurlar. Enzimler, kimyasal reaksiyonlara biyokatalizor olarak
katilirlar. Cesitli maddeler arasindaki bodyle bir reaksiyon ger¢eklesmeden Once bu
maddelerden birinin aktif olmas1 gerekir. Aktif hale gelen enerji, enzimlerin katilmasiyla
diisiiriiliir. Enzimler bdylece biyokimyasal olaylarin reaksiyon hizini, katalizér olmayan
reaksiyonlara kiyasla 10° ile 107 kat yiikseltirler (Berg et al., 2002). Baska bir ifade ile
enzimler, hiicreler tarafindan sentezlenen, canli metabolizmasindaki kimyasal reaksiyonlari
hizlandiran ve higbir yan iirlin olusumuna neden olmadan %100 iirlin verimi saglayan

biyolojik katalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Kimyasal yapilarina gore enzimler proteinlerdir. Bazi enzimler bagli metal iyonu
formunda, kompleks, protein olmayan kompenentlerine (bakir, magnezyum, demir gibi)
veya vitaminden olusan organik bilesige de sahiptirler. Tiim enzimler kendi {igiinciil
yapisina ve katalitik aktivitesi icin ¢ok Onemli olan spesifik konformasyona sahiptir.
Enzimlerdeki protein ve protein olmayan grup arasindaki bagin saglam veya daha az
saglam olusuna gore protein olmayan grubuna koenzim veya prostetik grup denir. Enzimin
bir koenzimi bulunmas1 halinde toplam veya kompleks enzime haloenzim, protein kismi ise
apoenzim olarak adlandirilir. Apoenzim ve prostetik grup kendi baslarina katalitik etki

goOsteremezler.

DNA’dan bir hiicreyr digerlerinden farkli kilan o6zelliklere ait bilgilerin

aktarilmasinin en 6nemli araglar1 enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).



Enzimler hiicre icinde sentezlendigi icin genellikle hiicre icinde katalitik etki
gosterirler. Fakat bazi1 enzimler hiicre i¢inde sentezlenip hiicre disina saliverilir. Bunlara
ornek olarak: sindirim sisteminde gorevli olan enzimlerden pepsin ve tripsin gibi enzimler,

hiicre iginde sentezlendikten sonra hiicre disina saliverilir (Berg et al., 2002).

Enzimlerin etkisi altinda islenen ve iiriine doniistliriilen maddelere substrat denir.
Enzimlerin adlandirilmasinda, enzim tarafindan katalize edilen reaksiyon belirleyici rol
oynar. Enzimin etki ettigi substrat adinin sonuna veya reaksiyon isminin kelime kokiine
veya —az eki getirilerek veya genel adlariyla isimlendirilmistir. Giderek daha fazla enzimin
ortaya ¢ikmasi sonucu sistematik bir adlandirmaya gerek duyulmustur ve bu sebeple
Uluslararast Enzim Komisyonu (IEC) Biyokimya Cemiyeti tarafindan kurulmustur. Bu
komisyonda her enzime bir sistematik kod numarasi verilmistir. Bu kod numarasi, énce
E.C. (Enzyme Commission) harfleri, daha sonra dort rakamdan olusur. Birinci rakam
enzimin bagli oldugu grubu ifade ederken, ikincisi alt grubu, iiciinciisii alt alt grubu
gosterir. Dordiincii rakam ise, enzimin ayn ii¢ rakama sahip enzimler arasindaki sirasini

belirtir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Bu giine kadar yaklasik 1500-2000 enzim taninmustir. Etkilenen reaksiyon tipine gore

enzimler alt1 ana gruba ayrilmistir.

1. Oksidorediikdazlar: Substratlarin oksidasyonu veya rediiksiyonunu katalize eder.

2. Transferazlar: Bir atom grubunun, 6rnegin bir metil veya fosfat grubunun bir
molekiilden digerine aktarilmasini katalizleyen enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Substratin hidrolitik olarak parcalanmasini saglarlar.

4. Liyazlar: Bir molekiilin pargalanmasint veya bir grubun molekiilden
uzaklastirilmasini katalize ederler.

5. Izomerazlar: Bir molekiilde atomlarin tekrar diizenlenmesini saglayan enzimlerdir.

6. Ligazlar: Bag olusumunun gerceklestigi reaksiyonlari katalizleyen enzimledir.
Enzimlerin reaksiyon hizlar1 ve mekanizmalar1 enzim kinetigine dayanilarak

incelenir. Enzim kinetiginin esas amaci enzimatik kimyasal reaksiyonun nasil ve ne gibi bir

hizla olustugunu tespit etmektir. Substratlarin islenmesi, {irline doniisimii esnasinda



reaksiyon mekanizmasinin ve hizin bilinmesi bu alan agisindan 6nemlidir. Emil Fischer
1894 yilinda en basit enzim substrat iligkisini betimlemis ve anahtar-kilit modelini ileri
stirmiistiir. 1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten enzimlerin kinetik 6zelliklerini

aciklayan basit bir teori sunmuslardir. Bu sayede birgok enzimin en basit bir sekilde kinetik

ozelliklerini agiklamay1 bagsarmislardir. Bu teori hala gegerliligini korumaktadir.

Substrat baglandiginda, substrat T
W Substrat iiriine cevirmek icin enzimde kiiciik Uriin
degisiklikler meydana gelir.

{ /Aktif Bilge
=

y [

= =

Fnzim/TUriin Enzim aktif bélgesinden

ci ; Enzim/Substrat
Substrat Enzimin aktif ubstra ayrilan iiriinler

bilgesine girer Kompleksi Kompleksi

Sekil 1.1. Enzimatik reaksiyon (Cesko, 2018)

Enzim (E), substrat (S) ile baglanarak enzim-substrat kompleksi (ES) olusturulur.
Bu ES kompleksi Urin (P) ve enzime (E) dontisiir. Michaelis-Menten modeli asagidaki

reaksiyon ile gosterilmektedir (Horton et al., 1996 ; Berg et al., 2002).

K, K,
E+S —4/——>FES————» E+P
K|

Sekil 1.2. Herhangi bir enzimin katalitik etkisi (Horton et al., 1996)

Burada E ve S’dan ki hizi1 ile ES kompleksi olusur ve k-1 hizindaki geri reaksiyonla
ve ko hiz1 ile {irlin ve enzime ayrismasi ile ES’nin ayrismasi gergeklesir. Enzimin
katalizledigi bir reaksiyonun hizi, enzimin etkisi altinda zaman birimi basina iiriine doniisen
substratin veya olusan {irlinlin miktarina gore belirlenir. Aktif enzimin miktart ile
Olgiilebilen hiz dogru orantilidir. Buna ragmen birgok enzimin miktarini belirlemek zor

oldugundan veya saf numuneleri bulunmadigindan bu enzimlerin miktarlar1 ifadesi yerine
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enzim aktivite unitesi olarak ifade edilir. Bir doku &ziitii veya biyolojik bir sivi i¢indeki
enzimin miktarin1 belirlemek icin Ornekte bulunan enzimin katalize ettigi tepkimenin
Ol¢iilen hiz1, aktif enzimin miktari ile dogru orantilidir. Enzim aktivitesi birimi ise belirli
kosullarda 1 dakikada, 1 mikromol substratin iiriine doniisiimiinii katalizleyen enzim
miktaridir. Enzimlerin reaksiyon hizlarinin farkli olmasi, ilgili enzimlerin etkinliklerinin

veya aktivitelerinin farkli olmasindan kaynaklanir (Horton et al., 1996; Berg et al., 2002).

Substrat konsantrasyonun diisiik olmasi enzimatik reaksiyonun yavas olmasina
neden olan en Onemli etkenlerden biridir. Substrati diisiik olan reaksiyonlarda enzim-
substrat (ES) kompleksi ¢ok az olusur. Boylece ortamda bulunan bir siirii enzim molekiilii
serbest halde kalir. Bunun sonucunda iiriine doniisen miktar ¢ok azdir, bu da reaksiyon
hizinin az olmasina sebep olur. Substrat konsantrasyonunun belirli miktarlarda artiglari ile
enzim molekiillerinin yaris1 serbest kalirken diger yaris1 ES kompleksini olusturur. Bu
noktada olusan ES kompleksi maksimum hizin yarisina (1/2 Vmax) ulasmis olur. Kontrollii
bir sekilde substrat konsantrasyonun artirilmasiyla enzimlerin tiimiiniin ES kompleksi
olusturdugu bir seviyede reaksiyon hizi artik maksimum diizeyde olur (Vmax). Bundan sonra
substrat konsantrasyonun artirilmas1 durumunda dahi reaksiyon hizi artmaz, ¢linkii enzim

doygunluk noktasina ulagmustir.

Vv

Km Substrat
Sekil 1.3. Michaelis-Menten grafigi (Goziikara, 2011)



Enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonlar hiz denklemleri ile tanimlanabilir. En
fazla kullanilan yontem Michaelis-Menten denklemi olup, baslangi¢ reaksiyon ilk hizini
substrat konsantrasyonuyla iliskilendiren bagintiyla hesaplanir. Michaelis-Menten bagintisi

su sekilde tanimlanir:

Vmax [S] k, + ki

vV, = _
’ (K,-U + [S]) Km B kl (1.1)

Km bir Michaelis-Menten sabitidir. 1/2 Vmax’daki substrat konsantrasyonunu belirtir
ve substrat icin enzimin ilgisinin bir ol¢tstudur. Bu yizden Ky degeri ne kadar diisiikse,
substrat enzime o kadar siki1 baglanir, Km degeri ne kadar biiyiikse substrat enzime o kadar

zayif baglanir. Km degerleri ayni1 fonksiyona sahip enzimleri ayirt etmek i¢in de kullanilir

(Eisenthal and Danson, 1992).

Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, hesaplamalarin daha
kolay yapilabilmesi amaciyla bu hiperboliin bir dogru denklemi haline doniistiiriilmesine
thtiya¢c duyulmaktadir. Bu amagla eksen Olgekleri uygun sekilde degistirilerek, farkli
yollardan dogru denklemi haline getirilebilir. Bunlardan en fazla kullanilan1 Lineweaver-
Burk denklemidir. Michaelis-Menten denkleminin her iki tarafinin tersinin alinmasiyla

Linewear-Burk denklemi elde edilmis olur ve su sekilde tanimlanir:

1 K 1
—_ = +
Vﬂl vm ax | S | vnmx

(1.2)

Verilen denklemde ordinatta 1/Vmax, apsiste 1/[S] degerleri olmak iizere bir dogru
elde edilir. Bu dogrunun egimi Km/Vmax’dir. Linewear-Burk grafigi Vmax’1n degerini daha
dogru bulmak igin avantaj saglar. Michaelis-Menten esitligi ise Vmax V€ Kmn’nin

belirlenmesinde ve inhibitor etkinliginin analizinde kullanilir (Nelson and Cox, 2005).



v
l.:ﬁi"'l:'\‘\l/\'mu\

1/[S]

1Ky

Sekil 1.4. Lineweaver-Burk Grafigi (Keha ve Kiifrevioglu, 2009)

Enzim tarafindan katalizlenen tepkimelerin hizini etkileyen etmenler; ortamin pH’1,
enzim konsantrasyonu, sicaklik, zaman, substrat konsantrasyonu, tepkimenin iirtinii, ¢esitli

iyonlarin konsantrasyonu ile 151k ve diger fiziksel etmenlerdir.

Ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli olarak, enzimler Kkatalitik etki
gosterirken aktiviteleri ve etkinlikleri degismektedir. Bazi enzimler diisiik pH’l1 (asidik)
ortamlarda daha aktif olmakla birlikte, bazilar1 ise yliksek pH seviyelerinde (bazik ortamda)
aktivite gosterirler. Ancak genellikle enzim aktivitesi notral ortamlarda en yiksek

seviyededir.

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri, o enzimin optimum pH’1 olarak
adlandirilir. Bu deger, enzim molekiiliinlin yapisina katilan aminoasitlerin asit veya bazik
reaksiyonuna dayanmaktadir. pH degerinin degismesi, reaksiyon hizinin yavaslamasina

neden olur. Asitli ortamlarda enzimler, kismen denatiire olurlar (Demirci, 2009).

Enzimler protein yapida olduklarindan dolay: tipik protein 6zelliklerine sahiptirler.
Enzim etkisi en fazla sicakliga baglidir. Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi bir
optimum sicaklik degeri vardir. Yani bu sicaklikta ve ayni slirede en fazla substrat miktarini

parcalar veya burada reaksiyonun hizi en yiiksektir (Demirci, 2009).



Enzimin substrata doygun oldugu kosullarda, enzim konsantrasyonuna bagli olarak
enzimatik reaksiyonunun hizi dogrusal olarak artar. Ortamda yeterli miktarda substrat ve

kofaktor var ise; enzim konsantrasyonu arttik¢a, enzimatik reaksiyonun hizi da artacaktir.

Ortamda bulunan enzim konsantrasyonun sabit tutularak substrat konsantrasyonuna
bagl olarak ulagilan maksimum hiz noktasina Vmax denir ve enzimin katalitik aktivitesinin
bir ifadesidir. Substrat konsantrasyonu arttkca enzim reaksiyonunun hizi da artar. Fakat
substrat ilavesine devam edildik¢e bu hizli artis gittikge yavaslayarak sonucda belirli bir
diizeyde sabit kalir. Yani bazi durumlarda ortamda asir1 miktarda substrat bulunmasi,
substrat molekiillerinin enzime baglanmasini zorlastirarak enzimi inhibe etmektedir. Bu

olay ‘substrat inhibisyonu’ olarak isimlendirilir.

Enzimlerin ¢ogu islevlerini su igerisinde gosterdiginden, suyun miktarida enzim
aktivitesinde 6nemli bir kosuldur. Enzimler, genellikle su derisimi %15’in altinda olan

ortamlarda faaliyet gostermezler.

Enzim-substrat kompleksinin olusmasimi farkli yollarla etkileyen, enzim islevinin
azalmasina sebep olan dogal veya yapay kimyasal maddelere ‘enzim inhibitorleri” denir. Bu
maddeler enzim aktivitesinin durdurulmasi veya azaltilmasi istendigi durumlarda araci
olarak kullanilir. Boylece enzim faaliyeti ortamda bulunan inhibitdr konsantrasyonuna

baghdir.

Bazi enzimler aktivitelerini artirmak i¢in aktivator olarak adlandirilan iyonlar veya
kiiclik molekiillere ihtiya¢ duymaktadir. Aktivatorler genellikle metal iyonlaridir. Bir kisim
aktivatorler sadece substratla, diger bir kismi ise enzimle birleserek reaksiyonun hizlanmasi

ve enzimin aktivitesinin artisina yardimer olurlar.

Isigin enzim aktivitesi lizerine artiric1 veya azaltict etkisi vardir. Kirmizi ve mavi
151k, tiikiiriik amilaz1 ve diger bazi enzimlerin aktivitelerinde artisa neden olur. Ultraviyole

151k ise azaltici etki eder.

Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin baz1 bilesiklerin etkisiyle

azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayina inhibisyon denir. Buna neden olan bilesiklere ise



inhibitor ad1 verilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009). Inhibitdrler ¢ogunlukla diisiik molekiil
agirhigikl bilesik veya iyonlardir. Enzim aktivitesinin inhibe edilmesi biyolojik sistemlerde
bash basma bir kontrol mekanizmasi olusturdugundan oldukc¢a 6nem teskil etmektedir.
Inhibisyon arastirmalar1 sonucunda enzimatik reaksiyonlarmn mekanizmalari, enzimin
substrat spesifikligi, aktif merkezin yapist ve aktif merkezde rol oynayan fonksiyonel
gruplar aciklanabilir. Ayrica bir enzimin islevini yerine getirmemesi bazi hastaliklarin
sebebi olabilir; herhangi bir faktor bir enzimi inhibe ederek enzimin katalizledigi kimyasal
reaksiyonu durdurabilir veya bir hastaligi, bir farmakolojik ajan enzim inhibisyonu

Uzerinden tedavi edebilir.

Geri doniistimlii (tersinir) inhibisyon ve geri doniisiimsiiz (tersinmez) olmak tizere
iki tip inhibisyon vardir. Geri doniisiimsiiz inhibisyonda, inhibitdr aktif merkeze kovalent
olarak baglanmasiyla enzim inaktive olur. Geri doniisiimlii inhibisyonda ise inhibitor,
enzimle veya enzim substrat kompleksi ile kovalent olmayan sekilde baglanir. Doniisiimli
inhibisyonun; Yarigsmali (kompetitif) inhibisyon, Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyon,

Yar1 Yarigmali (unkompetitif) inhibisyon olmak {izere ii¢ tiirii vardir.

Yarigmali (kompetitif) inhibisyon, yapt bakimindan substrata benzeyen inhibitorler
tarafindan gergeklestirilir. Aktif merkeze baglanan inhibitér, enzim-inhibitor kompleksini
olusturur. Bu sayede substratin enzime baglanmasi engellenmis olur. Ancak substrat
konsantrasyonunun artirilmasiyla inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yani enzimin Vmax degeri
degismez. Ciinkii enzim-substrat ve enzim inhibitér komplekslerinin ayrigmalar bir denge
reaksiyonu oldugundan substrat konsantrasyonun artirilmasi dengeyi ES kompleksi yoniine
kaydirir. Yarismali inhibitor kataliz hizim1 ES kompleksi oranini diisiirerek azaltir. Bir
baska deyisle enzimin Kmn degeri artar. (Keha ve Kiifrevioglu, 2009). Yarigmali inhibitor

varliginda reaksiyon semasi asagidaki sekilde gosterilmistir.
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Sekil 1.5. Yarigmali (kompetitif) inhibisyon reaksiyon semasi
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Sekil 1.6. Yarigsmali inhibisyonun Michaelis-Menten ve Linewear-Burk grafigi (Aksoy,
2008)

Kinetik sabitler (Vmax ve Kj) Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak asagidaki
esitlige gore hesaplanabilir.

1_&[1+B|L+L
K J[s] ~

max

(1.3)

Ki degeri serbest enzimin ve enzim-inhibitér kompleksinin substrata karsi olan

tavrindan etkilenmektedir.



Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitér serbest enzime veya enzim-

substrat kompleksine aktif merkez digindaki bir bolgeden baglanir. Bu baglanma substratin

baglanmasin1 etkilemez. Aymi sekilde substrat baglanmasi da yarigmasiz inhibitoriin

baglanmasini etkilemez. Sekil 1.7’°de verilen reaksiyon mekanizmasina gore inhibitor, E ve

ES kompleksine baglanarak EI ve ESI kompleksini olusturur. ESI kompleksinden inhibitor

dontisimlii olarak ayrildigindan iirtin olusur. ESI kompleksi iiriin vermek tizere ES

kompleksinden daha yavas parcalandigi icin tepkimenin hizi yavaslamaktadir. Bu tiir

inhibisyonda, tepkimenin Vmax degeri azaldigi halde Km degeri degismez. Vmax’in azalmasi

bu faktore baglidir ve reaksiyonda maksimum hiza ulagilamaz.
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Sekil 1.7. Yarismasiz (nonkompetif) inhibisyon reaksiyon semasi
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Sekil 1.8. Yarigmasiz inhibisyonun Michaelis-Menten
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Kinetik sabitler (Vmax ve Kj) Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak asagidaki
esitlige gore hesaplanabilir.

1 K

i =_m
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(1.4)
Yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyonda, inhibitor enzim-substrat kompleksine
baglanir. Bu nedenle kompleksin yapist bozulmus olacagindan iiriin meydana gelmez.
Yarismali inhibitdr serbest enzime veya enzim-substrat kompleksine baglanabildigi halde
yar1 yarismali inhibitdr, sadece ES kompleksi olustuktan sonra enzimin substratin bagl
oldugu aktif yerden baska bir yerine reversibl olarak baglanip enzimi inaktive etmektedir.
Bunun i¢in tek substratli sistemlerde yar1 yarigmali inhibisyona daha az rastlanir. Bu tip
inhibisyon daha ¢ok iki substrath reaksiyonlarda gozlenmektedir (Marangoni, 2003). Yari
yarigmali inhibisyon sonucu Km Ve Vmax degerleri degismektedir. Vmax degeri azalirken K

degeri de kiiciiliir. Reaksiyon semasi;

B — Kp
E+S «——— ES — 5 F+P
K, |
|
ESI

Sekil 1.9. Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyon reaksiyon semasi
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Sekil 1.10. Yar1 yarigmali inhibisyonun Michaelis-Menten ve Linewear-Burk grafigi
(Gozlkara, 2008).

Kinetik sabitler (Vmax ve Kj) Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak asagidaki

esitlige gore hesaplanabilir.

LKL (1)

v Vinax [S] Vinax \ K;'E J

(15)

Geri doniisiimsiiz inhibisyonda, inhibitorler enzim {izerinde bulunan ve aktivite i¢in
esas olan bir fonksiyonel grubu yikarak veya onunla irreversibl (geri doniisiimsiiz) olarak
birleserek enzimi inhibe ederler. Bu tip inhibitérler enzimin spesifik gruplariyla kovalent
baglar olusturarak etki gdsterir ve enzim yapisint bozdugu i¢in geri doniisiim olmamaktadir.
Enzim-inhibitér kompleksinin seyreltilmesine ragmen enzim aktivitesini kazanamaz.
Ornegin; proteindeki sisteinin siilfidril yan zinciri ile kursun kovalent baglar olusturur.
Amoksisilin ve penisilin antibiyotikleri bakteri sentezine ait bir veya daha fazla enzimi

inhibe eder.

