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OZET

DOGAL VE SENTETIK SUBSTRATLARIN ENZIMATIK
OKSIDASYON REAKSIYONLARI

Polifenol oksidaz oksidoreditktazlar smfina ait bir enzimdir. Bu enzim
monofenollerin hidroksilasyonunu ve o-dihidroksifenollerin o-kinonlara oksidasyonunu
katalizler. Diger enzimler gibi polifenol oksidaz da substratlarina kars: spesifiktir.

Polifenol oksidaz enzimi birgok sebze ve meyvede bulunur. Bu ¢alismada
polifenol oksidaz enzimi patatesten elde edildi. Bunun yamsira taro, seftali ve
mantardan elde edilen enzim ¢ozeltilerinin aktivitesi patates enzim ¢dzeltisiyle
kargilagtinildi. Taro enzim ¢dzeltisinin aktivitesinin patates enzim ¢6zeltisinden daha az
oldugu bulundu. Patates, seftali ve mantar enzim ¢Ozeltilerinin ise benzer aktivite
gosterdigi spektrofotometrik yOntemle belirlendi. Rumex crispus bitkisinden 1,5-
dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon izole edildi. Bu antrakinon, p-krezol, p-
nitrofenol, alizarin, sodyum alizarin-5-siilfonat substrat olarak kullamld:. Bu ¢aligmada
polifenol oksidaz enzimi kullamlarak p-krezol diginda daha 6nce galigilmammg bu
substratlarin oksidasyon reaksiyonlarinin gerceklestirilmesi amagland,

Cahismada kullamlan substratlarin enzimatik oksidasyon reaksiyonu verdikleri
spektrofotometrik ve kromatografik olarak kanitlandi. Ayrica her substrat i¢in polifenol
oksidaz enziminin optimum pH, optimum sicaklik, Km ve Vm degerleri belirlendi.

2004, 70 sayfa

Anahtar Kelimeler: 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon, p-krezol, p-
nitrofenol, alizarin, sodyum alizarin-5-siilfonat, polifenol
oksidaz, oksidasyon reaksiyonlari, enzim.



ABSTRACT

THE ENZYMATIC OXIDATION REACTIONS OF NATURAL AND
SYNTHETIC SUBSTRATES

Polyphenol oxidase is an enzyme belongs to the group of oxidoreductases. This
enzyme catalyses the hydroxylation of monophenols and the oxidation of o-
dihydroxyphenols to o-quinones. Polyphenol oxidase is also specific to its substrates as
other enzymes.

Polyphenol oxidase is found in many vegetables and fruits. Polyphenol oxidase
enzyme was obtained from potato in this study. Besides, the enzyme solutions of taro,
peach and mushroom were compared with the potato enzyme solution. It was
determined the activity of the taro enzyme solution was less than the potato enzyme
solution. It was also determined by spectrophotometric method the potato, peach and
mushroom enzyme solutions have similar activity. 1,5-dihydroxy-3-methoxy-7-methyl-
anthraquinone was isolated from Rumex crispus plant. This anthraquinone, p-cresol, p-
nitrophenol, alizarin,sodium alizarin-5-sulfonate were examined as substrates. In this
study, it was aimed to make the oxidation reactions of this substrates have not been
studied before except p-cresol by using polyphenol oxidase enzyme.

It was proved as spectrophotometric and chromatographic the substrates used in
the study gave enzymatic oxidation reaction. In addition to, optimum pH, optimum
temperature, Km and Vm values of polyphenol oxidase enzyme was determined for
each substrates.

2004, 70 pages

Keywords: 1,5-dihydroxy-3-methoxy-7-methylanthraquinone, p-cresol, p-nitrophenol,
alizarin, sodium alizarin-5-sulfonate, polyphenol oxidase, oxidation
reactions, enzyme.



ONSOZ

Bir gesit katalizor olan enzimler simdiye kadar var olan birgok geleneksel
yontemlerde farkh amaglarla kullamlmuglardir. Enzimlerin 6zellikle atiklarn
temizlenmesi ve antibiyotiklerin yapilmasi swasindaki Snemi benimsenmigtir. Taze
kesilmis ¢ogu sebze ve meyvelerin kahverengileymesine sebep oldugundan dolay:
polifenol oksidaz enzimi de gogu aragtrmacinin yillar 8ncesinden dikkatini ¢ekmistir.
Bu g¢ahgmada ise polifenol oksidaz enziminden faydalanarak farkli substratiarla
enzimatik oksidasyon reaksiyonlarinin gergeklestirilmesi amaglanmgtir. Bunun icin de
dogal ve sentetik substratlar kullanilmmstir.