Canli hiicrelerde goriilen tiim biyokimyasal reaksiyonlar genetik kontrol altinda
hlcre icinde sentezlenen enzimlerin kontrolli ve dlizeni altinda meydana gelir. Buna gore

enzimler canlilik igin gerekli temel maddelerdir. Gida endiistrisinin temel ham maddeleri
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genellikle hayvansal veya bitkisel kaynakli triinlerdir. Bu sayede islem gérmemis
hayvansal ve bitkisel gida maddelerinin yapilarinda dogal olarak pek ¢ok enzim
bulunmaktadir. Gidalarda bulunan enzimler, gidanin karsilasilabilecegi ¢evre kosullarindan
veya gidaya uygulanan islemlerden biiyiik oranda etkilenirler. Buna goére enzimler islem
gormiis gidanin mevcut Kalitesini ve durumunu yansitir. Dogal enzimlerden bir kismi
gidanin kalitesini olumlu yonde etkilerken, bazilar1 ise istenmeyen reaksiyonlara ve bunlara

bagli degismelere neden olurlar.

Enzimatik esmerlesme, oksijen ve fenolik bilesikler ve polifenol oksidazlarin
etkilesimini iceren meyve ve sebzelerde meydana gelen yaygin bir renk reaksiyonudur.
Esmerlesme, genellikle monofenollerin o-difenollere ve o-difenollerin kinonlara enzimatik
oksidasyonu ile baglar ve reaktif kinon bilesikleri meydana gelir. Bu kinonoid maddeler
daha sonra enzimatik olmayan polimerizasyon reaksiyonlari ile kirmizi-kahverengi melanin
pigmeninin olusumuna yol agar. Enzimatik esmerlesme, taze kesilmis meyve ve sebze
endustrisinde kalitesinin korunmasina zarar verir, ancak ¢ay, kahve ve kakao gibi bazi gida
maddelerinde renk ve lezzet gelisimine fayda saglamaktadir. Elma, armut, muz, seftali,
marul ve patates gibi ¢esitli meyve ve sebzeler, isleme ve depolama sirasinda enzimatik
esmerlesmeye karsi 6zellikle hassastir. Esmerlesme sadece goriiniisleri lizerinde olumsuz
bir etkiye sahip olmakla kalmaz, ayni zamanda tat, koku ve doku gibi diger duyusal
ozellikleri ve ayrica besin degerini de bozabilir (Jiang, 2004; Komthong et al., 2006).
Geleneksel olarak islenmis gidalarin aksine, taze tirlinler canli dokulardan olusur ve isleme
sirasinda 6onemli doku hasarlart devam eder (Luo and Tao, 2003). Hicre vakuollerinde
fenolik bilesikler sitoplazmada PPO enziminden ayrildigindan bozulmamis bitki
hlcrelerinde enzimatik esmerlesme meydana gelmez. Bununla birlikte, dokular dilimleme,
kesme veya soyularak zarar gordiiklerinde, PFO ve fenolik bilesiklerin bir araya gelmesi ile
hizli bir esmerlesme reaksiyonu baslar. Ayrica esmerlesme, fenolik substratlar, PFO enzimi
ve oksijen, sicaklik, pH ve su aktivitesi agisindan optimum kosullar altinda bir araya

geldiklerinde olusur (Alici, 2012).

Enzimatik esmerlesme, minimal islenmis meyve ve sebzenin hasat sonras1 dmrii i¢in

en onemli sinirlayic1 faktorlerden biridir. Esmerlesme yogunlugu temel olarak oksidatif
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aktivite ve substrat konsantrasyonundan etkilenir. Fenolik bilesiklerin oksidatif
reaksiyonlarinda rol oynayan ana enzimler polifenol oksidaz (PFO) ve peroksidazdir (POD)
(Clemente and Pastore, 1998). POD, bitki alemindeki PFO’dan baska bir 6nemli oksidatif
enzimdir. Hidrojen peroksit varliginda fenolik bilesiklerin tek elektron oksidasyonunu
gerceklestiren ve bir demir-porfirin bilesigi olan hem iceren bir enzimdir. PFO tarafindan
katalize edilen baz1 fenoliklerin oksidasyonundan hidrojen peroksit iiretimi, PFO ile POD
arasinda sinerjistik etki yaratabilir ve bu, POD’nun esmerlesme islemlerine dahil

edildiginin izlenimini uyandirir (Subramanian et al., 1999).

Taze kesilmis triinlerin dokuda kizarmasina fenilalanin amonyum liyazinin (PAL)
da dahil oldugunu gosteren bir¢ok kanit vardir. PAL, fenilpropanoid yolundaki ilk enzimdir
ve PAL aktivitesindeki bir artis, PFO ve POD i¢in substrat olan fenolik bilesiklerin
Konsantrasyonunda bir artisa neden olur. Hisaminato et al. (2001), depolama sirasinda
kesilmis marulun enzimatik esmerlesmesi ile PAL aktivitesi arasinda bariz bir iliski
gozlemlemis ve PAL aktivitesini inhibe ederek esmerlesmenin Onlenebilecegini rapor
etmistir. Cantos et al. (2002), minimal islenmis patateslerde bir fenolik bilesik olan
klorojenik asit igeriginin artmasiyla birlikte PFO, POD ve PAL aktivitelerinde genel bir
artis bildirmistir.

Saltveit (2000)’e gore, fenilalanin amonyum liyazin (PAL), PFO ve POD'un
enzimatik aktivitesindeki artis, kesim sirasinda dokular tarafindan yapilan strese bir
cevaptir, bu da raf Oomriiniin azalmasina neden olur. Ayrica Jin et al. (2009), seftali
meyvesinin esmerlesmesinin  PFO, POD ve PAL enzimlerinin kombinasyonundan

kaynaklandigini tespit etmislerdir.

Kahverengilesmenin ekonomik o&nemi nedeniyle, PFO’lar fiziko-kimyasal
ozellikleri ile ilgili olarak genis bir sekilde incelenmistir. Ancak, bitki fizyolojisinde bu
enzimlerin rolii hakkinda bilgi hala sinirhdir. Glnimuze kadar polifenol oksidazlarin
bitkilerdeki fizyolojik rolleri hakkinda birgok teori ortaya atilmig ve tartisilmistir. PFO’nun
tabiattaki en 6nemli gorevi bitkilerin viral veya mikrobiyal enfeksiyonlara ve muhtemelen

de degisik iklim sartlarina karsi direncinde rol oynamasidir. Bitkilerin enfeksiyona karsi
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olan direnglerinde PFO’nun basitce gorevi sudur; enzim etkisi sonucu olusan kinonlar,
ikincil bir polimerizasyon reaksiyonlar1 vererek suda ¢oziinmeyen, koyu renkli polimerler
olustururlar. Bu polimerlerle doldurulan dokular enfeksiyonun yayilmasina karsi bariyer
gorevi istlenirler. Ayrica enzimin bitkide o-difenollerin biyosentezi, tohum katlarinin
sertlesmesi, genel bir oksidorediiktaz olarak hiicrelerdeki redox reaksiyonlarinin bir kismin
diizenledigi, fotosentezde elektron transport zincirinde rol aldigi, bitki hastaliklarina ve

kimyasallara kars1 koruyucu etkisi oldugu diistintilmektedir (Mayer and Harrel 1979).

Polifenol oksidazlar, fenolik bilesiklerin o-kinonlara oksidasyonunu katalize eden
bakir elementi iceren oksidorediiktaz enzimlerin bir grubudur (Van Gelder et al., 1997,
Oliveira et al., 2011). Fenolik substratlarin 0-kinonlara PFO enzimi ile doniistiiriilmesi iki
oksidasyon asamasi1 vasitasiyla gerceklesir. Birincisi, varolan bir hidroksil grubuna bitisik
orto konumunun hidroksillenmesidir: monofenol oksidaz veya monofenolaz aktivitesi,
ayrica hidroksilaz veya kresolaz aktivitesi olarak da ifade edilir (Sekil 1.11). ikinci olarak
o-dihidroksibenzenlerin o-benzokinonlara oksidasyonu: diphenol oksidaz veya diphenolaz
etkinligi, ayn1 zamanda katekolaz veya oksidaz aktivitesi olarak da bilinir (Vamos-Vigyazo,
1981; Yoruk and Marshall, 2003). Monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri etkisiyle olusan
kinoid maddeler polimerleserek kahverengi, siyah veya kirmizi pigmentler olusturur

(Whitaker, 1972; Kuyumcu, 2014) (Sekil 1.12).

OH OH
OH
Monofenolaz
— -
(Tirosinaz)

CH, CHa

NH;——CH——COOCH

NH5 CH ——COOH

3.4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)

Tirosin

Sekil 1.11. Monofenollerin o-hidroksilasyonu (Monofenolaz aktivitesi)
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OH 0
OH 0
Difenolaz
-
(Katekolaz)

CHa CH;
NH,——CH——COOH
NH,—— CH——COOH

3.4-dihidroksifenilalanin

Dopakinon
(L-DOPA)

Sekil 1.12. o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (Difenolaz aktivitesi)

PFO isimlendirmesi spesifik substrat ve etki mekanizmalarina dayanarak
yapilmistir. Bu isimlerden bazilari, katekol oksidaz, katekolaz, krezolaz, tirosinaz, polifenol
oksidaz, dopa oksidaz ve difenol oksidaz ve o0-oksidorediiktazdir. Tirosinazlar
monohidroksi fenollerin Oz varliginda p-kinonlara doniismesini katalizleyen enzimlerdir
(Espin et al., 1995). o-diphenol oksidazlar olarak da bilinen katekol oksidazlar o-dihidroksi
fenollerin Oz varliginda o-kinonlara yikseltgenme tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir.
Sistematik adlar1 1,2-benzendiol: oksijen oksido rediiktazdir (Partington and Bolwell,
1996). Lakkazlar, difenolik substratlarin oksijenin varliginda oksidasyonunu katalize eder,
ancak sadece o-difenollerle reaksiyona girebilen katekol oksidazlardan farkli olarak,
lakkazlar hem o- hem de p-difenolleri oksitleyebilir (Pourcel et al., 2006). Lakkazlar esas
olarak mantarlarda ve seftali (Prunus persica) ve kayisi (Prunus armeniaca) gibi bazi
bitkilerde bulunur, ancak ¢ogu diger meyve ve sebzelerde bulunmaz (Nicolas et al., 1994).
1981 yilindan itibaren bunlarin timii ‘Fenolazlar’ veya ‘Polifenol oksidazlar’ adi altinda

toplanmistir (Cimen, 2007).

Elde edilen kimyasal ve spektroskopik bulgular neticesinde PFO aktif bolgesinin iki
biniikleer bakir kompleksine sahip oldugu ve Tip 3 bakir merkez 6zelligi bulundurdugu
belirtilmistir (Fenton, 1995). Bakir atomunu merkezde bulunuslar1 ‘met’ (Em), ‘deoksi’

(Ed), ‘oksi’ (Eo) halleridir. Em; Cu*?-Cu*? aktif bolgeli metpolifenol oksidazdir. Ed; Cu*!-
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Cu*l aktif bolgeli PFO’nun indirgenmis halidir. Eo; Cu*?-02-Cu*? aktif bolgeli

oksipolifenol oksidazdir.

His, (:) . I|-Iis _His H1s,,," 1s
Cu § Cu /| \ Gu
/ |\/ N _ His. His TOH Tis His
1s  His @] His '
Oksi-PFO met-PFO
His, JHis
~ + +

Vi I\

His His His His

deoksi-PFO

Sekil 1.13. PFO’nun bakir atomu merkezleri

Polifenol oksidazin difenolaz ve monofenolaz cevrimlerinin, genelde birbirlerine
iliskin olduklar1 belirtilir. Ciinkii once monofenolaz ¢evriminde bir difenol (kresolaz
reaksiyonu) bundan sonra difenolaz g¢evriminde (katekolaz reaksiyonu) kullanilmak {izere

tretilir (Sekil 1.14).
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His > JHis 0, His, 29, @ SHis
(I) 11 T1Q #, (I (u\ /(u (H)
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deoksi-PFO oksi-PFO

O\
O\
N éiN
O \ * /—w\\ +
0 \ H 0] H
+
H,0
O
0\ 3
N N
| D g R
Hls,‘ O O \HIS His, ‘ ~9, His
(?C‘ u\ ( 1‘1\11) - (HJ/Cll\ /(‘1\M)
His His His His His 'O His His

Sekil 1.14. PFO icin tavsiye edilen monofenolaz ¢evrimi (Siegbahn, 2003)

Monofenolaz cevriminde, oksijenle temas eden deoksi-formundaki enzim oksi-
forma doniisiir. Bununla beraber fenoliin hidroksi grubu, oksi-formundaki [Cu(l)-O2-Cu(l)]
PFO’nun bir bakir atomuna aksiyal pozisyonda baglanir. Orto-pozisyonda bir oksijenlenme
bu baglanmayi takip eder. PFO’nun oksi formu bir monofenolii doniistiirebilecek tek aktif
merkez formudur. Bu form, Cu(l)-O2-Cu(l) ifadesiyle yazilabilir, lakin en uygun olarak
peroksid [Cu(ll)-O2%-Cu(Il)] seklinde ifade edilir. Substratin baglanmasinin ardindan
olusan bu bes koordinatl ara iirliniin yeniden diizenlenmesinin ardindan, fenolik substratin

orto-hidroksilasyonu, difenolik triiniin koordinasyonu ve su kaybi gergeklesir (Sekil 1.15).
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Sekil 1.15. PFO icin tavsiye edilen difenolaz gevrimi (Siegbahn, 2003)

Oksi-formdaki PFO’ya bir difenol, difenolaz ¢evriminde baglanir. Orto-benzokinon
iirlinii molekiil i¢i elektron transferi sonucunda olusur ve bu anda enzimin deoksiformu,

yeni bir katalitik cevrime girmek {izere hazir hale gelir.

Olusturulan o-kinon bilesikleri, enzimatik olmayan oksidasyon reaksiyonlari ile
hizli bir sekilde kolayca polimerleserek, koyu kahverengi suda az ¢oziinen polimerik
yapilara doniisiirler ve canlilarda bulunan en reaktif ara {irlinlerdir. Olusturulan bu
pigmentler esmerlesme reaksiyonunun karakteristigini yansitir. Hem monofenolaz ve hem
de difenolaz cevrimlerinde gorildiigii gibi, katalitik ¢evrimlerin ilging bir yonii, net
reaksiyonda digaridan her hangi bir protona gerek duyulmamasina ragmen, bayagi yogun
bir proton akisinin var olmasidir. Ornegin, difenolaz ¢evriminde (Sekil 1.8) O-O baginin

parcalandig1 anda {i¢ protona ihtiyag vardir.
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Enzim aktivitesini izlemek igin gesitli PFO testleri gelistirilmistir. PFO enzimi
aktivitesi, farkli monofenolik ve difenolik substratlar varliginda ve cesitli polarografik,
manometrik, kronometrik ve spektrofotometrik yontemler kullanilarak, iirliniin olusum

veya substratin tilkkenme hizinin dl¢iilmesiyle belirlenebilmektedir.

Fenolik substratin oksidasyonu sirasinda kullanilan Oz, bir respirometre ile sistemin
oksijen kullanmasi ilkesine gore manometrik olarak veya bir oksijen elektroduyla
palografik olarak 6l¢iim yapilabilir (Mayer et al., 1966). Kronometrik yontem ise askorbik
asit varliginda ilk rengin gézlemlendigi zamanin belirlenmesi ilkesine gore yapilir (Mayer

et al., 1966).

Spekrofotometrik yontemde ise genelde ya substratlarin oksidasyonu izlenir ya da
esmerlesme reaksiyonunun bir {irliniiniin olusma hizininin Olglimii yapilarak enzim
aktivitesi tayin edilir ve bu metot daha kolay ve ¢abuk oldugundan digerlerine gore tercih
edilir (Whitaker, 1972). Monofenolik substratlara yonelik PFO aktivitesi, o-kinonun
Olusum hizin1 Slgerek 400-500 nm’de karsilik gelen degerin spektrofotometrik olarak
belirlenebilir. o-difenollerin gii¢lii emilim gosterdigi 280 nm’ye yakin absorbans kullanima,
monofenolik substratlardan o-difenol olusumunu degerlendirmenin bagka bir yoludur. En
yaygin uygulanan yontem ultraviyole/gorinir (UV/Vis) spektrofotometredir (Garcia-
Molina et al., 2007). Tipik olarak, bu, PFO ile katalize edilmis reaksiyonlarin iiriinii olan o-
kinonlarin UV/Vis emiliminin izlenmesini icerir. Bununla birlikte, o-kinonlar kararsizdir ve
zaman icinde polimerize olabilirler (Fenoll et al., 2000; Fenoll et al., 2001). Sonug olarak,
UV/Vis emilimi degisebilir ve dogru olmayan kinetik 6l¢timlere neden olabilir. o-kinonlar
ve 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) gibi niikleofilik reaktifler arasindaki
birlesmis reaksiyon iirlinli olusumunun izlenmesini igeren alternatif bir spektrofotometrik
yontem gelistirilmistir. Bu niikleofilik reaktif, kararsiz o-kinon uUrunlerini kararli bir
reaksiyon uriinu haline cevirir ve boylece istenmeyen o-kinon polimer birikimini énler ve
Kinetik olgiimlerin hataliligini azaltir (Espin et al., 1995). Bu reaksiyonun mekanizmasi

detayli bir sekilde ortaya konmustur (Rodriguez Lopez et al., 1994).
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COCH HO. COOH 0 COOH
O™
HO HO ]

NK ND
Sekil 1.16. Polifenol oksidazin kromojenik bir niikleofil (MBTH) varliginda monofenolaz
ve difenolaz aktiviteleri (M: monofenol, D: difenol, K: o-kinon, N: kromojenik
nikleofil, ND: nikleofil-difenol renksiz katilma triinii, NK: niikleofil-kinon
kromoforik katilma iiriinii) (Ozel, 2008)

Polifenol oksidaz enzimi ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik
mantarlarda bulunmustur (Whitaker, 1972). Bitkilerde yaygin olmasmin yani sira
mikroorganizmalarda, mantarlarda ve hayvansal organizmalarda da bulunmaktadir. Ayrica
baz1 toprak tiirlerinde glukoz oksidaz gibi oksido rediiktaz enzimlerinin yani sira PFO
enziminin de varlig1 ve aktivitesi rapor edilmistir (Sarkar et al., 1989; Gulko and Khaziyev,
1993).

Bitkilerin icerdikleri PFO miktari, tiire ve bitkinin yetistirilis sartlarina gore
degiskenlik gostermektedir. Hatta ayn1 organizmanin farkli organlarinda bulunan PFO,
farkli karakteristik Ozellik gosterebilmektedir. Bir¢ok sebze ve meyvenin igerisinde;
zeytinlerin, Ozellikle katekol substrati lizerine, en yliksek PFO aktivitesine sahip oldugu

rapor edilmistir. PFO’nun bitki hiicrelerindeki lokalizasyonu bitkinin yasina, tliriine; meyve
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ve sebzelerde ise olgunluga bagli bir durumdur (Stephens and Wood, 1974; Padron et al.,
1975; Mayer, 1987).

Meyve ve sebzeler ¢ok c¢esitli fenolik bilesikler bulundururlar. Fakat bu bilesiklerin
¢ok az bir miktar1 PFO enzimi i¢in substrat olabilmektedir. Polifenol bilesiklerinin enzim
katalizli reaksiyonlar sonucu meyve ve sebzelerde renk bozulmalarina neden olmalarinin

disinda, meyvelerin tatlarina da etkide bulunurlar.

Flavonoid tipi fenollerle, basit fenoller, PFO’nun meyve ve sebzelerdeki en 6nemli
dogal substratlaridir. Bunlardan bazilari sinamik asit esterleri, katekinler,3,4-dihidroksifenil
etilamin (dopamin), 3,4 - dihidroksifenil alenin (DOPA) ve tirozindir. Katekol (o-dihidroksi

fenol); enzimatik oksidasyon ¢alismalarinda model substrat olarak kullanilmaktadir.

Flavonoidler bitkisel gidalarda yenilebilir kismi ile kok, gévde, yaprak, meyve ve
tohum kisimlarinda yaygin ve bol miktarda bulunan bilesiklerdir. 15 C atomlu 2-fenil
benzopiron (difenil propan) yapisi (Cs-C3-Cs) gosterirler. Bu yapilart nedeniyle polifenolik
bilesikler olarak kabul edilirler. Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi asagidaki gibidir
(Frudenberg and Weinges, 1962).

-
-
[(__.—- T
=
-,

&\\\;/ L\\vﬂ/
Sekil 1.17. Flavonoidlerin kimyasal yapisi

Flavonoidlerin 3-hidroksi tirevleri olan katekinler Cz atomunda bir -OH grubu
icerdiginden sistematik olarak flavan-3-ol olarak isimlendirilirler (Aron and Kennedy,
2008). Katekinler, dogada (+)- katekin ve onun stereoizomeri seklinde olan (-)- epikatekin
olarak mevcuttur. Katekinlerin sicak sodyum karbonatla muamelesinden diger formlari

meydana gelir.
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I
HO— 7 O Y
| H
= r ~ -~ R
OH Ry
(+) - Katekin (Ri=H.R,=0H)
(-) - Epikatekin (R;=0H.R,=H)
Sekil 1.18. Katekinlerin kimyasal yapis1 (Frudenberg and Weinges, 1962).

Klorogenik asit, PFO’nun en yaygmn dogal substrati olan sinamik asitin

esterlerindendir. Klorogenik asidin kimyasal yapis1 asagidaki gibidir.

HO

HO—\/ A CH=— CH—CO
’ |
—

O
HO OH
\\
COOH
OH

Sekil 1.19. Klorogenik asidin kimyasal yapisi

Klorogenik asidin kafeik asit (3,4-dihidroksi sinamik asit) kismmin p-kumarik
asidin (4-hidroksi sinamik asit) PFO tarafindan hidroksilasyonu ile olusturdugu rapor
edilmistir (Sato, 1962).
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HO

HO CH=CH—COOH HO CH=CH—COOH
Kafeik asit p- kumarik asit
( 3.4~ dihidroksi sinamik asit ) ( 4- hidroksi sinamik asit )

Sekil 1.20. Kafeik asit ve Kumarik asitin kimyasal yapisi

OH

HsC OH

Sekil 1.21. 4-metil katekolin kimyasal yapisi

OH

HO

Sekil 1.22. Katekoliin kimyasal yapis1

PFO’nun yaygin olarak kullanilan basit fenolik substratlarindan biri olan tirozin
neredeyse her bitkide bulunur ve proteinlerin yapisini1 olusturan amino asitlerden biridir.
Tirozin ve Dopaminin (3,4-dihidroksifenil etil amin) PFO ile hidroksilasyonu sonucu
olusan L-DOPA (3,4-dihidroksifenil alenin) bitki dokularinda bulunur. Ayrica bir¢ok besin
maddesinde bulunabilen tirozin, enzimatik oksidasyon sonucu 3,4 dihidroksifenil alanin

(DOPA) tizerinden melanin olusumunda etkili bir rol oynayan substratlardandir.
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Elma gibi baz1 kaynaklardan elde edilen PFO, L-DOPA’y1 dehidrogenasyona

ugratmasma karsin, tirozine karsi aktivite gostermez, ancak p-kresolu hidroksilledigi
goriilmiistiir (Stelzig et al., 1972).

H H NH,
H,N c‘r ____COOH HN___ ¢___COOH c|rH1
b " L8
_?/’L‘“‘\ r?’/;\\
HO -~ \H‘Q‘-\. ,/'H T]
lH H
L- DOPA

Dopamin
L- tirozin ( 3.4- dihidroksifenil alanin) (3.4-dihidroksifenil etilam

Sekil 1.23. Basit fenolik substratlarin kimyasal yapisi

Yukaridakilerin disinda, asagidaki tabloda goriildiigii gibi literatiirde PFO’nun
substratlar1 olarak kullanilan birkag¢ substrat vardir.

Cizelge 1.1. Baz1 PFO substratlar1 (Dogan et al., 2009).

Monofenol Difenol Trifenol
p-kresol Katekol Pirogallol
Tirozin Klorogenik asit Gallik asit

4-hidroksibenzoik asit
2-hidroksibenzoik asit
4-hidroksisinamik asit

3-hidroksisinamik asit

L-Dopa
Kafeik asit
Hidrokinon

3,4-dihidroksibenzoik asit

Ferulik asit Dihidrokumarik asit
Syringic asit Dopamin
Vanilik asit Rezorsinol

Floroglusinolin
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Baz1 bitki

PFO’lari,

Oorn. mantar, patates,

bakla,

hem monofenollerin

hidroksilasyonunu hem de difenollerin oksidasyonunu katalize eder. Ancak bazi PFO’lar,

tirozine (monofenoller) yonelik hicbir aktivite gostermez, bu da monofenolaz (krozolas)

aktivitesinin olmadigim1 gosterir. Cizelge 1.2, bazi bitki PFO’larinin aktivite tiirlerini

gostermistir.

Cizelge 1.2. Baz1 PFO’larin aktivite tiirleri (Dogan et al., 2009).

PFO Kayna@ Monofenol Aktivitesi Difenol Aktivitesi
Ay cekirdegi - +
Starking elmasi + +
Muz - +
Cilek - +
Cerimoya + +
Kayisi - +
Ananas - +
Arap sakiz - +
Musmula meyvesi - +
Cennet meyvesi - +
Enginar - +
Dut - +
Pancar + +
Marul - +

Substrat 6zgiilliigii sadece meyve ve sebzenin tiirline baglh degildir, bununla birlikte

bir 6lgliye kadar enzimin meyve ve sebzenin ekstrakte edildigi kismina ve yetistirilis

kosullarina baghdir. Aktivitenin gozlemlendigi pH araligi da substratin kullanilabilirligini

etkilemektedir (Lavollay et al., 1963; Vamos-Vigyazo and Gejzago, 1978).

PFO’lar

hakkinda,

esmerlesmenin

ticari

onemi

sebebiyle buyik 6lcude

arastirilmalar yapilmistir. Enzimatik esmerlesme elma, armut, muz, seftali gibi meyvelerde,

patates gibi sebzelerde ve yemeklik mantarlarda daha ¢ok meydana gelir. Fakat yeterli
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miktarda PFO enzimi ve fenolik madde icermeyen limon, domates, turuncgillerde yuksek
asit sebebiyle enzimatik esmerlesme problem olusturmamaktadir (Ponting, 1960; Vamos-
Vigyazo, 1981). Diger yandan bazi tahillardan elde edilen unlardaki yliksek PFO enzim
aktivitesinden otlrl, ekmek ve makarna iiriinlerinin esmerlesme gosterdigi ve olusan
kinonlarin proteinlerle birleserek gidalarin sindirimini zorlagtirdig1 ve bu arada lizin amino

asidinin etkisini azalttig1 rapor edilmistir (Vamos-Vigyazo, 1981).

Bir¢ok calisma, PFO ifadesi ile biyotik strese direng/tolerans arasinda pozitif bir
iliski oldugunu bildirmistir. Ornegin, arttirilmis PFO aktivitesi sergileyen patates cesitleri,
bakteri ¢esitlerinden Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium atrosepticum,
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis and Dickeya spp.’in  neden oldugu

yumusak ¢iirlime hastaligina daha fazla tolerans gostermislerdir (Ngazee et al., 2012).

Gida endiistrisinde, polifenol oksidazlar esmerlesme etkileri i¢in istenmese de,
cesitli faydali amaglar i¢in uygulanabilirler. Birka¢ durumda, karakteristik lezzetler veren
bilesiklerin olusumuna yol acgtigindan enzimatik esmerlesme faydali olabilir (Hurrell and
Finot, 1984). Makarnada sar1 renk karotenoid igerigi ve irmigin lipoksijenaz aktivitesi ile
iligkilidir. Kirmiz1 bilesen bunun yerine kurutma sirasinda Maillard reaksiyonunun
sonucudur ve son olarak, esmerlik fenolikler ve PFO’lara baghdir. Ayrica PFO'larin,
kepekli un (Sing and Sheoran, 1972), hamur (Baik et al., 1995) ve Cin bugulanmis ekmegi
(Dexter et al., 1984) ve eriste gibi gesitli son {irlin gesitlerinin esmerlesmesinden sorumlu
oldugu bildirilmistir. Yine ¢ay, kakao, kahve, siyah incir ve siyah {iziim gibi gida
urinlerinde PFO aktivitesi arzulanan bir durumdur (Casado-Vela et al., 2005). Bu sayede

bu Grtnler istenen son Urlin tekstiiriine kavusurlar.

Ayrica PFO’lar bira, sarap ve meyve suyunda esmerlesme, pus olusumu ve
bulaniklik gelisiminden sorumlu olan fenoliklerin giderilmesinde igecek islemede
kullanilabilirler. Polifenol oksidazlar, o6zellikle lakkazlar, biyopolimerleri ¢apraz
baglayabildiklerinden, simdilerde firinlama islemi i¢in ilgi uyandirmaktadir (Rodriguez
Couto and Toca Herrera, 2006). PFO, bir o-difenolik antioksidan olan hidroksitirozoliin

biyosentezi ve kirmizi-mor betalainler ve altin renkli auronlar gibi gida renklendiricilerinin
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biyosentezi gibi durumlarda teknolojik uygulamalari i¢in gerekli olan yeterli monofenolaz
aktivitesini gosterir (Simsek and Yemenicioglu, 2007). Ayrica gida endiistrisinin farkli
yonlerinde polifenol oksidazlar, askorbik asit tayininde, seker pancar1 pektin jellesmesinde

kullanilirlar.

Gelismis iilkelerde toksik bilesiklerin atik sulardan ¢evreye atilmadan Once
uzaklagtirilmalari i¢in hiikkiimet mevzuati daha siki bir hal almaktadir. Son ilgi, fenoliklerin
endiistriyel atiklardan cikarilmasi i¢in enzimatik bir yaklagim olarak peroksidazlarin ve
polifenol oksidazlarin kullanimina odaklanmistir. Peroksidazlar, fenolik bilesikleri genis
pH ve sicaklik araliginda etki etme yetenegine sahiptir, ancak stokiyometrik miktarlarda
hidrojen peroksit gerektirir. Bu agidan, ¢alismak icin sadece oksidan olarak molekiiler
oksijene ihtiya¢ duyan polifenol oksidazlar daha avantajli goriinmektedir (Edwards et al.,

1999).

Tibbi alanda, yakin tarihli bir aragtirmaya gore, polifenol oksidazlarin dis
curiimesinden sorumlu olan bir bakteri olan Streptococcus sobrinus’un dis yiizeyine
yapigsmasini Onledigi bulunmustur (Cowan, et al., 2000). Ayrica, polifenol oksidazlar
Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in kullanilabilir. Polifenol oksidazin etkisiyle L-tirozin,
Parkinson hastaliginda yetersiz olan dopamin takviyesi yapmak i¢in kullanilan L-DOPA’ya
dontistiriilir (Xu et al., 1998; Asanuma et al., 2003).

PFO enziminin aktivasyonu ¢ogunlukla istenmeyen bir olay oldugundan bu durum
PFO'nun inhibisyonu ve enzimatik kararmanin Onlenmesi {iizerine ¢ok fazla calisma

yapilmigken, aktivasyonu iizerine yapilan ¢aligmalar ¢ok az olmasina sebep olmustur.

Uziim PFO’su kisa bir siire i¢in asidik pH’ya ya da iireye maruz birakildiginda 4-10
kat arasinda doniisiimlii olarak aktive olmaktadir. Yiiksek iyonik siddetlerde, asitlerle olan
aktivasyon daha yiiksektir. Bu durum, kloroplastlarda oldugu gibi kismen saflastiriimis
enzim ekstraktlarinda da rastlanir. Urenin inaktif bakla PFO’sunu aktive ettigi ve ayni
zamanda enzimin monofenoller iizerine olan etkisinde artmaya sebep oldugu rapor

edilmistir (Lerner et al., 1972).
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Ispanakta inaktif sekilde bulunan PFO enzimi, hem dogal hem de denatiire tripsin
ile aktive edilebildigi belirtilmistir (Tolbert, 1973).

Anyonik deterjan, SDS, bir¢ok bitki kaynagindan gizli PFO aktivatorii olarak
yaygin sekilde kullanilmistir. Cogu enzim, proteinlerin {igiinciil ve kuaterner yapisinin sert
bir sekilde degismesi nedeniyle SDS ile muamele (izerine biyolojik aktivitelerini kaybeder.
PFO’nun SDS’ye direnci, belki de PFO yapisini giiclendiren disiilfit baglarinin varligindan
kaynaklanmaktadir. SDS aktivasyon derecesi bitki materyallerine gore biiylik Olciide
degisir. Ornegin, tanimlanmis deneysel kosullar altinda PFO aktivitesi baklada yaklasik 65
ila 119 kat (Sanchez-Ferrer et al., 1990; Jimenez and Garcia-Cannona, 1996), uziimde 19
kat (Sanchez-Ferrer et al., 1989), seftalide 25 kat (Laveda et al., 2000), muzda 10 kat (Sojo
et al., 1998), patates yapraginda 4 kat (Sanchez-Ferrer et al., 1993) ve mangoda SDS ile 7
kat (Robinson et al., 1993) arttigi rapor edilmistir. SDS ile PFO aktivasyonu, bir dizi
parametreye baghdir: deterjan konsantrasyonu ve pH, literatiirde tipik olarak vurgulanan

parametrelerdir.

Ortama Cu*? iyonlarmin eklenmesi turp PFO’sunda aktivite artisina sebep olurken,
Cu*? iyonlarinin patates PFO’suna etkisi olmadig1 belirlenmistir (Weaver et al., 1968;

Ishigoro and Aoyaina, 1970).

PFO tarafindan katalizlenen adrenalinin oksidatif dongusunii ve renkli ara
bilesiklerin olusumunu L-DOPA aktive eder. Tatli patates dokularinda substratlarin

uyardig1 aktivasyona da rastlanmistir (Schaller, 1972).

Enzimatik kahverengilesme patates, mantar ve marul, meyveler ve kabuklu deniz
hayvanlarinda rastlanan O6nemli bir sorundur (Sapers, 1993). Renk degisikligi, gida
tirtinlerinin goriiniimiinde ve duyusal 6zelliklerinde zararli degisikliklere neden olabilir, bu
da raf Omriinlin kisalmasina, piyasa degerinin diismesine ve iriiniin pazardan tamamen

cikarilmasina neden olur.

Yilda  milyonlarca  dolarhk  idiriin  kaybi, enzimatik  esmerlesmeden
kaynaklanmaktadir (Martinez and Whitaker 1995; Whitaker 1996; Kim et al., 2000).

Meyve ve sebzelerde ve ayrica karides ve istakoz gibi deniz iirlinlerinde PFO kaynakli
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zararli esmerlesme reaksiyonlarmin sebep oldugu ekonomik kayiptan dolayi, kaliteyi
korumak ve iirin raf dmriinii uzatmak i¢in kontroliinii gerektirir. Simdiye kadar, taze
kesilmis meyvelerin ve sebzelerin enzimatik esmerlesmesini kontrol etmek igin cesitli
teknikler ve mekanizmalar arastirilmis ve teorik olarak, tum teknikler bir veya daha fazla
temel bilesenin (oksijen, enzim, bakir veya substrat gibi) esmerlesme reaksiyonundan
elimine edilmesine ¢alisildi. Sonug olarak, kararma Onleyici kimyasal kullanimi, modifiye
atmosfer ambalajlari, 151l islem ve sogutma depolari, taze kesilmis meyve ve sebzelerin

baslangi¢ rengini korumaya yardimci olmak i¢in kullanilan en yaygin yontemlerdir.

Oksijenin PFO’dan uzaklastirilmasi enzimatik esmerlesmeyi de kontrol edebilir,
fakat oksijen tekrar mevcut oldugunda esmerlesme yeniden baglayabilir (Langdon, 1987).
Bu nedenle, enzimatik esmerlesmeyi Onlemenin en 1iyi yolu, esmerlesme Onleyici

maddelerin kullanimidir.

Esmerlesmeyi oOnleyici inhibitdrler enzim iizerinde etki gosterir veya enzimatik
katalizin substrati veya tiriinleri ile reaksiyona girerek esmerlesme pigmentinin olusumunu
engeller (Arslan and Dogan, 2005). Daha genis bir ifade ile bu bilesikler, reaksiyondan bir
aktif reaksiyon elementini, yani enzim, substrat, bakir veya bir reaksiyon ara iiriiniinii (o-
kinonlar) ortadan kaldirarak esmerlesme reaksiyon hizini azaltir veya inhibe eder (Vamos-

Vigyazo, 1981; Richardson and Hyslop 1985).

Esmerlesmeyi engelleyen maddeler; indirgeyici ajanlar, selatlayici ajanlar, enzim
inhibitorleri, asitlestirici bilesikler, enzimler ve komplekslestirici bilesikler olarak etki
mekanizmalar1 bakimindan birkag gruba ayrilabilir. Inhibisyon mekanizmasi, bireysel
enzimatik esmerlesme Onleyici  kategorileri i¢in  degiskenlik  gosterir.  Etki
mekanizmalarindaki farkliliklar, ayni anda birka¢ ajanin kullanilmasini miimkiin kilar ve bu
sayede inhibisyon etkisi, bireysel olarak kullanilan inhibitorlere kiyasla daha fazladir

(McEvilly and lyengar 1992).

Yaygin kullanilan bilesenlerden biri askorbik asittir. Enzimatik esmerlesmeye neden
olan polifenol aksidaz enziminin dogal inhibitorlerinden biri olan askorbik asit (Aguilar et

al., 2005), o-kinonlar1 o-fenolik bilesiklere indirgeyip PFO enzimini inaktif ederek renk
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bozulmasini engellemekte ve bu sirada kendi de parcalanmaktadir ve PFO aktif bdlgesinde
Cu®*’nin mononiikleer bakir Cu*’ya indirgeyerek inhibitdr etkisini gosterir. Ayrica
ortamdaki oksijeni de indirgeyerek esmerlesme reaksiyonlarim1 diger bir yolla inhibe
etmektedir (Fortuny and Belloso, 2003). Bunlarin haricinde askorbik asitin selatlayici
ozelligi bulunmaktadir. Askorbik asit enzimin prostetik grubunu selatlayarak enzime direkt

olarak etki etmektedir.

Askorbik asit, iy1 bir antioksidandir ve glinlimiizde yaygin olarak kullanilan en ¢ok
esmerlesme Onleyici maddedir (Rupasinghe et al., 2005). Askorbik asit ayrica, giiglii
antioksidan aktivitesine ek olarak, esmerlesme siireci gergeklesmeden 6nce olusan kinonlari
baslangi¢ katekollerine geri dondiirerek depolama sirasinda polifenol oksidazi inhibe

edebilir (Abo-Shady et al., 2007, Ali et al., 2013).

Dogayla 6zdes esmerlesme Onleyici ajanlari, genellikle giivenli durum olarak kabul
edildikleri ve toksik olmadiklari i¢in favori gruptur. Esmerlesmeyi kontrol altina almak igin
yaygin olarak kullanilan cesitli dogal inhibitdr ajanlar arasinda askorbik asit, sitrik asit ve
taze meyve ve sebzelerde bulunan zayif organik asitler olan oksalik asit bulunur (Son et al.,
2001; Lee et al., 2003). Askorbik asit, sitrik asit ve oksalik asit bitki dokularinda yaygin

olarak bulunan zayif organik asitlerdir.

Sitrik asit gibi asitlestiriciler de PFO inhibitorleri olarak yaygin sekilde
kullanilmistir. Sitrik asit, pH’1 diisiirerek (optimal PFO aktivitesi i¢in gerekli olanin altinda)
ve bakir selatlama yoluyla PFO iizerinde ¢ift inhibe edici bir etki gosterir (Ibrahim et al.,
2004). Ayrica PFO proteini tizerindeki histidin kalintilarina karsi bolgeye 6zgii 6zgiilligi
sayesinde askorbik asit gorevi de gorur (Osuga et al., 1994).

Indirgen maddeler gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar, o-
kinonlarin birikmesini Onleyerek melanin olusumunu inhibe ederler veya stabil renksiz
tirtinler olusturabilirler (Eskin et al., 1971; Kim et al., 2000). Bu maddelerden, enzimatik
esmerlesmenin en giiglii inhibitorlerinden biri kukirt dioksit (SO2) veya sulfit, ozellikle
sodyum sulfit, sodyum bisulfit ve sodyum metabisdlfittir (Eskin et al., 1971; Kim et al.,

2000). Meyve ve sebze endiistrisinde, etkili olmalar1 ve diisiikk fiyatlarindan Otiirii
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esmerlesme Onleyici inhibitori olarak siilfitleme yaygin olarak kullanilmistir (Eskin et al.,
1971; Eskin 1990). Siilfitlerin sadece bir indirgeyici madde olarak degil ayn1 zamanda
PFO’yu dogrudan inhibe etme kabiliyetine sahip olduguna inanilmaktadir. Ayrica
kinonlarla etkilesime girerek onlarin kahverengi pigmentler olusturmasini engelleyici
etkide bulunurlar (Ashie et al., 1996). Siilfitler ¢ok kullanilan bir PFO inhibit6rii olmasina
ragmen, sebze ve meyvelerin taze olarak pazara sunulmasi, satilmast ve servis yapilmasi

durumunda kullanimina izin verilmez (FDA, 1996).

Asitleyiciler veya asitlestiriciler (askorbik asit, malik asit, sitrik asit, fosforik asit),
meyve ve sebzelerde pH’1 azaltarak veya bakiri selatlayarak PFO aktivitesini inhibe
edebilir (Richardson and Hyslop, 1985).

PFO, aktif bolgesinde bakir igerir ve selatla bakirin ¢ikarilmasi kaginilmaz olarak
PFO’yu pasif hale getirir. Metal enzim kompleksindeki gecis metallerine baglanarak
enzimleri etkisiz hale getirebilen sorbik asit, polikarboksilik asitler (sitrik, malik, tartarik,
oksalik ve siiksinik asitler), polifosfatlar (ATP ve pirofosfatlar), makromolekuller (porfirin,
proteinler) ve etilen diamin tetra-asetik asit (EDTA) gibi selatlayic1 ajanlar, cesitli gida

isleme uygulamalarinda kararmay1 dnleyici maddeler olarak kullanilmaktadir.