Bana bu galigmay1 yapma olanagim saglayan, galigmamm biiytik bir ilgi ve 6zenle
yoneten, bilgi ve deneyimlerinden yararlandifim degerli hocam Prof. Dr. Keriman
GUNAYDIN’A (Istanbul Universitesi, Molekliler Biyoloji ve Genetik Bolimi),
¢aligma arkadaglarima , aileme ve egime tegekkiir ederim.
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DIECA Dietilditiyokarbamat

Dopa 3,4-dihidroksifenilalanin

EC sayist Enzim Katalog Numarasi

[Ed Toplam Enzim Derigimi

ES Enzim-Substrat Kompleksi

[ES] Enzim-Substrat Kompleksinin Derigimi

Km Michealis-Menten Sabiti

LDH Laktat Dehidrojenaz

NAD Nikotinamid Adenin Dinfikleotid

NADP Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat

P Piruvat

PEP Fosfo Enol Piruvat

[S] Substrat Derigimi

[STi ik Substrat Derigimi

[Slson Son Substrat Derigimi

UV-VIS Ultraviyole-Gdriintir Bolge Spektroskopisi

A" Herhangi Bir Andaki Reaksiyon Hizi

Vv, 0,0625 mM’hk Substrat igin Hesaplanan Reaksiyon iz
V2 0,125 mM’lik Substrat i¢in Hesaplanan Reaksiyon iz
V; 0,25 mM’hk Substrat I¢in Hesaplanan Reaksiyon hiz1
\'2 0,5 mM’hik Substrat I¢in Hesaplanan Reaksiyon hizi

Vm Maksimum Reaksiyon Hiz1
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1. GiRiS

Laboratuvar kogullarinda yiiksek sicaklik, basing, asit veya baz katalizorlerle ve
susuz ortamlarda heterojen katalizorler varhginda gergeklesebilen reaksiyonlar canhi
organizmalarda diisik sicakliklarda, n6tral c¢oOzeltilerde sasirtici bir  gekilde
gergeklesmektedir. Molekiillerin hidrolizi, oksidasyonu ve karmagik yapili bilesiklerin
sentezleri bahsedilen reaksiyonlar arasinda sayilabilir. Bu reaksiyonlarin yiiriiyiislerini
anlamak cok 6nemlidir. Bu kimyasal degisimleri gergeklestirmek i¢in organizmalar
organik katalizorleri kullanmaktadir. Bu katalizorler hiicrelerde veya hiicre sivilarinda
az oranda bulunurlar. Bu katalizorler enzim olarak adlandmrilirlar. Yani enzimler protein
yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Etkinlik ve spesifiklik bakimindan diger
kataliz6rlere gore oldukga fazla tistiinliik gdsteren enzimlerle yapilan galigmalarmn sayisi
ve Onemi giderek artmaktadur.

Bu ¢ahgmada da dogal ve sentetik substratlarm enzimatik oksidasyon
reaksiyonlar1 gerceklestirilmigtir. Oksidasyon reaksiyonunu saglamak amaciyla
polifenol oksidaz enzimi kullamlmigtir. Elde edilmesinde kullamilan yontemin gerek
uygulama kolaylig1 gerekse ekonomik ve hizhi olmasmdan dolay: polifenol oksidaz
enzimi tercih edilmistir.

Polifenol oksidaz enzimi katekolaz ve krezolaz etkilerine sahip iki fonksiyoniu
bir enzimdir. Krezolaz etkisi krezol gibi monofenol bilesiklerini orto dihidroksi fenol
bilegiklerine oksitlemesiyle goriiliir. Katekolaz etkisi ise katekol gibi orto dihidroksi
fenol bilesiklerini orto kinoniara oksitlemesiyle agikianabilir.

Polifenol oksidaz enziminin bu 8zelliklerinden dolayr bu enzimi kullanarak
Onceki galigmalarda yer almamig farkh substratlarla gegitli oksidasyon reaksiyonlarinin
gergeklestirilmesi amaglanmmgtir.