Dogal olarak olusan bir anyonik polisakarit olan pektin, %0,5’lik bir
konsantrasyonda kullanildiginda elma suyunun esmerlesmesini %5-10 oraninda inhibe
ettigi gozlenmistir (Tong et al., 1995). Pektin icinde bulunan karboksil gruplarinin,
PFO’nun bakir kismimi selatlayabildigine ve bdylece kizarmayr oOnleyebilecegi

diistiniilmektedir.

Sistein o-kinonlarla reaksiyona girer ve renksiz bir bilesik olusturur ve boylece renk

degisimlerini geciktirerek PFO aktivitesini azaltir (Dudley et al., 1989).

Esmerlesmeyi onleyici bagka bir madde olan 4-hidroksiresorinol, aktif olmayan bir
kompleks olusturmak icin PFO ile baglanir ve bdylece esmerlesme reaksiyonunu azaltir

(Lambrecht, 1995).
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Bunlarin haricinde PFO enzimini inhibe edici ve enzimatik esmerlesmeyi onleyici
olarak termal prosesler, yiiksek basing uygulamalari, vurgulu elektrik alan, UV 1sinlari,
ultrasound, modifiye atmosfer uygulamalar1 gibi fiziksel yontemler kullanilmaktadir. Gida
endiistrisinde PFO’nun termal yolla inhibisyonu sayesinde enzimatik esmerlesme
Onlenebilir fakat geleneksel 1s1 uygulamalari renk bozulmalari, tat bozuklugu, vitamin ve
besin degeri kayiplar1 gibi kotu etkilere sebep olabilir. Yine bu gibi yontemlerin uygulama

zorlugu ve yiiksek maliyetli olmalar1 gida sanayinde kullanilmalarini kisith hale getirmistir.

Asmagiller familyasmin Vitis cinsinden sarilgan bir bitki olan iiziim, tarihgesi MO
5000 yilina kadar dayananan ve yeryiiziinde kiiltiirii yapilan en eski meyve tiirlerinden

biridir. Anavatani Anadolu’da dahil olan Kii¢iik Asya ve Kafkasya'y1 kapsayan bolgedir.

Uziim, diinyanin en ¢ok iiretilen meyve mahsullerinden biridir ve her yil yaklasik 75
milyon ton iiretilmektedir. Ayn1 zamanda en bol meyvelerden biridir. Uziim yetistiriciligi,
100 farkl tilkede 2014 yilinda 7,5 milyon hektarlik bir yiiz6l¢iimii ile diinyaya yayilmistir.
Uziim, sarap, meyve suyu, regel, jole, iiziim cekirdegi 6zii, kuru iiziim, sirke ve iiziim
cekirdegi yag gibi taze ve islenmis iiriinler olarak tiiketilir. Uziim en yiiksek teknoloji
(sogutma, kiikiirtlestirme, ambalajlama, soguk hava deposu) ve uygulamalara (el emegi)
sahip meyvelerden biridir. Uziimiin ¢ok yonliiliigii ve kiiresel iiziim iiriiniiniin boyutu gz

oniine alindiginda, iiziim pazarmin kiiresel gida tiiketiminde 6nemli bir rol oynadig: agiktir.

Tiirkiye, uygarligin besiginde uzun bir ge¢gmise sahip bagcilik i¢in uygun bir alan
arasinda yer almaktadir. Tiirkiye, liziimiin 6nde gelen {ireticilerinden biridir. 468.792 hektar
iziim bag1 ve yaklasik 4 milyon ton {iretime sahiptir. Diinya genelinde 77 milyon tondan
fazla Gziim, 7,1 milyon ha’dan fazla uretilmektedir. Ulkemizde 1 milyon 945 bin tonu
sofralik, 1 milyon 524 bin tonu kurutmalik ve 463 bin tonu saraplik olmak {izere 3 milyon
933 bin ton iiziim iiretimi yapilmistir (TUIK, 2018). Uretimi yapilan iiziimlerin yaklasik

%6371 ¢ekirdekli %27’si ise ¢ekirdeksiz iiziimden olugsmaktadir.

Uziim tanesi, yapis1 ve dzelligi bakimimdan ii¢ ana béliimde incelenmektedir. Bu
boliimler tane kabugu (ekzokarp), tane eti (mezokarp ve endokarp) ve ¢ekirdekler seklinde
ayrilmiglardir (Sekil 1.25).
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Pedisel

Tane kabugu
(Ekzokarp)

Mezokarp -

Tane eti

Cekirdek Endokarp

Sekil 1.24. Uziim tanesinin kesiti (Conde et al., 2007)

Tanenin toplam kuru agirhigimin %5-12°1ik kismi tane kabugunun agirhigi
olusturmaktadir. Fiziksel ve iklimsel zararli etkiler, su kaygi, mantar istilas1 veya bulagsmasi
ve ultra viyole karsi taneyi koruyan kisimdir. Tanede mevcut olan renk, tat, aroma
maddelerinin yaklasik hepsi tane kabugundaki hiicre tabakalarinda ihtiva edilmektedir
(Pinelo et al., 2006). Uziim tanesinin meyve eti, sulu yapida olan perikarptan olusmus olup
kabukla ¢evrelenmistir. Perikarp ise ti¢ bolimden meydana gelir. Bunlar; {ist tabaka olan
ekzokarp, ortadaki sulu ve etli tabaka olan mezokarp ve biraz daha siki etli i¢ tabaka olan
endokarpdir. Tanenin sulu kismi, tane agirligmin yaklasik % 80-90°nimi1 olusturmaktadir.
Tanede c¢ekirdek miktar1 0-4 arasinda olmakta ve cok az bir sekilde 6’ya kadar
cikabilmektedir. Uziim ¢esidine bagl olarak, cekirdek iiziim agirligmin %1 ile %4’U
arasindadir ve %12-22 oraninda bir yag igerigine sahiptir. Cekirdek, tohum kabugu,
endosperm ve embriyo olmak iizere ii¢ ana kistmdan olusur. Uziim tanesinin gelismesi
asamasinda ise yumurtalik igerisindeki tohum taslaklar1 geliserek tohumu, yani ¢ekirdegi

olusturmaktadir.

Uziim igeriginde bulunan, beslenmeye yararli gida maddeleri sebebiyle cogu

bolgede begenilerek tiiketilen bir meyve oldugunun yani sira gida sanayi sektoriine
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hammadde temin etmesi, istthdam imkan1 saglamasi ve yliksek ihracat potansiyeline sahip
olmasi gibi sebeplerden otiirii iilke ekonomisinde ve sosyal hayatta onemli bir konuma
sahiptir. Genel itibariyle tziimlerin igeriginde sekerler, su, mineraller, azotlu maddeler,
aroma maddeleri, organik asitler, enzimler, fenolik bilesikler ve vitaminler bulunur (Fidan
ve Yavas, 1986). Uziimde mevcut olan sekerler glikoz ve fruktoz olup, difiizyon yolu ile
dogrudan kana karigsma 6zelligi sebebiyle ozellikle bebek ve g¢ocuklarin beslenmesinde
Oonemlidir. Asma tarafindan topraktan K, Ca, P, Na, Fe ve Mg gibi mineral maddeler alinir
ve meyveye tasmir. Ozellikle iiziim ve pekmezin igeriginde bulunan demirin insan
biinyesinin ¢ok kolay bir sekilde kullanabildigi (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2006) degerli

demir formunda olmasi, demir emilimi a¢isindan énemlidir.

Uziimler teknolojik olgunlagmaya ulastiginda, toplam asitlerin %95’inden fazlasint
tartarik, malik ve sitrik asit olusturur (Wen et al., 2014). Uziimdeki amino asitlerin %
85’ini, lizimiin yapisinda bulunan azotlu maddelerden; arginin, glutamik asit, prolin ve
treonin olusturur. Uziim igeriginde basta inositol ve tiamin (B1) olmak (izere, pridoksin
(Be), pantotenik asit (Bs), biotin, folik asit, niasin ve az miktarda riboflavin (B2) bulunur
(Fidan ve Yavas, 1986; Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2006).

[ltihap, dokularin hiicre hasarma, tahrise, patojen istilasma karsi koruyucu bir
cevabidir ve hasar goren ve nekrotik hicrelerin yok edilmesi icin bir mekanizma gorevi
goriir. Birkag ¢evresel faktor iltihaba sebep olabilir. Normal fizyolojik kosullar altinda kisa
stireli akut iltihap yarali doku iizerindeki olumsuz etkileri asabilir. Bununla birlikte, iltihap
uzun surerse, kronik inflamasyon gelisebilir ve kanser, Alzheimer, nérodejeneratif
hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, artrit ve otoimmiin ve pulmoner hastaliklar
gibi kronik hastaliklarin gelisiminde ana sebep olarak diisiiniiliir. Uziim polifenolleri,
iltihap yollarinin diizenlenmesiyle veya dokularda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri
(ROS) diizeylerini diisiirerek kronik iltithaplanmay1 azaltir. Uziim flavonoidleri ve
proantosiyaninler, bazi sentetik ilaglardan daha etkili olan, kronik inflamasyonu yenmek
icin birden fazla yol hedefleyebilirler. Flavonoidler, antosiyaninler, proantosiyaninler ve
hidroksisinnamik asit tlirevleri iceren, dondurularak kurutulmus bir sarap 06ziiti,
indometasin ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir anti-inflamatuar etki gosterdi. Uzim
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cekirdegindeki proantosiyanidinler yiiksek anti-iltihap etkiye sahiptir ¢linki serbest
radikalleri temizler, lipid peroksidasyonunu Onler ve pro-inflamatuar sitokinlerin

olusumunu engellerler.

Yapilan bir ¢alismada {liziim ¢ekirdegi 6ziitlerinden elde edilen fenolik bilesiklerin
Gram-pozitif bakterilere karst Onleyici etkisi, gram-negatiften daha etkili oldugu
belirlenmistir (Delgado-Adamez et al., 2012). Yapilan baska bir ¢alismada ise kirmizi
liztim c¢ekirdegi ekstraktlarinin bakteri ve plak olusumunu engelleme o6zelligi

dogrulanmistir (Smullen et al., 2012).

Uziim flavonoidleri insan bagirsak mikroflorasinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynayabilir ve bu nedenle kilo kaybinin kontroliinde yararl etkilere sahip olabilirler. Uziim
ve Uzum drunlerindeki polifenoller, antioksidan ve anti-inflamatuar etkilere sahip ¢ok
hedefli modulatorler gibi davranarak metabolik sendromu azaltabilir ve obezite ve tip 2
diyabet gelisimini onleyebilir. Uziim tozu, seker toleransmni artirir ve iiziim gekirdegi
ekstresi metabolik sendromu, tip 2 diyabet ve obeziteyi metabolik endotoksemiyi kontrol

ederek ve bagirsak duvari biitiinligiinii iyilestirerek onler (Georgiev et al., 2014).

Asma tiirleri arasinda en 6nemlisi olan Vitis vinifera L. tird, dinya (zim Gretiminin
neredeyse tamamina yakinini olusturmaktadir. Fenotipik varyasyonlara dayanarak, Anadolu
ve Kafkasya bolgelerinin Vitis vinifera L. tiiriiniin cesitlilik merkezi oldugu yapilan
aragtirmalarda rapor edilmistir (Arroya-Garcia et al., 2006). Tiir arasinda tipler, klonlar,
cesitlerden olusan genetik ve ekolojik anlamda 6nemli bir ag¢ilim s6z konusudur. Bu tiir
i¢cinde, en az 30.000 civarinda isimlendirilmis ¢esidin olabilecegi ve bu ¢esitlerden yaklasik

15.000°nin genotipik acidan farkli olabilecegi sanilmaktadir (Allewelt, 1997).

Dogu Anadolu Bolgesi'ndeki mikroklima iklime sahip Igdir’da iiziim yetistiriciligi
icin optimum sartlar mevcuttur. Igdir yoresinde 1984 yilinda Prof. Dr. Ferhat Odabas’in
yapmis oldugu ampelografik ¢calisma sonucunda yorede otuzdan fazla yerel ¢esit bulmustur
(Odabas, 1984). Yapilan toplam meyve yetistiriciligi alanlarindan 100 dekar alanlik kismin
lizim yetistiriciligi kapsamaktadir. Bu arazi {lizerinde bulunan toplam {iziim (sofralik-

cekirdekli) agacinin yiizde ylizii meyve verir yastadir. Yaklasik 74 ton kadar {iziim
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(sofralik-gekirdekli) iiretimi yapilmaktadir. Aga¢ basina ortalama hasat 740 kg’dir. Igdir ili
yaklasik 1,3 milyon ton iiziim iiretim kapasitesine sahiptir (TUIK, 2016).

Kirmiz1 Kismis Gzima (Vitis vinifera L.), ekolojiye iyi adapte olmasi nedeniyle
Igdir’da yogun olarak yetistirilen eski ve yerel bir asma ¢esididir. Bu nedenle, benzer
ekolojilere 6zgili benzersiz 6zellikleriyle umut vaat ediyor. Bu ¢esit, bolgedeki bir¢ok V.
vinifera ¢esidine kiyasla saglam ve ¢ok verimli bir tiriindiir. Igdirda kadikiglak ve necefali
kdylerinde tiretimi yapilan ve tarihi bir liziim ¢esidi olan Kirmizi Kismis tiziimii kirmizi-
pembe rengi ve benzersiz lezzeti ile yore halki tarafindan begenilerek tiiketilmektedir.
Kirmiz1 kigmis tiztimii fenolik asitler, C vitamini, organik asitler ve seker miktari ile degerli

ve saghga faydali cok sayida bilesik icermektedir (Eyduran et al., 2015).

Eyduran ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Igdir’da yetistirilen dokuz yerli tiziim
cesitlerinin igerdikleri sekerleri, organik asitleri ve fenolik bilesikleri karsilastirilmis ve
bitkilerde bulunan ve alerjik tepkileri azaltmak veya bagisikligi artirmak igin bir besin
takviyesi olarak kullanilan sar1 kristalli bir pigment olan kuersetin igeriginin ve gida
sanayinde c¢esitli kullanim alanlar1 bulunan tartarik asit igeriginin en fazla Kirmizi Kismis
UzUmiinde bulundugu belirlenmistir. Ayrica yine aynmi c¢aligmada antienflamatuar,
antioksidan, immun uyarici, antiviral ve Kkarsinostatik, hasar Onleyici reperfiizyon,
antikanser ozellikleri bulunan bir bilesik olan kafeik asitin (Borelli et al., 2002; Son and
Lewis, 2002) en fazla Kirmizi Kismis liziimiinde bulundugu tespit edilmistir. Yine ayni
calismada yapilan renk 6l¢iimlerinde Kirmizi Kismis iiziimiiniin pembe sarap yapimi i¢in

cok elverisli oldugu anlasilmistir.
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Sekil 1.25. [gdir Kirmizi Kigmis liziimii

Gelisen teknolojiyle beraber cesitli alanlarda enzimlere duyulan ihtiya¢ da
artmaktadir. Gida, tekstil, saglik gibi sektorlerde olusan talebi karsilamak amaciyla daha
hizli, ¢evreye daha az zarar veren, az enerji maliyetli uygulamalar secilmektedir. Klasik
kimyasal yontemlerin spesifik olmamasi, ¢evreye daha ¢ok zarar vermesi ve veriminin
diisiik olmas1 gibi etmenlerden otiirii artik tercih dist kalmistir. Bu nedenle bu klasik
yontemlerin yerine artitk enzim Kkatalizli reaksiyonlar tercih edilmektedir. Biyolojik
katalizor olan ve canli sistemler tarafindan metabolizma tepkimelerini hizlandiran enzimler,
oldukca spesifik reaksiyonlart 108-10%° kat daha hizli katalizleyerek spesifik iiriinler
olustururlar. Kaliteli 6zellikler {izerindeki etkilerine ragmen enzimler, biiyiik molekiilleri
daha basit molekiillere hidrolize etmek icgin c¢esitli gida isleme uygulamalarinda
biyokatalizérler olarak kullanilirlar. Ek olarak, enzimler, gida iirlinlerinin organoleptik
kalitesini gelistirmek icin molekiiller iiretmek ve degistirmek i¢in kullanilmaktadir. Bu

yontemle iiretilen iiriinler klasik yontemlere gore daha kisa zamanda sentezlenir.
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Gunumuzde talebe gore Ureticiler goze hitap eden ve raf dmrii uzun meyvelerin
tiretimini tercih etmektedirler. Bu nitelikleri karsilayan meyvelerin de Uretimi genelde
hormon takviyesi ve gen translasyonu ile olaganlagmistir. Bu tiir uygulamalar meyvelerin
saglik agisindan saglayacagi bazi yararl yanlarini yok etmektedir. Oysaki meyveler saglik
yoniinden olduk¢a degerli besinlerdir ve besinlerin saglikli bir sekilde muhafazasi ve raf
Omriiniin uzatilmasimna gerek duyulmaktadir. Gidalarin sentetik yolla elde edilmis
kimyasallarla veya ¢esitli yontemlerle korunmasi sonucuyla gidalarda besin degeri ve tat
kayb1 olugmakta ve cesitli toksik maddeler meydana gelmektedir. Olusan bu maddeler
insan sagligina olumsuz etkilerinden dolay1 bu konulara ¢evre ve saglik orgiitleri tarafindan
hassasiyet gosterilmekte ve pek ¢ok gelismis lilkede enzimlerle elde edilen yeni iiriinlerin

ya da bilinen Grlnlerin yeniden modifiye edilmesi ¢alismalarina hiz verilmektedir.

Dolayisiyla son yillarda, PFO’lar, aromatik bilesiklerin oksitlenmesi igin yiiksek
kapasiteleri nedeniyle 6nemli ilgi gérmiistir. Bu 6zellik PFO’larin gida endiistrisinde,
hamur ve kagit endiistrisinde, tekstil endiistrisinde, tipta ve g¢evre teknolojisinde bazi
biyoteknolojik uygulamalar igin ¢ok uygun olmasimi saglar. {lgili enzim fenolik bilesiklerin
cesitli amaclarla saptanmasi i¢in biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in kullanilabilir; ayrica,
fenolik bilesikler iizerinde PFO’larin etki etme kabiliyeti, endiistriyel atiksulardaki

fenollerin bozunmasi icin kullanilabilir.

Igdir yoresinde yetisen iizim PFO’larinin varligi, bu tiirden arastimalarin daha
kapsamli bir sekilde ele alinip, endiistriyel uygulamalar i¢in kullanilabilirligi agisindan
onem teskil etmektedir. Bu kaynaklardan PFO’larin saflastirilmasi ile gesitli ve yeni bazi
polimerlerin veya diger kimyasal maddelerin sentezi islemlerinde kullanilabilirliklerinin

arastirilmasi giderek artacaktir.

Bu calisgmada ekonomik 6neme sahip meyve olan {iziimiin PFO enzimi Sepharose
4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kolonu ile saflagtirilmasi planlanmistir. Elde

edilen saf PFO enzimlerinin elektroforetik ve kinetik 6zelliklerinin analizi hedeflenmistir.
Bu maksatla sunlar amaglanmustir;

o Afinite jeli sentezi,
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e Igdir yoresine ait olan Kirmizi Kismis iiziimiinden afinite jeli ile PFO’nun
saflastirilmast,

e Dogal elektroforezle PFO enziminin varliginin ortaya konulmasi,

e Sodyum dodesil sulfat (SDS) elektroforezi ile PFO enziminin yaklagik molekiil
agirliklarinin belirlenmesi,

e Belirlenen optimum sartlarda enzimin substratlarina olan yatkinliginin arastirilmasi
ve bu ilginin biyokimyasal ifadesi olan K ve Vmax degerlerinin bulunmast,

e (Calisilan her bir substrat i¢in optimum sicaklik ve optimum pH belirlenmesi,

e Enzimin farkli metal iyonlar1 varliginda aktivitesindeki degisimlerin incelenmesi,

e Enzimin farkli inhibitdrlere karsi ilgisinin incelenmesi ve bu hedefle inhibisyon

tlrindn tespiti, Iso ve Ki degerlerinin bulunmasi.

Yapilan bu ¢aligmayla, yeni enzim kaynaklar1 denenerek endiistrinin gerek duydugu
yeni ve potansiyel PFO’larin saflastirilmast ve elde edilen bu enzim i¢in optimum g¢aligma
kosullarinin belirlenmesi, bu veriler dahilinde, farkli alanlarda enzimin kullanilmasi
amactyla, bazi polimerizasyon reaksiyonlarmin gergeklestirilmesi ve endustriyel veya
farmakolojik 6neme sahip yiiksek saflikta bazi organik bilesiklerin sentezi, gibi farkh

uygulamalar i¢in kaynak teskil edecektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Yiiksek boylu maviyemis meyvesinden (Vaccinium corymbosum L.) ekstrakte
edilen PFO enzimi igin karakterizasyon caligmalar1 yapilmis ve PFO, pH 6,1-6,3 ve 35
°C’de optimum aktivite géstermistir. Enzimin, 25-60 °C gibi genis bir sicaklik araliginda
onemli bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan substrat spesifikligi ¢alismasinda
katekolun, en kolay okside olan substrat oldugu ve ardindan 4-metil katekol, DL-DOPA ve
dopamin geldigi belirlenmistir. Maviyemis PFO’su katekol varliginda, Km 15 mM ve Vmax
2,57 AA420nm / dak x107' degerleri gdstermistir. Yapilan 1s1l kararlilik calismalarinda
PFO’nun, 20 dakika boyunca 85 °C’de tamamen inaktive oldugu, ancak 75 °C’de 30 dakika
sonra, yaklasik %10 degerinde aktivitesini korudugu, 55 ve 65 °C’de 30 dakika boyunca
yapilan 1s1l islem, PFO’nun kismen etkisizlesmesine neden oldugu goézlenmistir. Enzimin
inhibisyon ¢aligmalarinda askorbik asit, sodyum dietilditiokarbamik asit, L-sistein ve
sodyum metabisiilfit, 1 mM’da etkili PFO inhibitérler olarak belirlenmis ve benzoik asit ve
sinamik asit serisi inhibitorleri, 2 mM konsantrasyonunda bile olsa, PFO’nun (% 21,8-27,6)

nispeten zayif inhibisyonuna sebep olmustur (Siddiq and Dolan, 2017).