1.1. Enzimler

1.1.1, Tarihge

Sarap, sirke, bira ve peynir iretimi i¢in kullanilan enzimatik reaksiyonlar goktan
beri bilinmektedir. Ancak modern gaglarda sistemli ¢caligmalara baglanmigtir.



1713 yilinda REAUMUR karganin mide sivisinda etin ¢6ziildiitinii g6zlemistir.
SPALLANZAN (1783) tel ile sarilmig etle hayvanlan beslemis ve ¢oziinme olaymin
gergeklestigini anlamgtr.

CAGNARD ve LATOUR ve aym anda ama bagmmsiz olarak KUTZING (1838)
bira mayasimnin hiicrelerinin fermantasyona sebep oldugunu agiklarmslardir.

1857 yilinda PASTEUR fermantasyon {iizerine yapti1 tiinlii aragtrmasim
yaymlayarak bira mayas:1 hiicrelerinin metabolik reaksiyonlar1 ve fermantasyon
arasindaki bagimhilig1 vurgulamigtir.

Enzim kelimesi KUHNE tarafindan ilk defa 1878 yiinda kullamimagtir.
BUCHNER 1897 yilinda bira mayasindan bir s1vi elde etmis ve bu siv1 fermantasyona
sebep olmugtur. Buradan sivida enzim oldugu anlagilmig ve bu enzim zimaz olarak
adlandirlmigtir. Zimazm birkag enzim karigimn oldugu daha sonra anlagilmustir. 19,
yiizyilda bir¢cok enzim ekstrakti elde edilmigtir.

1830 yilmda DUBRUNFAUT, maltin sulu ekstraktinda nigastayr maltoza
dontigtliren etkinin oldufunu gézlemlemigtir. Bu ekstrakitan, PAYEN ve PERSAZ
(1833) etanol ile ¢oktiirmeyle amilaz elde etmislerdir. Ac1 badem ekstraktinda bulunan
enzim 1837 yihnda LIEBIG ve WOHLER tarafindan ayrilmis ve saflagtirilmstir.

Izole edilen ilk enzimler sunlardir: Pepsin, tripsin, lipaz, invertaz ve tireaz.

1835 yilinda BERZELIUS’ un, enzimatik reaksiyonlarn Kkatalitik etkisini
hayvan ve bitki yasam igin 6nemini ortaya koyarak ispatlamasi nemlidir.

Diistik konsantrasyonlarda bile enzimlerin ¢ok aktif maddeler olduklar:
anlagiimigtir. Enzimlerin saflagtirilmas: igin WILLSTAELTER, modern kromatografiye
benzer bir yontem kullanmustir: Kat1 maddeler {izerine adsorpsiyon ve tuzlu ¢dzeltilerle
eliisyon. Bu incelemeler enzimlerin makromolekiil yapisim ispatlamugtir.

Saf, kristal seklinde elde -edilen ilk enzim iireazdir. Daha sonra pepsin, tripsin,
karboksipeptidaz, tirozinaz, katalaz ve birgok enzim elde edilmigtir.

Proteinlerin saflagtirma yontemleri enzimlerinkiyle aymdrr. Simdiye kadar elde
edilen biitlin enzimlerin basit protein veya belirli prostetik grup igeren protein yapisinda
olduklar: ispatlanmgtir.

Birgok enzimin molekiil agirhf Slgiilmiis ve riboniikleazda bulunan amino
asitlerin siralanmasi tespit edilmistir NENITESCU, 1985).



1.1.2. Proteinler

Protein kelimesi Yunanca “proteios” kelimesinden tiiretilmig olup ilk, birinci
anlamina gelmektedir. Hiicre kuru agrhgmin % 50° sinden fazlasim, yas agurhifinn ise
yaklagik % 15-20° sini proteinler olusturur.

Proteinler ¢ok sayida tekrarlayan L-amino asit Unitelerinin peptid bag: ile
baglanmalariyla olusurlar. Peptid bag: bir amino asitin -NH; grubu ile diger bir amino
asitin a-COOH grubu arasinda bir mol su ¢gikmasiyla olusan bir amid bagidir ve trans
konfigiirasyonundadir. Bir peptid bagimnmn yapis: agagidaki gibidir:

Coz—----- R
\ Coo
H

Yukarida da goriildligii gibi C-N bag: ¢ift bag karakterindedir. C-N grubuna
baglanmig dort atom C-N grubu ile aym diizlemdedir ve peptid baginda rezonans
kararhihg: vardir. Ayrica C-N baginm kismen ¢ifte bag karakterinde olmast molekiiliin
serbest ddnmesini engellemistir. Molekiile kat1 bir yap1 kazandirmigtir. Serbest dSnme
sadece C-R, C-NH;", C-COO" ve —H baglarmda olabilir.

Bir peptid bag: ile birlesmis olan iki amino asite dipeptid, iki peptid bag: ile
birlesmis ti¢ amino asite tripeptid adi verilir. Asagida bir dipeptidin olusumu
gOsterilmigtir:

Ry Ro R,

| ] | |
HN—CH—G—OH + H;N—CH-G—OH —H0, HpN—CH—C—N-—CH—COOH
o)

dipeptid
Genel olarak bir peptid 10 amino asitten daha az sayida amino asit igeriyorsa
oligopeptid, 10 veya daha fazla amino asit igeriyorsa polipeptid adi verilir. Uzun
polipeptid zincirleri de proteinleri olugturur.



1.1.3. Proteinlerin fyonik Ozellikleri

Amino asitler, peptidler gibi proteinler de amfoterik 6zellik gosterirler. Bir
proteinin tagidig: ylikiin pH’ ya bagh olarak degigimi zayif asit, zayif baz, amino asitler
ve peptidler i¢in oldugu gibi Henderson-Hasselbach denklemi ile agiklanir.

Amino asit dipolar iyon geklindeyken art1 ve eksi yliklerin sayisi birbirine esittir.
Yani iyonun tasidig net ylik sifirdir. Iste bu noktadaki pH® ya izoelektrik pH denir ve pl
ile gosterilir. Proteinler ve polipeptidler i¢in yaklagik pI degerleri iyonlagan gruplarin
sayisindan hesaplanir. Ornegin tamamen protontanmig durumdaki vazopressinin pl
degeri su sekilde hesaplanir: pH 8,9° da hormonun yapisinda bulunan lizin amino
asitinin ~NH;" grubu tamamen yiikstiz -NH, grubuna d6niisecektir, bu durumda
hormonun fizerindeki yikk +1° dir. pH 12,5’ un iizerinde ise molekiil —1 yiiklidiir. Bu
nedenle pl hesaplanmasinda kullamlacak pKa degerleri pKa=10,1 ve pKa=12,5
olacaktwr ve pl degeri;

pI=10,1+12,5/2=11,3 olarak bulunur.

1.1.4. Proteinlerin Aynstirilmas ve Saflastiriimas:

1.1.4.1.Molekiil Biiyiikliigiine Bagh Yintemler

Proteinler genis boyutlu ve yliksek molekiil agirlikli molekiiller olmalari
nedeniyle birbirlerinden veya daha kii¢iik molekiillerden diyaliz, ultrasantrifiijleme, jel
filtrasyonu gibi ybntemlerle ayrigtirilabilir.

Bir hiicre veya doku ekstraktindaki proteinler kii¢ik molekiillerden diyaliz
yontemiyle ayrigtinlabilirler. Selofan gibi son derece kiiglik (ultramikroskopik)
g6zenekleri olan bir keseye konulan biiyiikk molekiiller 8rnegin proteinler kese i¢inden
¢ikmazken kiictik molekiiller ¢ikabilirler. Boylece bir hiicre ve doku ekstrakti igeren bir
kese tamamen su igerisine konuldugunda tuz ve glukoz gibi kiicilk molekiiller
gozeneklerden gegecekler buna karsilik proteinler gegemeyeceklerdir. Keseden digariya
¢ikan kiiciik molekiiller derigimlerinin az oldugu ydne dogru daha kolay hareket
edeceklerinden kesenin konuldugu saf su birka¢ kez degistirilirse protein ¢dzeltisinde



kigtik, ¢ozlinen maddelerin derisimi giderck ihmal edilecek bir degere diigecektir.
Boylece proteinler kiiglik molekiillerden armndirilmg olurlar.