Enginar bitkisinin govdesinden ve yapragindan yapilan ¢alismada, PFO enzimini
ekstrakte edilmis ve jel filtrasyon ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile saflastirilmistir.
Optimum sartlar 50 mM katekol substrati kullanarak belirlenmistir. 6 farkli inhibitor ile
yiriitiilen c¢aligmada, bitkinin yapragi ve govdesi i¢in en etkili inhibitoriin tiyoiire ve

sodyum azit oldugu saptanmistir (Ziyan and Pekyardimci, 2003).

Arslan et al. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada PFO enzimi duttan izole
edilmistir, amonyum siilfat ve afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. Substrat
olarak katekol, 4-metil katekol ve pirogallol kullanilmistir. Kullanilan bu {i¢ substrat igin
yapilan analizlerde optimum pH ve sicaklik degerlerinin 4,5-8,0 ve 20-45 °C arasinda

PR

degistigi belirlenmistir.

Aydemir et al. (2003) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada PFO enzimi yer
elmasindan izole edilmistir. Enzim katekol ve L-DOPA’ya karsi aktivite verdigi

gozlenirken, bir monofenol olan L-tirozine kars1 aktivite vermedigi gézlenmistir. Enzimin
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optimum sicaklik degeri ise 25 °C ve optimum pH degeri 7,0 olarak bulunmustur. Notr pH
civarinda enzimin kararli halde oldugu gozlemlenmistir. Km degeri 5,88 mM, Vmax degeri
ise 25,402 U/mg olarak bulunmustur ve katekol substrati kullanilmistir. Inhibisyon
calismasinda ise potasyum siyanid, tiyoiirenin ve S-merkaptoetanol en etkili inhibitorler

oldugu belirlenmistir.

Tirkhan et al. (2018) tarafindan PFO enzimi ali¢ (Crataegus Monogyna)
meyvesinden soguk aseton ¢oktiirmesi yontemi kullanilarak kismi olarak saflastirilmis ve
karakterizasyon ¢alismasi yapilmigtir. PFO enzimi 139,5 verimle 3,58 kat kismi olarak
saflastiriltirllmistir. Calismada enzimin optimum pH degerinin 5,0 ve optimum sicaklik
degerinin ise 30 °C oldugu tespit edilmistir. Katekol substrati varliginda enzimin Kn ve
Vmax degerleri belirlenmis ve bu degerler sirasiyla 12,72 mM ve 5507 U/mL.dak olarak
bulunmustur. Askorbik asit, sodyum metabisiilfit ve benzoik asit ile yapilan inhibisyon
calismalarinda Isp degerleri sirasiyla 0,012 mM, 0,099 mM, 2,21 mM olarak hesaplanmustir.
Substrat spesifikligi ¢alismasinda enzimin katekol substratina ilgisinin L-tirosin ve 4-metil

katekol substratlarina gore daha fazla oldugu gozlenmistir.

Farkli bir ¢alismada Gulgin et al. (2005) 1sirgan otu kullanmis ve bu bitkiden izole
edilen PFO enzimini amonyum sulfat ¢coktirmesi, diyaliz ve CM-Sephadex iyon degisim
kromotografisi yontemleriyle saflastirmis ve optimum sartlar1 saptamislardir. Bu ¢alismada
Kullanilan alt1 farkli substrat arasindan enzim igin en etkili substratin L-tirozin oldugu
belirlenmistir. Optimum pH degeri 4,5 sicaklik degerleri ise 30 °C olarak tespit edilmistir.
Km Ve Vmax degerleri substrat olarak L-tirozin varhginda sirasiyla 7,90x10“* mM ve 11290
U/ml olarak tespit edilmistir. Inhibasyon calismasinda L-sistein, klorid, sodyum siyanit,
sodyum azit, benzoik asit, L-askorbik asit, salisilik asit, glutatyon, tiyolre, ditiyokarbomat,
sodyum dietil, sodyum metabisulfit ve f-merkaptoetanol gibi ¢esitli inhibitorler kullanilmis

ve ditiyokarbomatin en etkili inhibitor oldugu belirlenmistir.

Yapilan baska bir ¢alismada, PFO enzimi kereviz koklerinden 0,1 M fosfat tamponu
kullanarak pH 7°de izole edilmistir. Km Ve Vmax degerleri farkli substratlar kullanilarak
belirlemistir. Km degerleri 25 °C’de sirasiyla, katekol igin 8,3, pirogallol igin 4,5 ve L-
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DOPA igin 6,2 mM olarak belirlenmistir. Bu substratlar kullanilarak enzimin optimum pH
ve sicakligi belirlenmistir. Katekol ve L-DOPA igin 7,0, pirogallol i¢in optimum pH 7,5
olarak belirlenmistir. Optimum sicakliklar sirasiyla 40 °C, 25 °C ve 45 °C olarak
bulunmustur. Yapilan inhibitér ¢alismasinda ve en etkili inhibitériin L-sistein oldugu

bulunmustur (Yagar, 2004).

Yapilan baska bir calismada PFO enzimi Tiirkiye’de yetistirilen emir {iziimlerinden
izole edilmis, optimum pH, optimum sicaklik, termal inaktivasyon, kinetik parametreler
incelenmistir. Enzim {izerindeki bazi inhibitérlerin etkileri ¢alisilmistir. PFO enzimi, iyon
degisim kromotografisi ile %11,7 verim ve 24,5 kat saflagtiriltiritlmistir. Optimum pH 4,2
ve optimum sicaklik substrat olarak katekol kullanildiginda 25 °C olarak belirlenmistir. Km
degeri 25,1+2,72 mmol L?, Vimax degeri ise 0.925+0.04 ODa10dk™® bulunmustur. Yapilan
inhibitér ¢alismalarinda ise en etkili inhibitdrlerin askorbik asit ve sodyum metabisulfit

oldugu belirlenmistir (Unal and Sener, 2006).

Polifenol oksidaz enziminin anamur muzundan saflastirildigi bir ¢aligmada, enzimin
karakteristik o6zellikleri tespit edilmistir. Optimum pH ve optimum sicaklik degerleri
sirasiyla 7,0 ve 30 °C olarak bulunmustur. Termal inaktivasyon verilerine gore, enzimin
yar1 omiir degerleri 7,3-85,6 dakika arasinda degistigi goriilmiistiir. Enzimin Z degerinin ise
14,2 °C ve Ea degerinin 155 kj. mol™ oldugu tespit edilmistir. Enzimin K degeri 8,5 mM,
Vmax degeri 0,754 ODa1o dk.? “dir. Yapilan inhibitor analizlerinde sodyum metabisiilfit ve
askorbik asit en etkili inhibitdrler oldugu belirlenmistir (Unal, 2007).

Yapilan baska bir calismada, polifenol oksidaz enzimi ¢agla bademinden izole
edilmistir ve amonyum stilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon kromotografisi, diyaliz yontemleri
ile saflastirilmistir. Amonyum siilfat ¢oktliirmesi ve diyaliz islemlerinden elde edilen
numune PFO enziminin karakterizasyonunda kullanilmistir. farkli substrat kullanilarak
optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenmistir. En iyi substrat 4-metil katekol oldugu
saptanmis ve 4-metil katekol i¢in optimum pH degeri 6,5, optimum sicaklik degeri ise 35
°C olarak bulunmustur. Km ve Vmax degerleri bulunmustur. Yapilan inhibitor ¢caligmalarinda

ise en etkili olanlarin benzoik asit, sodyum azit, sitrik asit, tiyoiire ve L-askorbik asit
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oldugu bulunmustur. Enzim aktivitesi iizerine metallerin etkisi incelenmis; Fe*3, Cu*?,
Mn*4, Pb*? metalleri enzim aktivitesini artirirken Zn*?, Mg*?, Ba*?, Ca*?, Co*3, Sn*?, K

metalleri enzim aktivitesini azalttigi goriilmiistiir (Giingor, 2008).

Yapilan bir diger ¢alismada altin ¢ilek meyvesinden (Physalis peruviana L.) PFO
enzimi izole edilmis ve biyokimyasal olarak karakterize edilmistir. Bu amacla enzim,
aseton c¢oktiirme ve %5 polietilen glikol 8000 ve %14 fosfattan olusan sulu iki fazli
sistemler (ATPS) kullanilarak ekstre edilip saflastirilmistir. Yapilan analizler PFO'nun
Klorojenik asit, 4-metil katekol ve katekol icin en yuksek substrat afinitesine sahip
oldugunu gostermistir. Ayrica bu enzim i¢in en uygun substratin klorojenik asit oldugu ve
Km ve Vmax degerleri sirasiyla 0,56 + 0,07 mM, 53.15 = 2.03 U/mL.dak olarak
hesaplanmistir. Enzimin optimum pH degerleri katekol ve 4-metil katekol icin 5,5 ve
Klorojenik asit igin 5,0, optimum sicaklik degerleri ise katekol igin 40 °C, 4-metil katekol
igin 25 °C ve klorojenik asit igin 20 °C oldugu gbzlenmistir. Yapilan inhibisyon testlerinde,
en gicli inhibitoriin askorbik asit, ardindan L-sistein ve kuersetin oldugu belirlenmistir.
Altin ¢ilek meyvesinden saflagtirilan PFO enziminin molekiil agirligint belirlemek
amactyla yapilan SDS-PAGE yonteminde tek bir bant gozlenmis ve enzimin molekil

agirhig1 yaklagik olarak 31 kDa olarak bulunmustur (Bravo and Osorio, 2015).

Sakiroglu et al., (2008) yaptiklar1 bir calismada polifenol oksidaz enzimini
dereotundan izole ederek g¢esitli kinetik parametrelerini incelenmislerdir. Bu amagla
katekol, dopamin ve klorogenik asit substratlari i¢in Km Ve Vmax degerleri belirlenmistir.
Inhibitdr ¢alismalarinda substrat olarak katekol kullanilmis ve inhibitdr olarak da L-sistein
klorlr, glutatyon ve askorbik asit ile ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglara gore inhibitorlerden

en etkili inhibisyon etkisinin L-sistein kloriir oldugu belirlenmistir.

Dedeoglu (2009) yaptig1 ¢alismada, PFO enzimini iki farkli mantardan amonyum
stlfat cokturmesi, afinite kromatografisi ve diyaliz yardimiyla saflastirmistir. LSPFO
enzimi 26,6 saflastirma derecesi ve %7 verimle, AbPFO enzimi ise 1,93 saflastirma
derecesi ve %39 verimle saflastirllmistir. Saflastirilan enzimler i¢in SDS-PAGE de tek bir

bant elde edilmistir. Mantar tiirleri i¢in sirastyla enzimin molekiil agirligi 36 kDa ve 50 kDa
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civarinda belirlenmistir. PFO enziminin optimum pH ve sicaklik degerleri katekol, 4-metil
katekol ve pirogallol substratlari kullanilarak tespit edilmistir. Lactarius salmonicolor PFO
enziminin kullanilan bu substratlar i¢in optimum pH’lar1 6,0-7,5 arasinda, optimum
sicaklilar1 ise 0-25°C arasinda bulunmasma ragmen Agaricus bisporus PFO enzimi igin
optimum pH 7,5-8,0 ve sicaklik ise 20-30 °C arasinda degistigi bulunmustur. Lineweaver-
Burk yontemi ile LsPFO ve AbPFO enzimlerinin optimum pH ve sicaklikta bu ii¢ substrat
icin Km ve Vmax degerleri bulunmus ve LsPFO enzimi i¢in en uygun substratin 4-metil
katekol, AbPFO enzimi i¢in ise pirogallol oldugu belirlenmistir. Farkli inhibitorler

kullanilarak her iki enzim i¢in analizler yapilmistir.

Yapilan diger bir ¢alismada Trabzon ili Yomra Elmasi meyvesinden hazirlanan
ekstraktta polifenol oksidaz enziminin monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri ve ¢esitli
biyokimyasal 6zellikleri incelenmis arastirma konusu olmustur. Monofenolaz aktivitesi 3-
(3,4-hidroksifenil) propiyonik asit (MHPPA), L-tirozin monofenolik substratlar1 ve
difenolaz aktivitesi de katekol, L-DOPA ve 4-metil katekol substratlar1 kullanilarak tespit
edilmistir. Her bir substrat i¢in PFO’un en iyi ¢alisacagi pH ve sicaklik degerleri
belirlenmistir. Yapilan kinetik ¢aligmalar neticesinde Yomra elmast (Malus communis L.)
PFO’sunun basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu ve difenolaz aktivitesinin en yiiksek
derecede katekol substratina ilgi duydugu ve bu substrat yatkinligmin sirasiyla 4-metil
katekol ve L-DOPA’nimn izledigi, monofenolaz aktivitesi i¢in ise sirasiyla MHPPA, L-
tirozin seklinde oldugu belirlenmistir. Ayrica askorbik asit, sodyum metabisiilfit, sodyum
azit ve benzoik asit gibi PFO inhibitorlerinin enzim aktivitesini 6énemli derecede azalttig

belirlenmistir (Can et al., 2010).

Yapilan diger bir ¢alismada, yabani ve yenilebilir olan bir mantardan polifenol
oksidaz enzimi izole edilmis ve Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzoikasit afinite jeli
kullanilarak 13,9 katsaflastirilmis ve karakterize edilmistir. Saf enzim eliiatinda PFO’1in
varhigi, dogal ve SDS-poliakrilamid jel elektroforezlerinde tek bir bant olarak
gozlemlenmistir. Katekol substrati kullanilarak optimum sartlar belirlenmis ve enzimin
optimum pH’s1 7,0, sicakligi 20 °C olarak tespit edilmistir. Yapilan kinetik ¢aligmalarda

katekol substrat1 kullanilmis ve bu ¢alismalar sonucunda, Km ve Vmax degerleri sirasiyla 1
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mM ve 25000 U/mg protein olarak tespit edilmistir. Inhibisyon ¢alismalarinda ise askorbik
asit, sodyum azid, sodyum metabisiilfit ve benzoik asitin enzimi inhibe ettigi gozlenmistir
(Oz, 2010).

Farkli bir c¢alismada, polifenol oksidaz ve peroksidaz enzimleri yeni bir
keciboynuzu meyve c¢esidinden izole edilmis ve karakterizasyon g¢alismalart yapilmistir.
PFO enzimi i¢in optimum pH degeri 4,5; optimum sicaklik degeri ise 30 °C olarak
bulunmustur. POD enzimi i¢in ise optimum pH degeri 5,0; optimum sicaklik degeri ise
35°C olarak tespit edilmistir. Yapilan kinetik ¢alismalarda katekol substrati kullanilmis ve
Km degeri PFO enzimi icin 47,11 mmolL™?, guaiakol substrati varliginda ise POD enzimi
icin Km degeri 153,00 mmolL? olarak tespit edilmistir. 4-heksilresorsinol (4-HR), oksalik
asit ve L-sistein’in ¢alisilan inhibitorler arasindan her iki enzim igin etkili inhibisyon etkisi

gosterdigi gozlemlenmistir (Zhang and Shao, 2015).

Manila mango (Mangifera indica) meyvesinin PFO enziminin biyokimyasal
ozelliklerinin incelenmesi amaciyla yapilan ¢aligmada; enzim ekstrakte edilmis, hidrofobik
etkilesim ve iyon degistirme kromatografisi ile 216 kat saflagtirnllmistir. PFO enziminin
molekiil agirligi SDS-PAGE yoéntemi kullanilarak 31,5 oldugu belirlenmistir. Izole edilmis
PFO’nun en yiiksek afinite gosterdigi substratlar sirasiyla, pyrogallol (Km = 2,77 mM), 4-
metil katekol (Km = 3,14 mM) ve katekol (Km = 15,14 mM) oldugu belirlenmistir. PFO igin
optimum pH degerinin 6,0 ve kararli oldugu sicaklik degerlerinin 20-70 °C sicaklik
araliginda oldugu tespit edilmistir. Ayrica PFO aktivitesi, 0,1 mM’de tropolon, askorbik
asit, sodyum metabistilfit ve kojik asit ile tamamen inhibe edilmistir (Palma-Orozco et al.,
2014).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Bu calismada, Igdir ilinde yetisen ve tarihi bir {iziim tiirii olan Kirmiz1 Kigmis

Uzimi (Vitis vinifera L.) meyvesi enzim kaynagi olarak kullamilmustir. Uziim, Igdir

Necefali koyiinden toplanmaistir.

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan aletler

Cihaz Ad1 Firma

UV-VIS Spektrofotometre Agilent Technologies Cary 60
UV-Spektrofotometre kiveti ISOLAB
Sogutmali santrifiij Heal Force

Derin dondurucu Vestel

Buzdolab1 Arcelik

Hassas terazi Radwag Wingi Elektroniczne
pH metre OHAUS

Otomatik pipetler Brand
Elektroforez cihazi BIO-RAO
Magnetik karistirict Joanlab

Peristaltik pompa
Saf Su cihazi

Su banyosu
Vortex

Giic kaynagi

Pharmacia Fine Chemicals
Gesellschaft Fur Labortechnik
WiseClean
WiseMix

Thermo Scientific

3.1.2. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

(Calismada kullanilan kimyasallar ve markalar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasallar

Kullamilan Madde ve Malzemeler Firma
Afinite Jeli Sentezi I¢in Kullanilan;
CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B,

Sigma, Aldrich

NaHCO3, NaOH, p-aminobenzoik asit,
NaNOgz ve L-Tirosin

Enzim Ozt Hazirlama Cozeltisi Icin
Kullanilan;

Triton X-114, EDTA, PMSF ve MgCl>
Protein Elektroforezi Icin Kullanilan;
TEMED, Amonyum persulfat (APS), SDS,
N,N’-metilen bisakrilamid, Bromofenol
Mavisi, Akrilamid,

Gliserol, Glisin, g-merkaptoetanol,
Coomassie Brillant Blue R-250

Tampon Cézeltileri i¢cin Kullamlan;
Sodyum Asetat, Tris, KaHPO4, KH2PO4,
Glisin

Metal Klorurleri;

CuCly, NaCl, MgCl,, KCI, AICls3
Inhibitorler;

Askorbik asit, Sitrik asit, Benzoik Asit,
Sodyum metabistlfit

Cozucdler;

HCI, Asetik Asit, Aseton ve Metanol,
Etanol

MP Biomedicals, Sigma

Sigma, Fluka, Carlo Erbo

Sigma, Merck

Merck, Fluka

Sigma

Merck
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3.1.3.Kullanilan ¢ozeltiler ve tamponlar
3.1.3.a. Protein tayini (Bradford Yontemi) icin kullanilan ¢Ozeltiler

1.Coomassie brillant blue G-250 reaktifi: 50 mL %95’lik etanolde, 100 mg
coomassie brillant blue G-250 ¢oziilerek igerisine %95°lik 100 mL fosforik asit ilave edildi.

Son hacim ise saf su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlandi.

2. Standart serum albumin ¢ozeltisi (BSA): 5mg standart serum albuminin (BSA) 5

ml saf suda ¢ozilmesiyle hazirlandi.

3.1.3.b. Protein elektroforezinde kullanilan ¢Ozeltiler

1. Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 36,3 g Tris 150 mL saf su icerisinde
coziilerek, 8,8’e pH’s1 ayarlandi ve hacim saf suyla 200 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi.

2. Yukleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 24,2 g Tris 150 mL saf su igerisinde
coziilerek, 6,8’¢ pH’st ayarlandi ve hacim saf suyla 200 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi.

3. SDS Cozeltisi (%10): 10 g SDS 50 mL saf su icerisinde ¢ozulerek hacim saf suyla
100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

4. Amonyum Persilfat (APS) Cozeltisi (%10): 10 g APS 50 mL saf su igerisinde
coziilerek, hacim saf suyla 100 mL’ye tamamlanip ve 250 pL’lik hacimlerde
ependorf tuplerine bolindp -20 °C’de muhafaza edildi.

5. N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Asil sisesinden kullanildi.

6. Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 0,8 g N,N’-metilen bisakrilamid ve 29,2 g
akrilamid saf su icerisinde ¢oziilerek hacim 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

7. SDS Jel Yiikkleme Tamponu: 150 pL. 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 100 puL %0,1
bromofenol mavisi, 400 uL %10 SDS, 60 uL p-merkaptoetanol, 250 uL %80
gliserol kanstirilarak hazirlandi (200 pl’lik hacimlerde ependorf tiiplerine

bolundikten sonra -20 °C’de muhafaza edildi).
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8. SDS Jel Yirutme Tamponu: 1,5 g Glisin ve 7,2 g Tris yaklasik 450 mL saf suda
¢ozlilmesinin ardindan iizerine 10 mL SDS (%10) c¢ozeltisi eklendi. 8,3’e pH
ayarlandi ve hacmi 500 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

9. Dogal Jel Yiikleme Tamponu: 100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 150 pL. 1 M Tris-
HCI (pH 6,8), 250 uL %380 gliserol ve 460 pL saf su karistirilarak hazirland: (200
pl’lik hacimlerde ependorf tiiplerine boliiniip -20 °C’de muhafaza edildi).

10. Dogal Jel Yirutme Tamponu: 1,5 g glisin ve 7,2 g Tris yaklasik 450 mL saf suda
¢Oziilmesinin ardindan, 8,3’e¢ pH ayarlandive hacmi 500 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi.

11. Boyama (Staining) Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250, 93,5 mL metanol
ve 62,5 mL glasiyal asetik asit icinde ¢ozllerek hazirlandi.

12. Boya Uzaklastirma (Destaining) Cozeltisi: 400 mL metanol, 100 mL glasiyal asetik
asit ve 600 mL saf su karistirilarak hazirlandi.

13. Substrat Boyama Cozeltisi (L-DOPA): 24 mM L-DOPA 100 ml saf su igerisinde
hafif 1sitilmasiyla hazirland:.

3.1.3.c. Afinite jelinin sentezinde kullamlan tamponlar

1. 0,1 M pH 10,0 NaHCO3 Tamponu: 450 mL saf su igerisinde 4,2 g NaHCOs3
¢Ozilerek 1 M NaOH ile pH 10,0’a ayarlanip hacim 500 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi.

2. 0,2 M pH 8,8 NaHCO3 Tamponu: 450 mL saf su igerisinde 8,4 g NaHCOs¢0zilerek
1 M NaOH ile pH 8,8’¢e ayarlanip hacim 500 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3. 0,01 M pH 6,0 NazHPO4 Tamponu: 450 mL saf su icerisinde 0,71 g NaHPO4
coziilerek 1 M NaOH ile pH 6,0’a ayarlanip hacim 500 ml’ye tamamlanarak
hazirlandi.

4. Afinite Jelini Yikama ve Dengeleme Tamponu (50 mM pH 5,0 Asetat Tamponu):
450 mL saf su igerisinde 3,4 g sodyum asetat ¢Oztlerek 1 M asetik asit ile pH 5,0’a

ayarlanip hacim 500 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
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5.

3.1.3..

1.

3.1.3d
1.

3.1.3e.

Elisyon Tamponu (50 mM pH 8,0 Fosfat Tamponu iginde 1M NaCl): 29,25 g NaCl
ve 3,10 g KoHPO4 450 mL saf su igerisinde ¢oziilerek 1 M HCI ile pH 8,0’a
ayarlanip hacim 500 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Substrat ¢ozeltileri

100 mM Katekol: 0,11 g katekol bir miktar saf su icerisinde ¢Oztlerek hacim 10
mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

100 mM 4-metil katekol: 0,124 g 4-metil katekol bir miktar saf su icerisinde
coziilerek hacim 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

2,5 mM L-Tirosin: 0,181 g L-tirosin bir miktar saf su icerisinde ¢6zulerek hacim 10

mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

. Inhibitor ¢ozeltileri

1 mM Askorbik Asit: 0,0177 g askorbik asit az saf suda ¢ozilup hacmi saf suyla 10

mL’ye tamamlandi.

20 mM Benzoik Asit: 0,0245 g benzoik asit az saf suda biraz 1sitilarak ¢oziiliip

hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

10 mM Sodyum metabisilfit: 0,019 g Na,SO20s az saf suda ¢6zullp hacmi saf su

ile 10 mL’ye tamamlanda.

100 mM Sitrik Asit: 0,210 g sitrik asit az saf suda ¢6zulip hacmi saf su ile 10

mL’ye tamamlandi.

Metal iyonlanr stok ¢Ozeltileri

Cizelge 3.3. Metal iyonlar1 Konsantrasyonlari

Metal iyonlar Konsgﬁ?(l:ag)?sﬁll}i(mM) Madde Miktari(g) Cozelti Hacmi(ml)
CuCl: 1000 1,344 100
NaCl 1000 0,585 100
MgCl: 1000 0,952 100
KCI 1000 0,745 100
AICls 1000 1,333 100
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3.1.3.f. Diger ¢ozelti ve tamponlar

1.

Ekstraksiyon Hazirlama Cozeltisi: 80 mL saf su icerisinde 0,84 g sodyum asetat (50
mM), 2 mM EDTA, %6 (w/v) TX-114 deterjani, 1 mM MgCl> ve 1 mM PMSF
coziilerek 1 M asetik asit ile pH 5,0’a ayarlanarak hacim saf su ile 500 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi.

50 mM, pH 3,0 Glisin-HCI Tamponu: 0,375 g glisin 90 mL saf suda c¢ozlldikten
sonra 1 N HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 3,0’a ayarlandi ve son hacmi saf su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

50 mM pH 4,0-5,0 Asetat Tamponu: 3,40 g sodyum asetat 450 mL saf suda ¢ézulup
1 M asetik asit ile pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamland.

50 mM pH 6.0-7.0 Fosfat Tamponu: 3,10 g KoHPO4 450 mL saf suda ¢ozilip 1 M
HCl ile pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

50 mM, pH 8,0 Tris-HCI Tamponu: Yaklasik 45 mL saf su icerisinde 0,3028 g Tris
¢oziildiikten sonra 1 N HCI ile pH 8,0’e ayarlandiktan sonra hacim 50 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi.

10 M MBTH (3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon): Az saf suda 0,022 g MBTH

¢oziliip hacmi 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.2. Metod
3.2.1. Ekstraksiyon hazirlama ve asetonla ¢Oktirme

1.

Kirmizi Kismis Uziimii Igdir Necefali Koyiinden mevsiminde temin edildi ve
calismamizda kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Yaklasik 50 gram {iziim dondurma ¢6zme ydntemi uygulanarak havanda 6giitiildi
ve lizerine 1:2 oraninda Triton x-114, PMSF, EDTA, MgCl> iceren 50 mM Sodyum
asetat (pH:5) enzim 0ziitii hazirlama ¢ozeltisi ilave edildi.

Karisim 4 °C’de 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve santrifiij sonras1 elde
edilen siipernatantlar ham enzim 06ziitii olarak kullanildi.

Elde edilen slpernatanta, hacmi kadar -20 °C’de bekletilmis soguk aseton, buz

banyosunda, yavas yavas ilave edildi ve bir gece 4 °C’de bekletildi.
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5. Ham enzim ozitd, 4 °C’de 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
kisim atilip, elde edilen ¢okelekler ¢oziinebildigi en az hacimde 50 mM pH 5,0
asetat tamponuyla ¢ozildi (Ozen vd., 2004).
3.2.2. Afinite jelinin sentezi
Arslan et al., (2004) tarafindan sentezlenen yonteme gore bu ¢alismada kullanilan
afinite jeli sentezlendi. Bu yonteme gore CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi,
uzantt kolunu olusturmak amaciyla tirosinle kovalent olarak modifiye edildi. Polifenol
oksidaz enziminin (PFO) spesifik bir inhibitori olan p-aminobenzoik asit ligand olarak
secildi. Bu yontemle dretilen jel, afinite kromatografisi ile Igdir Kirmizi Kismis (Vitis
vinifera L.) Uzumunden PFO enziminin saflastirnimasinda kolon dolgu maddesi olarak

kullanildi.

10 mL saf su, 5 g CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B karisimina bir beher iginde
ilave edildi. 2 M NaOH ile siispansiyonun pH’s1 hemen 11,0’a yiikseltildive pH sabit
kalana kadar takibi yapildi. Karigimin igine kiiciik buz parcalar atildi ve siiziilmesi su
trombu yardimiyla mavi banttan yapildi. 0,1 M pH 10,0 NaHCO3 tamponundan 250 mL
alinarak siizgec¢ kagidi tizerinde kalan kisim yikand: ve siizilerek bir beher icerisine alindi.
0,1 M pH’s110,0 olan ve 20 mL’sinde 10 mg L-tirozin i¢eren soguk NaHCO3 tamponundan
stispansiyonun (zerine ilave edildi ve 90 dakika suresince karigtirildi. Bu islemin ardindan
siispansiyon, 4 °C’de 16 saat beklemeye alindi. Siire bitiminde mavi banttan tekrar siiziilen
stispansiyon bol miktarda saf su ile yikandi. 0,2 M NaHCO3 tamponunun 100 mL’siyle

mavi bant Uzerinde kalan kisim yikanarak ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alindi.

10 mL 1 M soguk HCI igerisinde c¢ozllen 25 mg p-aminibenzoik asit zerine,
Onceden buz banyosunda sogutulan 5 mL saf su icerisinde ¢ozilen 75 mg NaNO> damla
damla ilave edildi. 40 mL Sepharose-4B-L-tirosin suspansiyonuna 10 dakika buz
banyosunda bekletilen karisim ilave edildi ve pH’1t 2 M NaOH ile 9,5’e yiikseltirilerek 3
saat suresince oda sicakhiginda karistirildi. Mavi bant tzerine alinan stspansiyon 6nce 1 L
saf suyla, sonra 200 mL 0,01 M pH 6,0 Na2HPO4 tamponuyla yikand: ve ayn1 tamponda
muhafaza edildi (Arslan et al., 2004). Reaksiyon basamaklar1 Sekil 3.1 ile gosterildi.
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Sekil 3.1. Sepharose-4B’nin modifikasyon basamaklar1 (Ozel, 2008)

3.2.3. Ekstrakt ¢ozeltisinin afinite kolona ytuklenmesi ve enzimin ellsyonu

1x15 cm boyutlarindaki kolona, sentezlenen afinite jeli, hava kabarcigi olusmasina
izin verilmeyecek sekilde yavas yavas yiiklendi ve ardindan kolonun {istiinden eklenen ve
kolonun altindan toplanan tamponun 280 nm’de absorbans degerleri esit oluncaya kadar
iyice 50 mM pH 5,0 asetat tamponu ile yikandi. Boylece dengelenmis olan kolona, enzim
Oziitli yiikklenmesi yapildi ve jel tekrar 50 mM pH 5,0 asetat tamponu ile yikandi. Afinite
jeline tutunmayan diger tim proteinler ve maddeler ortamdan bu sayede uzaklastiriimis
oldu. 1 M NaCl iceren 50 mM pH 8,0 fosfat tamponu ilavesiyle jele tutunan enzimler
tiiplere 2 mL halinde toplandi. Enzim eliatlartnin alindigi her bir tupte 496 nm’de 4-metil

katekol substrati ile aktivite tayini yapildi ve 280 nm’de protein tayini yapildi.
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3.2.4. PFO aktivitesi ve substrat karakteristiginin belirlenmesi

Afinite kromatografisi ardindan eliie edilen her bir tipte PFO aktivitesi,
spektrofotometrik metodla 4-metil katekol varliginda 496 nm’de ve diger substratlar
(katekol, L-DOPA, ve L-tirosin) i¢in 500 nm’de, absorbanstaki yiikselisin Ol¢lilmesiyle
belirlendi (Espin et al., 1995). Reaksiyon igi karisimi, substratla ayni miktarda 10 mM
MBTH ve 20 uL DMF iceren karisima, saf enzim ellatiyla beraber kivet ici son hacmi
1000 puL olacak sekilde tampon ¢ozelti eklenerek hazirlandi. Kor olarak saf enzim eluatinin

konulmadigi reaksiyon karigimi kullanildi.

Bir iinite PFO aktivitesi; 1000 pL reaksiyon karisimmnda 25 °C’de, optimum
sartlarda, 1 dakikada, 1 pum substrat: iirline doniistiiren enzim miktar1 olarak hesaplandi.
Enzimin saflik derecesini gosteren PFO’nun spesifik aktivitesi ise; 1 mg protein basina

enzim Unitesi olarak U/mg protein seklinde hesaplandi (Kolcuoglu, 2012).

3.2.5. Protein tayini
3.2.5.a. Kalitatif protein tayini

Fenilalanin, tirozin ve triptofan, proteinlerin yapisinda bulunan ve aromatik gruplar
iceren aminoasitlerdir. Bu aminoasitlerdeki aromatik gruplar, farkli protein zincirleri
arasinda gii¢lii hidrofobik etkilesim gosterirler. Tirozin ve triptofan, daha az derecede de
fenilalanin, ultraviyole 15181 absorbe ederler ve yontem bu aminoasitlerin 280 nm’de
ultraviyole 15181 absorbe etme esasasina dayanir (Segel and Woodin, 1968). Kalitatif protein
tayini, kromatografi iglemleri bitiminde esit hacimde eliie edilen biitiin fraksiyonlarda
yapildi. Spektrofotometrede absorbanslart 280 nm’de kuvartz kiivetler kullanilarak kore

kars1 okundu.

3.2.5.b. Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi yontemiyle saflastirilan enzim ¢o6zeltisi ve homojenattaki
protein miktarlar1 Bradford metodu baz alinarak tespit edildi (Bradford, 1976). Bu
yontemde boya olarak negatif bir yiuke sahip olan Coomassie Brillant Blue G-250
kullanilir. Fosforik asitle hazirlanan bu boya ¢dzeltisi, asidik ortamda pozitif yliklenen

protein ile negatif yukli boya kompleks olusturur. 595 nm’de, olusan kompleksin renk
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yogunlugu oOl¢ilir. Yontemin hassasiyeti 5-100 pg/ml arasindadir. Yiiksek oranda
tekrarlanabilen bu reaksiyon, hizli etkilesim gosterir ve kisa siirede tamamlanir (Ozen et al.,
2004).

Tayin islemleri gergeklestirilirken su prosediir uygulandi: 1 mL’sinde 1 mg protein
ihtiva eden standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 puL dolduruldu. Biitiin tiiplerin hacmi saf su ile 0,1 mL’ye tamamlanarak ve tlplerin
hacmi Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile 5 ml’ye tamamlanip ve vortex ile
karistirildi. 10 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra 595 nm’de 2 mL’lik kiivetlerde
absorbans degerleri kore karst okundu. Kor olarak 0,1 ml saf su ve 4900 ml G-250
reaktifinden olusan karisim kullanildi. Elde edilen sonuglardan absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi.

Saf enzim ¢ozeltilerinden ii¢ ayri tiipe sirasiyla 100 pl alinarak tizerlerine 4900 ml
renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile karistirilarak 10 dakikalik bir inkiibasyonun
ardindan 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Protein miktarlarini belirlemek i¢in bu
islem 3 defa tekrarlanip 3 ayr1 Ol¢limiin aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten

yararlanarak protein miktarlar: belirlendi.

3.2.6. SDS Jel Elektroforezi

Sodyum dodesilsulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), ayirma jeli
%8’lik ve yiikleme jeli %5°lik olacak sekilde hazirlanarak enzimin saflik derecesi kontrol
edildi (Sambrook et al., 1989). Temizlenen cam plakalar arasina dokiilen ayirma jelinin
donmasinin ardindan yiikleme jeli dokiildii. Hazirlanan jel donduktan sonra elektroforez
tankina yerlestirildi ve tank, dnceden hazirlanan SDS yiiriitme tamponuyla dolduruldu.
Standart proteinler ve ornekler, icerisinde protein miktar1 15-20 pg olacak sekilde SDS
yiiriitme boyasi ile karistirildi. Ornekler, 95 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra, mikropipet
yardimiyla kuyucuklara ytiklendi. Jelde olusan mavi renkli boya, yiikleme jelinden c¢ikana
kadar yaklasik 15 dakika 20 mA’da, boya, ayirma jelinin sonuna gelene kadar yaklasik 60
dakika boyunca 25 mA’da yiritiildii. Elektrik akimi kesildikten sonra, jel sistemden
dikkatlice ¢ikartild1 ve hazirlanan boyama ¢6zeltisiyle hafifce ¢alkalanarak yaklagsik 2 saat
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boyandi. Protein bantlarinin goriiniir hale getirilmesi i¢in ise, boya uzaklastirma ¢ozeltisiyle

yaklagik 2-3 saat yikandi. Bantlar1 goriiniir hale getirilen jel fotograflanarak kaydedildi.

3.2.7. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Dogal PAGE, SDS igermeyen %>5’lik yiikleme jeli ve %8’lik ayirma jeli
kullanilarak hazirland1 ve arasina bosluk olusturmak i¢in plastik aparat yerlestirilen cam
plakalar arasina higbir hava kabarcig1 olusmayacak sekilde dolduruldu. Igerisinde protein
miktar1 15-20 pg olacak sekilde, dogal PAGE yiikleme ¢6zeltisi ile karigtirtlip mikropipet
yardimiyla Onceden bir tarak ile olusturulmus kuyucuklara ylklendi. Tank, dogal
elektroforez yiiritme tamponuyla dolduruldu. Jelde olusan boya, yiikleme jelinden ¢ikana
kadar yaklasik 15 dakika 20 mA’de, sonra da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5
saat 25 mA’de yiiriitiildii. Jel, elektroforez tamamlanmasinin ardindan bandin gorilebilmesi
icin 1 gece boyama ¢ozeltisi igerisine birakildi. Ertesi giin boya ¢ikarici ¢ozelti ile boyasi

cikarilarak fotografi ¢ekildi.

3.2.8. Polifenol Oksidaz ile ilgili Kinetik Calismalar

PFO enziminin kinetik 6zelliklerini belirlemek amaciyla optimum pH ve sicaklik
katekol ve 4-metil katekol substratlari kullanilarak belirlendi. Ayrica PFO enziminin 1s1l ve
pH kararlilig1, bazi metal iyonlarinin PFO enzimi aktivitesi iizerine etkileri incelendi.
Protein tayini yapildi. Km Ve Vmax degerleri tayin edildi ve ayrica farkli inhibitorler

kullanilarak, optimum sartlarda, Iso ve Kj degerleri bulundu.

3.2.8.a. Substrat Ozgiinliigii
Saflastirilan enzimin substrat 6zgilinliiglinii tespit etmek amaciyla 100 mM olarak
hazirlanan katekol, 4-metil katekol ve L-Tirozin substratlart varliginda aktivite tayinleri

yapildi. Bu sayede enzimin ¢alistig1 en etkin substrat tespit edildi.

3.2.8.b. PFO aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

PFO enzim aktivitesinin pH ile degisimini incelemek igin yapilan ¢aligmada, 50
mM glisin-HCI (pH 3,0), 50 mM sodyum asetat (pH 4,0-5,0), 50 mM fosfat (pH 6,0-7,0),
50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponlari ve substrat olarak katekol ve 4-metil katekol

kullanilarak reaksiyon hizlar1 belirlendi. PFO enziminin maksimum aktivite gosterdigi pH
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degerleri optimum pH olarak belirlendi, sonuclar %Bagil aktivite-pH olarak grafikle
gosterildi (Sekil 4.6).

3.2.8.c. PFO aktivitesi iizerine sicakhgin etKisi

Optimum sicaklik degerinin belirlenmesinde standart reaksiyon karigimi 0-90 °C
araliginda ve 10 °C’lik artislarla degisen sicaklik degerlerinde 5 dk bekletildikten sonra
lizerine enzim ¢ozeltisi ilave edilerek bulunmustur. PFO aktivitesi en hizli sekilde ol¢tiliip,

en yiiksek aktivitenin goriildiigli sicaklik optimum sicaklik degeri olarak kabul edilmistir.

3.2.8.¢. PFO aktivitesi Gizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Substrat konsantrasyonunun PFO aktivitesi lizerine etkisini belirlemek icin yapilan
analizlerde, son konsantrasyonu 0,0625-20 mM arahginda degisen 4-metil katekol ve
katekol substratlar1 kullanildi. Optimum kosullarda enzim aktivitesini belirlemek igin
kullanilan reaksiyon karigimi hazirlanip enzim aktivitesi tayini gergeklestirildi. Aktivite
tayinini sonuglarina gore hiz degerleri hesapland: ve Lineweaver-Burk grafigi gizilerek Km

ve Vimax degerleri belirlendi (Lineweaver and Burk, 1934).

3.2.8.d. PFO enziminin pH kararhhigimin incelenmesi

Enzimin pH kararliligint incelemek amaciyla 0,05 M’lik pH’s1 3,0 olan glisin-HCI
tamponu, pH’st 5,0 sodyum asetat tamponu, pH’st 6,0 ve 7,0 olan 0,05 M olan fosfat
tamponu ve pH’st 8,0 olan 0,05 M Tris-HCI tamponu hazirlandi ve saf enzim eliati bu
tamponlarla 1:1 oraninda (500 pL: 500 pL) karistirilip ilk okuma yapildiktan sonra 4 °C’de
24 saat, 48 saat, 72 saat ve 96 saat inkibe edildi. Aktivite dl¢cimlerinde optimum pH ve
sicakliga sahip tamponlar kullanildi ve her oOlglimiin ardindan enzimin yiizde kalan
aktivitesi belirlendi. Her pH degeri ig¢in % kalan aktiviteye karsi zaman grafigi ¢izildi ve
enzimin en stabil oldugu pH degeri belirlendi.

3.2.8.e. PFO enziminin s1l kararhihgimin incelenmesi
PFO’nun 1s1l kararliligint belirlemek amaciyla, yeterli miktarda ependorf tiplerine
alman saf enzim eliati, 0-60 °C araliginda 10 °C’lik artiglarla 15 dakikada bir 6élglim

alinarak, toplam 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan saf enzim eliiatinda, optimum
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kosullarda aktivite tayini yapildi. % kalan aktivite aymi sartlarda inkiibasyona tabi

tutulmayan saf enzim eluatinin aktivitesiyle karsilastirilarak hesaplandi.

3.2.8.f. PFO aktivitesi Gzerine inhibitor etkisi

PFO aktivitesi Uzerine inhibitor etkisini incelemek ve lso degerini belirlemek
amaciyla, PFO’nun bilinen inhibitorlerinden L-askorbik asit, Sitrik asit, Sodyum
metabisulfit ve sorbik asit kullanildi. Optimum kosullarda yapilan analizlerde 4-metil
katekol substratinin 100 mM sabit konsantrasyonunda calisildi. Inhibitérsiiz kontrol enzim
aktivitesi %100 olarak kabul edildi. Her bir inhibitér konsantrasyonuna karsi %Kalan
aktivite grafigi cizildi ve %350 aktivitenin korundugu degere karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonu, Isg degeri olarak belirlendi.

3.2.8.9. PFO aktivitesi iizerine baz1 metal iyonlarin etkisi

Bazi metal iyonlarinin PFO aktivitesi lizerine etkisini incelemek amaciyla Na*, K,
Mg?*, Cu?*, AI** iyonlarimin Kklorir tuzlarinn 100 mM’hik stok cozeltileri hazirlandi.
Reaksiyon karisimindaki metal iyonlarinin son konsantrasyonlart 1 mM olacak sekilde ve

optimum kosullarda aktivite tayinleri yapildi.

3.2.8.8. PFO enziminin farkh inhibitorleri i¢cin Ki sabitlerinin bulunmasi

Inhibitér ¢alismalar1 igin, Igdir Kirmizi Kismis {iziimiinden elde edilen PFO
enzimini inhibe eden Askorbik asit (CeHgOs), Sitrik asit (CsHsO7), Benzoik asit (C7HeO2)
ve Sodyum metabisilfit (Na2S20s) maddeleri kullanildi. Calismalarda en uygun bes farkli
substrat konsantrasyonu substrat stok ¢ozeltileri kullanilarak 6n ¢alismayla belirlendi. Yine
ayni sekilde yapilan 0n ¢aligmayla her bir substrat konsantrasyonu icin en uygun tg farkl
sabit inhibitdr konsantrasyonu inhibitdr stok c¢ozeltileri kullanilarak tespit edildi. Daha
sonra tliziimiinden saflastirilan PFO enzimleri i¢in ¢ farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda V-[S] degerleri belirlenerek her bir inhibitdr i¢in ayri ayr1 Lineweaver-
Burk grafikleri cizilerek Ki degerleri ve inhibisyon tipleri tayin edildi (Lineweaver and
Burk, 1934).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismamizda enzimatik esmerlesme reaksiyonlarindan biiyiik 6lgiide sorumlu
polifenol oksidaz (PFO) enziminin Igdir ekolojik kosullarinda yetisen antik bir iziim ¢esidi
olan Kirmiz1 Kigmis tiziimiinden (Vitis Vinifera L.) saflastirilmasi, karakterizasyonu ve bazi
kinetik 6zelliklerinin tayini yapilmistir. Enziminin saflastirma, karakterizasyon ve kinetik

caligmalar1 sonucu elde edilen bulgular agsagida basliklar halinde verilmistir.

4.1. Kantitatif Protein Tayininde Kullanilan Standart Grafik

Kirmiz1 Kismis tizimiinden elde edilen ham ekstrakt, aseton ¢oktirmesi ve afinite
kromotografisi ile elde edilen saf enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktari Bradford
yontemi kullanilarak yapildi. Bu amagla standart grafik bolim 3.6.2°de anlatildigi gibi
hazirlandi. Cizilen standart grafige bakilarak ham ekstrakt, aseton ¢oktiirmesi ve saf enzim
icerisindeki protein miktarlari hesaplandi. Standart ¢ozeltilerin pug proteine karsilik gelen

absorbans degerleri asagida gosterildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart grafik (BSA: Bovine Serum
Albumin)
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4.2. PFO Enziminin Afinite Kromotografisi ile Saflastirilmasi1 Sonuglari

Kirmiz1 Kismis tiziimiinden B6lim 3.3’de anlatildigi seklilde Sepharose-4B-L-
tirosin-p-aminobenzoik asit jeli sentezlenerek yapilan afinite kromatografisi sonucu,
toplanan eltatlarda spektrofotometrik olarak 280 nm’de Walburg metodu ile kalitatif
protein tayini ve 496 nm’de 4-metil katekol substrati ile enzim aktivitesi tayini yapildi. Elde
edilen aktivite ve absorbans degerleri tiip numarasina kars1 grafige aktarildi (Sekil 4.2).
Grafikte tek bir pik goriilmesi, PFO’nun grafikte belirtilen fraksiyon numaral: tiiplerde saf

olarak toplandigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.2. PFO’nun afinite kromotografisi ile saflastiriimas: grafigi

1’den 16’ya kadar numaralandirilan fraksiyon tuplerine 2 mL halinde eluatlar
toplandi. 496 nm’de spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapildi. En yiiksek aktivite
g6zlenen tlpte Bradford metoduna goére protein tayini yapildi. Elde edilen sonuglardan,
yizde verim ve saflagtirma katsayilar1 hesaplandi. Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi ham
enzim Ozutinde spesifik PFO aktivitesi 15.289 U/mg protein, saf enzim eliiatinda spesifik
aktivite 936.186 U/mg protein olarak hesaplandi. Bu verilere gére PFO’nun 61,23 kat
saflagmis oldugu tespit edildi.
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Cizelge 4.1. Igdir Kirmizi Kismis Uzimiinden (Vitis Vinifera L.) PFO Enziminin
Saflastirma Tablosu

Toplam Spesifik

Saflastirma Hacim  Aktivite  Toplam Protein Protein Aktivite \Verim

Saflastirma

Basamag (mL) (U/mL.dak) Aktivite (mg/mL) (mg)  (U/mg) Katsayisi
Ham
Enzim 110 10.349  1.138.445 679,6 74,46 15.289 100 1
Ozutu
Aseton
Coktirmesi 12 17.078 240.936 74,77 0,8972 268.530 21,16 17,56
Saf Enzim

2 6.076 12.152 10,77  0,0215 936.186 1,76 61,23
Eliiati

Enzimin saflastirma isleminde kullanilan Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik
asit afinite jeli Arslan ve galisma arkadaslari tarafindan hazirlanan jel sentezleme yontemi
kullanilarak yapildi (Arslan et al., 2004). Igdir Kirmiz1 Kismis tiziminden (Vitis Vinifera
L.) PFO enzimi, sentezlenen afinite jeli kullanilarak %1,76 verimle 61,23 kat saflagtirild.
Ham enzim ekstraktinin spesifik aktivitesi 15,289 U/mg protein, aseton ¢oktiirmesi sonrasi
Oztlin spesifik aktivitesi 268,530 U/mg protein ve afinite kromatografisi sonucu

saflagtiritlan PFO’nun spesifik aktivitesi 936,186 U/mg protein olarak hesaplandi.

Benzer caligmalarda PFO, afinite kromatografisi yontemi ile Sepharose-4B-L-
tirosin-p-aminobenzoik asit afinite kolonu kullanilarak, dut meyvesinden (Morus alba L.)
74,20 kat (Arslan et al., 2004), Lactarius piperatus L. mantarmdan 13,9 kat (Oz et al.,
2013), Boletus erythropus mantarindan 28,5 kat (Ozel et al., 2010), feslegenden (Ocimum
basilicum L.) 11,5 kat (Dogan et al., 2005), yaban armudundan (Pyrus elaegrifolia) 31,50
kat (Ulker Yerlitirk et al., 2008) ve Macrolepiota gracilenta mantarindan 65,3 kat

(Kolcuoglu, 2012) saflastiriimistir.

Farkli saflagtirma yontemleri ile polifenol oksidaz enzimi erikten (Prunus
domestica) amonyum siilfat ¢oktiirmesi, hidrofobik etkilesim kromotografisi ve iyon
degisim kromatografisi ile 32,81 kat saflastirlmistir (lonita et al. 2017). Kumar et al. (2008)
calismalarinda polifenol oksidaz enzimini Bardabos kirazindan amonyum silfat ¢oktiirmesi
phenyl Sepharose gel filtration kolonu ve Afinite kromatografisi metodu ile %8,3 verimle

60 kat saflastirmisglardir. Rapeanu et al. (2006) calismalarinda viktorya tiziimiinden (Vitis
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vinifera ssp. Sativa) Triton X-100 ve PVP kullanarak %30-90 doygunlukta amonyum stilfat
coktlirmesi ve ardindan diyalizle izole etttikleri polifenol oksidaz enzimini %8,1 verimle
135 kat saflastirmiglardir.  Polifenol  oksidaz  enzimi  Borage  bitkisinden
(Trachystemonorientalis L.) t-butanol ve amonyum silfat kullanarak tglii faz ayirma
teknigi ile %68,75 kat verimle 3,59 kat saflagtirilmistir (Alic1 and Arabaci, 2016).

4.3. Polifenol Oksidazin Biyokimyasal Karakterizasyonu
4.3.1. Polifenol oksidazin elektroforetik olarak karakterizasyonu

Afinite kromotografisi sonucu saflastirilan enzimde PFO varliginin belirlenmesi
amaciyla dogal ve SDS-PAGE elektroforez yontemi uygulandi. Boliim 3.7°de anlatildig:
sekilde hazirlanan %5-8’lik SDS poliakrilamid jel elektroforezine saflastirilan PFO enzim
eltatlar tatbik edildi ve coomassie brillant blue R-250 boyama iglemi uygulanarak protein
bantlar1 belirgin hale getirildi. Saf enzime ait protein bandi standart protein bantlariyla
karsilagtirildiginda yaklasik 38,01 kDa’ya karsilik gelen bir protein bandi degeri bulundu.
Protein bantlari igeren jeller fotograflanip kaydedildi (Sekil 4.3).

170 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa
55 kDa
40 kDa

35 kDa
25 kDa

Sekil 4.3. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi, A: Saf Enzim Eliiati, B: Protein Standart1
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Sekil 4.4. Kirmiz1 Kismis Uziimiinden saflastirilan PFO icin SDS-PAGE yo6ntemiyle
protein molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart grafik.

PFO’nun varligi dogal elektroforezle SDS’siz ve soguk ortamda tespit edildi.
Sentezlenen jele saf enzim eliiati yiiklendi ve ardindan elektrik alanda yiiriitiilen jel,
substrat boyama ¢ozeltisi (L-DOPA) ile boyandi. Olusan bantlar jel goriintiileme cihaziyla
kaydedildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Dogal-poliakrilamid Jel Elektroforezi (C:Susbtrat boyama 24 mM L-DOPA)
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Saflagtirdigimiz bu enzimde tek bant buldugumuzdan dolayr enzimin molekul
agirh@inin 38,01 kDa oldugunu kesin olarak sdyleyebiliriz. Bu sayede HPLC veya jel
flitrasyon kromatografisi teknikleri kullanilip, Kirmiz1 Kismisten saflastirilan PFO’nun alt

birimlerinin kontroliine gerek duyulmamuistir.

lonita et al. (2017) g¢alismalarinda erikten (Prunus domestica) amonyum sulfat
¢Oktiirmesi, hidrofobik etkilesim kromotografisi ve iyon degisim kromatografisi yontemi
ile kismen saflastirdiklar1 polifenol oksidaz enziminin molekiil agirligin1 65 kDa olarak
tespit etmislerdir. Kumar et al. (2008) bardabos kirazindan saflastirdiklar: polifenol
oksidaz enziminin, SDS-PAGE yontemi kullanilarak 52 ve 38 kDa molekiil agirliginda iki
alt birimi oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica enzimin safligin1 kontrol etmek icin yapilan
dogal-PAGE ile belirgin tek bir bant gozlemlemislerdir. Gawlik-Dziki et al. (2007) bir
marul tiriinde (Lactuca sativa var. capitata L.) uyguladigi kromatografik ayirmalarda elde
edilen enzim denatiire edici kosullar altinda elektroforetik olarak analiz edilmis ve SDS-
PAGE (zerinde, 60 kDa’lik bir molekiiler agirliga karsilik gelen tek bir bant goriilmiistiir.
Uglii faz ayirma metodu kullanilarak Borage bitkisinden saflastirilan polifenol oksidaz
enziminin molekiil agirli SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile 80 kDa olarak tespit
edilmistir yine DOGAL-PAGE ile yapilan 4-metilkatekol substrat boyama sonucu enzimin
2 izoenzimi oldugu tespit edilmistir (Alict and Arabaci, 2016).

4.3.2. Polifenol oksidaz aktivitesinin spektroskopik olarak karakterizasyonu

Afinite kromotografisi yontemiyle Igdir Kirmizi Kismis (Vitis Vinifera L.)
tizimiinden saflastirilan PFO enzimi icin en yiiksek aktivite gosterdigi substrati bulmak
amactyla katekol, 4-metil katekol, L-tirozin substratlari esliginde aktivite tayinleri
gerceklestirildi. En iyi aktiviteyi 4-metil katekol varliginda gosterdigi belirlendi. Katekol ve
L-Tirosin substratlar1 varliginda aktivitenin 4-metil katekole gore daha diisiik oldugu tespit
edildi (Cizelge 4.2). Daha sonra yapilan karakterizasyon ¢alismalarinda substrat olarak 4-
metil katekol kullanildi.
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Cizelge 4.2. Serbest enzimin substrat 6zgiinligi.

Substrat adi Serbest PFO bagil aktivite (%)
4-metil katekol 100
Katekol 41,69
L-Tirozin 2,95

PFO enziminin biyokimyasal karakterizasyon c¢alismalar1 asagidaki basliklar halinde

incelenmistir.

4.3.2.a. PFO aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Kirmizi Kismis UzUminden Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite
kromatografisi yontemi ile saflastirdigimiz polifenol oksidaz enzim aktivitesi lizerine
pH’nin etkisini belirlemek amaciyla 50 mM glisin-HCI (pH 2,0 ve 3,0), 50 mM sodyum
asetat (pH 4,0 ve 5,0), 50 mM fosfat (pH 6,0 ve 7,0), ve 50 mM Tris- HCI (pH 8,0)
tamponlart kullanilarak ayr1 ayri aktivite tayinleri katekol ve 4-metil katekol substrati
varliginda yapildi. Elde edilen aktivite degerleri kullanilarak %Bagil aktivite-pH grafigi
cizildi (Cizelge 4.3). Aktivitenin en yliksek oldugu pH degeri, optimum pH olarak tespit
edildi. Bundan sonraki ¢alismalarda aktivite tayinleri optimum pH degerlerinde

gergeklestirildi.

Cizelge 4.3. 4-metil katekol substratinin farkli pH’larda gosterdikleri aktivite degerleri
(Aktivite degerleri birim U/mL.dak’dir.)

pH
3 4 5 6 7 8
Substra
Ig'::afgl 84 459 1348 1193 977 741
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Sekil 4.6. 4-metil katekol substrat1 varliginda PFO aktivitesinin pH ile degisim grafigi

Benzer calismalarda; Siddiq and Dolan (2017) blueberry bitikisinden ekstrakte
ettikleri polifenol oksidaz enzimi ile yaptiklart optimum pH c¢alismasinda enzimin optimum
ph degerini sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanarak 6,1 ve sitrat fosfat tampon ¢ozeltisi
kullanarak 6,3 olarak tespit etmislerdir. Calismalarinda optimum pH degerine kadar enzim
aktivitesinin kademeli bir sekilde arttig1 ancak bu degerden sonra belirgin bir sekilde
azaldigini bildirmislerdir. Rapeanu et al. (2006) calismalarinda Viktorya tiziminden (Vitis
vinifera ssp. Sativa) amonyum silfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yontemleri ile ekstrakte ettikleri
polifenol oksidaz enziminin kinetik 6zelliklerini incelemisler ve 10 mM katekol substrati

icin optimum pH degerini pH:5,0 olarak tespit etmislerdir.

Unal et al. (2006) Sultaniye tziiminden (Vitis vinifera L. cv. Sultana) kismi
saflagtirdiklar1 PFO enziminin kinetik 06zelliklerini belirlemek amaciyla yiiriittiikleri
calismalarda, optimum pH belirlemek i¢in 0,2 mM katekol substrat1 kullanarak 3,0-5,4 pH
araliginda aktivite tayinleri yapmislardir. Elde edilen bulgulara goére pH’nin 3,4 oldugu

durumda enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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4.3.2.b. PFO enziminin pH kararhhigmin incelenmesi

Igdir Kirmiz1 Kismis tizimii PFO’su, farkli pH degerlerinde 4 °C’de, 24 saat, 48
saat, 72 saat ve 96 saat inkiibasyona tabi tutulup % kalan aktiviteye kars1 pH kararlilik
grafigi cizilmistir (Sekil 4.7). Enzimin en yliksek kararlilik gosterdigi pH degeri 7,0 olarak
tespit edilmistir. Enzimin pH 7’de 96 saat sonunda aktivitesinin %67,91°lik kisminin
korundugu gézlemlenmistir. Enzim aktivitesinin en fazla kayboldugu pH degerleri pH 3 ve

pH 8 olup ve bu kayip degerlerinin sirasiyla %56,77 ve %52,55 oraninda oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.7.Kirmiz1 Kigmis tiziimii PFO’sunun pH kararlilig1

Kumar et al. (2008) Barbados kirazindan (Malpighia glabra L.) elde ettikleri PFO
enzimi icin kinetik ¢aligsmalar yiirtitmislerdir. Elde ettikleri PFO’nun pH kararliligim
hesaplamak icin enzimi 24 saat uygun tampon cozeltileri i¢cinde 4 °C’de bekletmislerdir.
Inkiibasyon sonucu katekol substrat1 varliginda yapilan dl¢iimlerde pH’nin 5,5-8,0 degerleri
arasinda oldugu durumlarda enzim aktivitesinin %72 kadar bir oranla korudugu

gbzlemlenmistir.
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4.3.2.c. PFO aktivitesi Gizerine sicakhgin etkisi

Enzimler belirli sicaklarda en verimli ¢alisir buna optimum sicaklik denir. Her
enzim icin farklilik gosterir. Hatta belirli sicakligi gegince denatiirasyon baglar. Bu
calismada Igdir Kirmiz1 Kismis iiziimiinden saflastirilan PFO enziminin optimum aktivite
gosterdigi sicakligi belirlemek amaciyla katekol substratiyla 0-90 °C araliginda enzim
aktivitesi Ol¢iildii. Enzimim maksimum aktivite degeri 30 °C olarak belirlendi. 50 °C ve

tizeri sicakliklarda enzim aktivitesinde giderek azalma, 80 °C fiizeri sicakliklarda enzimin
aktivitesini buylk oranda kaybettigi gézlemlendi.
Yapilan Ol¢limler sonucu enzim aktivitesini 0-20 °C araliginda %70 civarinda

korudugu goézlenmistir. 60 °C sicaklikta enzim aktivitesi %65 civarinda korudugu

gozlenmis ve 70 °C’ de ise enzim aktivitesini %12 civarinda korudugu, 80 °C sicaklikta

enzim aktivitesi yok denecek kadar azaldigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.8.Kirmiz1 Kismis iiziimii PFO aktivitesinin sicaklik ile degisimi

PFO aktivitesi icin optimum sicaklik, enzim kaynagina ve calismalarda kullanilan
substrata bagli olarak biiyiik degiskenlik gostermektedir (Yoruk and Marshall, 2003). Farkl
kaynaklardan rapor edilen optimum sicaklik degerleri muz PFO’su igin 30 °C (Unal, 2007),
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Barbados kiraz1 (Malpighia glabra L.) PFO’su i¢in 40 °C (Kumar et al., 2008), Uzlm
PFO’su igin 45 °C (Unal and Sener, 2014). Elde ettigimiz sonuclar bu degerlerin

arasindadir.

4.3.2.¢. PFO enziminimsil kararhiliginin incelenmesi
Afinite kromotografisi yontemiyle Vitis Vinifera L. tiziimiinden saflastirilan PFO

enzimi ilizerinde yapilan sicaklik ¢alismalarinda optimum sicakligi belirlemek amaciyla 0-
60 °C arahiginda 10 °C’lik artiglarla inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon 15%er dakika
araliklarla toplam 1 saat siirdii. Her 15 dakika sonunda 4-metil katekol substrati varliginda
aktivite tayinleri yapildi. Ardindan elde edilen sonuglara gore 1s1l kararlilik grafigi cizildi

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. PFO enzimin zamana bagli 1s1l kararlilik grafigi

Elde edilen verilere gore 0-40 °C araliginda 1 saat sonunda enzimin aktivitesini
korudugu, 50 °C ve 0 °C’de enzim aktivitesinde 1 saatin ardindan %50 seviyelerinde bir
azalmanin oldugu ve 60 °C’de 1 saatlik inkiibasyon sonunda enzimin aktivitesinin %40
seviyesinde azalma gosterdigi gozlenmistir. 20 °C sicaklikta tim zaman araliklarinda

yapilan ol¢iimlerde ise enzim aktivitesinin neredeyse tamaminit korudugu tespit edilmistir.

70



Yesil fasulyeden saflastirilan PFO’nun 1s1l kararliligint belirlemek icin yapilan
calismada, enzimin aktivitesini 0-40 °C araliginda 30 dakikalik inkiibasyon sonunda
neredeyse tamamen korudugu tespit edilmistir. Isil kararliligin kullanilan enzim kaynagina

gore degisiklik gosterebilecegi belirtilmistir (Guo et al., 2009).

PFO enziminin 1s1l kararlilig1 incelemek i¢in yapilan ¢alismalarda 60 °C ve 70 °C
de inkiibe edilen enzimin ilk 10 dakikada aktivitesinin neredeyse yarisinin kayboldugunu
belirtmistirler (Orenes-Pinero et al., 2006; Unal, 2007). Altin ¢ilekten saflastirilan PFO i¢in
yapilan 1s1l kararlilik ¢aligmasinda enzimin 70 °C’de 30 dakika inkiibasyonu sonucunda 4-
metil katekol substrati esliginde aktivite hesaplandiginda orijinal aktivitesinin %70
oraninda kaybettigi, klorojenik asit substrati esliginde aktivite hesaplandiginda aktivitesinin
%80 oraninda kaybettigi gozlenmistir. Ayn1 ¢calismada 80 °C’de 30 dakika inkiibe edilen
enzimin orijinal aktivitesini %10 oraninda korudugu bildirilmistir (Bravo and Osorio,

2016).

4.3.2.d. PFO aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Kirmizi Kismis tiziimiinden saflagtirilan PFO enzimi i¢in baz1 kinetik parametrelerin
belirlenmesi amaciyla nihai konsantrasyonu 1-20 mM araliginda degisen katekol ve 4-metil
katekol substratlar1 varliginda enzim aktivitesi tayini yapildi. Enzim aktivitesi 4-
metikatekol substrati varliginda 496 nm’de, katekol substrati varliginda 500 nm’de
spektrofotometrik olarak o6l¢ildi. Optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi
amaciyla, substrat doygunlugunu belirten Michaelis-Menten egrileri ¢izildi (Sekil 4.10 ve
4.11). Cizilen bu grafiklere bakilarak, saflastirdigimiz PFO enzimi aktivitesinin basit
Michaelis-Menten kinetigine uydugu goriildi. Etkin bir enzim aktivitesi elde etmek i¢in 4-
metil katekol substrat konsantrasyonunun 8 mM, katekol substrat konsantrasyonunun da 12
mM olmasi gerektigi belirlendi. Lineweaver-Burk grafikleri, kinetik verilerin belirlenmesi
amaciyla ¢izildi ve bu grafikten Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax)

degerleri belirlendi.

71



1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

Spesifik Aktivite (U/mg Protein)

6 8 10 12 14 16 18 20

[4-Metilkatekol] (mM)

Sekil 4.10. 4-metil katekol varliginda PFO’nun substrat doygunluk egrisi
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Sekil 4.11. Katekol varliginda PFO’nun substrat doygunluk egrisi
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Sekil 4.12. 4-metil katekol varliginda PFO aktivitesi i¢in Lineaweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.13. Katekol varliginda PFO aktivitesi igin Lineaweaver-Burk grafigi

Enzim konsantrasyonu sabit tutulup, farkli susbstrat konsantrasyonlarinda ¢izilen

substrat-doygunluk grafigine bakilarak, Kirmiz1 Kismisi iiziimii PFO’sunun basit
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Michaelis-Menten kinetigine uydugu goriilmiistiir. Grafiklere bakilarak enzimin optimum
substrat konsantrasyonunun 4-metil katekol i¢in 8 mM ve katekol i¢in 12 mM oldugu, bu
konsantrasyon degerlerinde enzimin substratina doydugu ve bu degerlerin iizerinde enzim
aktivitesinde belirgin bir degisiklik olmadigi gozlenmistir. PFO enziminin difenolik
substratlar1 olan 4-metil katekol ve katekol varliginda kinetik parametreleri Michaelis-
Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri 4-metil katekol i¢in 7,25 mM ve
2500 U/mL.dak protein olarak ve katekol i¢in ise 24,21 mM ve 2000 U/mL.dak protein
olarak bulunmustur (Sekil 4.13). Elde edilen bu verilere bakilarak bu enzimin 4-metil

katekola olan spesifikliginin daha fazla oldugu sdylenebilir.

Benzer calismalarda PFO enzimi aktivitesinin 4-metil katekol varligimda Km
degerlerinin Amasya elmasinda 3,1 mM (Dogan and Dogan, 2004), Euterpe edulis’te 2.0
mM (Lourengo et al., 2006), patlicanda 3.24 mM (Concellon et al., 2004), Portabella
mantarinda 2.1 mM (Xiaodong and Flurkey, 1997), ayvada 4.54 mM (Yagar and Sagiroglu,
2002), Wolf’s elmasinda (Solanum lycocarpum) 0,15 mM (Batista et al., 2014), Trabzon
hurmasinda 14,6 mM (Ozen et al., 2004) oldugu tespit edilmistir.

4.3.2.e. PFO aktivitesi Uzerine inhibitor etkisi

Inhibitér etkisinin Vitis Vinifera L.’dan saflastirilan PFO enzimi iizerine etkisini
incelemek lizere, enzimin yaygin inhibitdrlerinden olan askorbik asit, sitrik asit, sodyum
metabisiilfit ve benzoik asit kullanildi. Inhibitor yoklugunda ve 6n denemelerle belirlenen
inhibitor konsantrasyonlarinda 4-metil katekol substrati ile 496 nm’de aktivite Gl¢iimleri
yapildi. Kontrol numunesi olarak inhibitorsiiz enzim numunesi alind1 ve aktivitesi %100
olarak kabul edildi. Her bir inhibitor igin konsantrasyona karsilik %Kalan aktivite grafikleri
cizildi. Enzimin aktivitesinde %50 azalmaya neden olan inhibit6r konsantrasyonu lso degeri
olarak belirlendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Kirmiz1 Kigsmis PFO enzim aktivitesi lizerine askorbik asitin etkisini gdsteren %

aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.15. Kirmiz1 Kigmis PFO enzim aktivitesi iizerine sodyum metabisiilfitin etkisini

goOsteren % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.16. Kirmiz1 Kismis PFO enzim aktivitesi {izerine sitrik asitin etkisini gosteren %

aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.17. Kirmiz1 Kismis PFO enzim aktivitesi tizerine benzoik asitin etkisini gosteren %

aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 4.4. Kirmiz1 Kigmis tiziim PFO’su aktivitesi tizerine dort farkli inhibitorle yapilan
calismalar sonucunda elde edilen Isp degerleri

Inhibitér Is0
Askorbik asit 0,0086 mM
Sodyum metabistlfit 0,286 mM
Sitrik asit 27,3 mM
Benzoik asit 7,75 mM

Elde edilen degerlere bakilarak kullanilan inhibitorler arasindan en etkin inhibitoriin
askorbik asit ve bunun ardindan sodyum metabisiilfit oldugu belirlenmistir. Askorbik asitin
bu denli etkili olmasinin sebebi olarak ortamda bulunan oksijenle daha hizli reaksiyona

girmesi gosterilmistir (Ros et al., 1993).

Gida endiistrisinde enzimatik esmerlesme ¢cogu zaman istenmeyen bir durum oldugu
icin bir¢ok arastirmaya konu olmustur. Esmerlesmenin kontroliinde bir¢ok fiziksel ve
kimyasal yontemler bulunsa da glniimizde en ¢ok tercih edilen yontem ucuz ve kullanimi
kolay oldugu i¢in kimyasal anti-browning ajanlar1 kullanimidir. Béylece gidalarin islenmesi
veya depolanmasi ile olusan ekonomik kayiplarin en aza indirilmesi amaglanir. Bu nedenle
giiniimiize kadar pek ¢ok arastirmaci polifenol oksidazin inhibisyonu iizerine caligmistir.
Ancak s6z konusu tliketime yonelik gida maddeleri oldugundan kullanilan inhibitorlerin
insan sagligini tehdit etmeyen, tiiketilmesi ile herhangi bir alerjik vb. reaksiyonlara sebep
olmayan, gidanin tekstlrinid ve organoleptik 6zelliklerini etkilemeyen anti-browning
ajanlar1 olmasi Onemlidir. Bu nedenle ¢alismamizda gida maddelerinde kullanilabilen
kimyasallar se¢ilmistir. Benzer ¢alismalarda Rapeanu et al. (2006) Viktorya tzimiinden
elde ettikleri PFO ile yaptiklari inhibisyon ¢alismasinda inhibitor etkisinin en fazla askorbik
asitte oldugunu bunu sirasiyla, L-sistein ve sodyum metabisiilfitin izledigini belirtmislerdir.
Gulgin et al. (2005) dietil ditiyokarbomat inhibit6rinin 1sirgan otu PFO’su igin en etkili
oldugunu belirtmiglerdir. Yine yapilan inhibasyon ¢alismasinda Anamur muzu PFO’su i¢in
etkili olan inhibitdrlerin askorbik asit ve sodyum metabisiilfit oldugu belirtilmistir (Unal,
2007). Baltas (2016) yaptig1 calismada metabisiilfit, askorbik asit, sodyum azid ve benzoik
asit inhibitorleri igin Isp degerlerini sirasiyla 0,0185, 0,0036, 4,0231 ve 0,4653 mM olarak
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belirlemistir. Vanilya fasulyesi PFO’su i¢in en etkili inhibitoriin askorbik asit oldugu ve
bunun ardindan etkili olan inhibitoriin 4-hekzilresorsinol oldugu belirlenmistir (Walissevski
et al., 2009). Mango PFO’su i¢in inhibitdr olarak tropolon, sodyum metabislfit, askorbik
asit ve kojik asit kullanilmis ve bu inhibitérlerinin 0,1 mM konsantrasyonunda enzimin

aktivitesini tamamen kaybettigi rapor edilmistir (Palma-Orozco et al., 2014).

4.3.2.f. PFO aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarimin etkisi

Saf Vitis Vinifera L. PFO’su {izerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek tizere
monovalent Na*, K*, divalent Mg?*, Cu®" ve trivalent olarak da AI** iyonlarinin kloriir
tuzlari kullanildi. PFO aktivitesindeki degisimler 1 ve 10 mM’lik nihai konsantrasyonlarda
metal iyonlar1 varliginda incelendi. Kontrol olarak metal iyonu ihtiva etmeyen reaksiyon

karisimi kullanildi ve bdyle bir karisimdaki PFO aktivitesi %100 kabul edildi (Cizelge 4.5).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda metal iyonlarmin 1 mM’lik  nihai
konsantrasyonlarinda 4-metil katekol substratt varhginda Kirmizi Kismis izimi
PFO’sunun aktivitesinde %50’lerde bir kayip meydana getirdigi gézlenmistir. Yine 4-metil
katekol substrati varliginda ImM’lik nihai metal iyonlar1 konsantrasyonlarinda yapilan
Olctimlerde sirasiyla enzim aktivitelerinde kalan degerler %49,45, %43,95, %34,06, %0,94,
%11,61 olarak Ol¢iilmiistir. Buradan da anlasilacagi lizerine sadece Na® metal iyonu
varliginda kontantrasyon artirilinca aktivitede bir artiy gdzlemlenmistir ve en fazla inhibe

edici etki Cu?* metal iyonu varhginda gdzlemlenmistir.

Enzimlerin ¢ogu, aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in kofaktér olarak metal
iyonlarina ihtiya¢ duyar. Metal iyonlari, farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklari
bilesiklerde farkli geometriye ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu yiizden,
proteinler karsisinda farkli ligand 6zellikleri gosterebilirler (Bock et al., 1999; Di Tusa et
al., 2001).

Metal iyonlarinin proteinlerin farkli bolgelerine baglanmalari sonucu, enzimin
yapisini farkli sekilde etkileyebildiklerinden, aktivasyona veya inhibisyona sebep olma gibi
durumlar degiskenlik gosterir (Bock et al., 1999; Di Tusa et al., 2001).
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Cizelge 4.5. Kirmiz1 Kismis Gzim PFO’su aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarmnin etkisi

% Kalan Aktivite

Metal Iyonu
1mM 10 mM

Yok 100 100
Na* 44,19 49,45
K* 50,23 43,95
Mg2* 53,53 34,06
Cu?* 49,84 0,94
Al3* 48,74 11,61

4.3.2.g. PFO enziminin farkh inhibitorleri icin Ki sabitlerinin bulunmasi

Farkli inhibitorlerin Ki sabitlerinin belirlenmesi igin, Once optimum sartlarda

inhibitorsiiz ortamda bes farkli 4-metil katekol substrati konsantrasyonunda aktivite

tayinleri yapildi. Ardindan yine optimum sartlarda, her bir inhibitor i¢in 3 farkli inhibitor

konsantrasyonunda, 4-metil katekol substratt varliginda enzim aktiviteleri belirlendi.

Aktivite degerlerine bakilarak 1/V ve 1/S degerleri hesaplanip Lineweaver-Burk grafikleri

¢izimi yapildi. Cizilen bu grafiklerden yararlanilarak inhibitorlerin K; sabitleri ve

inhibasyon turleri belirlendi (Cizelge 4.6). PFO enzimi igin inhibitor olarak kullanilan tim

maddeler i¢in inhibisyon tipleri (yarigmali inhibitdr, yar1 yarismali inhibitor, yarismasiz

inhibitor) asagidaki formiillere goére hesaplandi.

Yarigmali i¢in Yarismasiz ve Yar1 Yarismali I¢in:
K V .
Ky = E"I] ve V. il] dir.
1+== 1+
K. K

(4.1)
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Sekil 4.18. Kirmiz1 Kismis {iziimii PFO enzimi aktivitesi lizerine benzoik asitin inhibisyon

etkisi
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Sekil 4.19. Kirmiz1 Kismis iizimii PFO enzimi aktivitesi ilizerine sitrik asitin inhibisyon

etkisi
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Sekil 4.20. Kirmiz1 Kismis liziimii PFO enzimi aktivitesi lizerine askorbik asitin inhibisyon

etkisi
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Sekil 4.21. Kirmiz1 Kismis tiziimii PFO enzimi aktivitesi tizerine sodyum metabisulfitin

inhibisyon etkisi

81



Cizelge 4.6. Kirmizi Kigmis Uzim PFO’su iizerine inhibisyon etkisi arastirilan kimyasal

maddelerin Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan Kjdegerleri veinhibisyon

tipleri
inhibitor Ortalama Ki Degerleri inhibisyon Cinsi
(mM)
Sitrik asit 27,573 Yarigmasiz
Benzoik asit 0,847 Yarismal
Askorbik Asit 0,0021 Yarismal
Sodyum Metabisulfit 0,525 Yarigsmasiz

Lineweaver-Burk grafiklerinden cizilen inhibitorlerin K degerleri hesaplandiginda
Cizelge 4.6’da belirtilen sonuglar bulunmustur. Kj sabiti kiicuk olan inhibitériin enzime
olan ilgisinin fazla oldugu disiiniildiigiinde en etkili inhibitdriin askorbik asit oldugu
saptanmigtir. Daha sonra degerlere bakarak sirasiyla etkili olan inhibitorler sodyum
metabisiilfit, benzoik asit, sitrik asit oldugu tespit edilmistir. Bulunan bu degerlere bakarak
inhibitor etkisinin Isp degerleriyle biiyiik oranda uyustugu saptanmigtir. Ayrica g¢izilen
Lineweaver-Burk grafiklerine bakilarak inhibitorlerin inhibisyon cinsleri belirlenmistir
(Cizelge 4.6).

Yapilan diger inhibisyon calismalarinda PFO enzimi farkli kaynaklardan elde
edilmis, inhibitérlerin PFO aktivitesi tlizerine etkileri arastirilmis ve Ki degerleri
belirlenmistir. Yomra elmasinda (Malus communis L.) PFO’sunda 4-metil katekol
varliginda yapilan ¢aligmada askorbik asit ve sodyum metabisulfit en etkili inhibit6rler
olarak bulunmus ve Kj degerleri 0,05 mM olarak tespit edilmistir (Can et al., 2013).
Semizotu (Portulaca oleracea) PFO’sunda sentetik ve dogal inhibitérler kullanilmig, en
etkili inhibitoriin askorbik asit oldugu, Ki degerinin 0,36 mM ve inhibisyon tipi ise
yarismasiz olarak belirlenmistir (Gul Guven et al., 2017). Agaricus bisporus mantarinda
(J.E. Lange) prokatekol varliginda en iyi inhibe edici etkiyi benzoik asit vermis ve K;
degeri 0,046 mM olarak bulunmustur. Ayrica bu inhibisyonun tiirlinliin yarigmali oldugu
belirlenmistir (Gouzi et al., 2010). Armut (Pyrus communis) PFO’sunda katekol substrati

varhiginda alt1 farkli inhibitor kullanilmis ve en etkili inhibitoriin diethyldithiocarbamate
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oldugu ve inhibisyon tiirii ise yarigmali olarak belirlenmistir. Bu inhibitoriin K; degerinin
ise 1,11 x 10® mM oldugu rapor edilmistir (Ziyan and Pekyardimci, 2004). Bir diger
calismada PFO, patlicandan (Solanum melongena) izole edilmis ve sekiz farkli inhibitor
kullanilmistir. 4-metil katekol substrat1 varliginda yapilan ¢alismada en etkili inhibitor olan
sistein hidrokloriiriin inhibisyon tiiriiniin yarismali oldugu ve Kj degerinin ise 0,0018 mM

oldugu tespit edilmistir (Mishra et al., 2013).
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada Igdir yoresinde yetisen Kirmizi Kismis tiziimiinden (Vitis vinifera L.)
polifenol oksidaz enzimi afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilarak optimum pH,
optimum sicaklik, stabil pH ve 1s1l stabilitesi degerleri belirlenmis, katekol ve 4-metil
katekol substratlart i¢in Km Ve Vmax degerleri saptanmis, metal iyonlarinin enzim aktivitesi
tizerine etkileri incelenmis, ¢esitli kimyasallarin inhibisyon etkileri incelenerek Isg degerleri
ve her bir inhibitér i¢in ayr1 ayri Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek Ki degerleri ve

inhibisyon tipleri tespit edilmistir.

Farkli bitki tiirlerinde yapilan ¢aligmalara gore polifenol oksidaz enziminin sebep
oldugu esmerlesme reaksiyonlar1 meyve ve sebzelerde hem bitkinin 6zelikleri ve hem de
ekonomik acidan istenmeyen bazikayiplara sebep olmaktadir. Esmerlesmenin, meyve ve
sebze icerigindeki fenolik madde miktar ve cesidine ve polifenol oksidaz aktivitesine bagh
olarak degistigi  bilinmektedir. PFO aktivitesinin kontrol edilmesi, enzimatik
esmerlesmenin onlenmesinde en gegerli yontemdir. Bu sebeple, enzim aktivitesine etki
eden parametrelerin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu parametreler dogrultusunda meyve
ve sebzelerin islenmesi sirasinda uygulanan proseslerin en aza indirilmesi ve gelistirilen
yeni yontemlerle birgok Ulke igin ekonomik yarar ve gida son iiriinlerinde kalite kaybinin

minimum seviyeye indirilmesi saglanacaktir.

Esmerlesme reaksiyonlarma sebep olmasinin yani sira PFO’lar tipta, atik sularin
temizlenmesinde, kozmetik sektdriinde kullanimina hatta ¢evrede kirlilik yaratan fenolik

bilesiklerin teshisine kadar ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir.

Tidm bu PFO uygulamalar1 dikkate alindiginda bu enzimin saflastirilip endiistride
kullanilabilir hale getirilmesi oldukca 6nem kazanmistir. Bdylece PFO enzimi farkli
yontemler kullanilarak saflastirilmistir. Afinite kromatografisi, biyolojik molekiillerin
saflagtirilmasinda kullanilan ve PFO’nun saflastirilmasii¢in etkili bir yontemdir. Bu
nedenle, PFO saflagtirilmasi i¢in afinite kromatografisinde kullanilabilecek alternatif afinite
jelleri sentezi yapilabilir. Ayrica, daha sonraki ¢aligmalarda Vitis vinifera L. PFO’sunun

inhibisyon mekanizmalarinin  detayli bir sekilde belirlenmesi, organik ¢oziicii
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ortamlarindaki kararliliginin incelenmesi gerekmektedir. Vitis vinifera L.’dan saflastirilan
PFO enzimi igin, yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) veya jel flitrasyon
kromatografisi teknikleri uygulanabilir. Tim bu uygulanacak teknikler o6zellikle gida

sektorii i¢in farkli caligmalara yol gosterici olabilir.

Ayrica farkli gida dirlinlerine isleme ve farkli gida sektorlerinde kullanilma
potansiyeli olan Kirmizi Kismis {iziim meyvesinden saflastirilan PFO enziminin
karakterizasyonun belirlenmesi meyvenin gida endiistri alaninda kaliteyi etkileyebilecek
sicaklik ve diger parametreleri agisindan 151k tutacag: diisiiniilmektedir. Ozellikle tarihi bir
tiziim cesidi olmas1 sebebiyle bazi fizikokimyasal 6zelliklerinin ortaya konmasi ve degisik

degerlendirilme olanaklarinin arastirilmasi 6nerilebilir.
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