Jel filtrasyonu (molekiiler eleme) kromatografisi proteinleri molekiiler
biiytikliklerine gére ayrmada kullamlan bir tiir kromatografik yontemdir. Bu yontemde
bilinen ve kontrol edilmis biiyiiklikkte gdzenekler iceren son derece hidrate edilmig
sentetik, polimerik jeller (dekstran gibi) kolon denilen uzun cam bir tiip i¢ine konur.
Protein karigimi yavasga bu kolondan agagi dogru gegirilir. Kiiglik proteinler polimer
yataklarindaki kiiciik gézeneklere girebilirler ve bdylece hareketleri gecikir. Buna
kargihik biiyiik proteinler bu oyuklara giremediklerinden daha hizh bir sekilde kolondan
¢ikarlar. Ara biylikliikteki proteinlerin hizi ise ikisinin arasinda bir hizdir. Kolona
protein karigimi uygulandiktan sonra alttan kolondan kiiciik fraksiyonlar halinde sivi
almirsa her bilesen ayrstirilabilir. Bu ayrigma benzer proteinlerde molekiiliin
bilytikligii ve molekiil agirhg: ile orantilidir. Bu nedenle benzer proteinlerden molekiil
agirhg bilinen proteinlerle bilinmeyenler karsilagtirihir.

Ultrasantrifiijleme, proteinleri molekiil agwliklarma gére aywrmada
kullanilabilecek daha giivenilir bir ydntemdir. Yiiksek ¢ekim giicleri altinda molekiiller
molekiil agrliklan ve sekilleriyle orantili olan bir hizla ¢okelirler. Ultrasantrifiijler
yergekiminden yaklagik 500000 defa daha biiyik bir kuvvet iiretirler. Belirli bir
santrifiij glicli altinda ¢6ziilmiis molekiiller dairesel hareketten kaynaklanan alanin
yarattif1 kuvvetle kendi kuvvetleri tam esit ve zit oluncaya kadar ¢ozelti iginde hareket
ederler. Boylece farkh molekiil agirlikli molekiiller ayrigsmig olurlar. Ultrasantrifitjleme
yontemleri son derece degerli olmasina ragmen genel olarak daha yavas sonug¢ alan,
daha pahali ve daha hassas cihazlar gerektirmektedir.

1.1.4.2. Elektriksel Yiike Dayanan Yéntemler

Elektroforez yontemi elektriksel yilke dayanan yontemlerden biridir. Protein
karigimmdan olusan bir ¢ozelti iki elektrot arasmma konuldugunda yiiklii protein
molekilleri net yliklerine, tagryici ortamm &zelliklerine ve molekiil agirliklarina bagl
olan bir hizla hareket ederler. Elektroforez, yiiklii molekiillerin uygulanan bir elektrik
alaninda net yiiklerine, tagtyici ortamin Ozelliklerine ve molekiil agwhiklarina bagli
olarak farkl hizda hareket etmeleri esasma dayanan bir yontemdir. Kiigik peptidlerde



oldugu gibi proteinlerin polipeptid zincirlerinin de karakteristik izoelektrik noktalari
vardir. Belirli bir pH’ da bir protein karigimi net negatif ylikli, net pozitif yiikli ya da
ytikstiz proteinler igerebilir. BSyle bir karisim bir elektrik alamina konulursa pozitif
yiikli olan proteinler negatif kutba (katot), negatif yliklii olan pozitif kutba (anot)
hareket ederlerken yiiksiiz olanlar hareketsiz kalacaktir. Ayrica yiikk yogunlufu fazla
olan proteinler aym tiir yiikii daha az oranda igeren proteinlere gore gok daha hizhi
hareket edeceklerdir. Elektroforez igin yaygin olarak kullanilan destek ortamlar: kagit,
seliiloz asetat ve inert jeldir.

Elektroforez yontemi proteinlerin kesin sinirlarla ayrilmig bantlar olusturarak
ayrilmasim saglayan geligmis bir tekniktir. Ortam olarak kararh bir pH arah:
saglayacak gekilde bir amfolit ( kiiglik, ¢ok sayida ylik tasiyan molekiiller) kullanilarak
hazirlanir (poliamino karboksilik asit gibi). Ayrimi yapilacak bilesikler (proteinler gibi)
izoelektrik noktalarmna denk diigen pH degerine kadar hareket ederler. Bu pH’ da protein
tizerindeki net yiikk sifir olur ve hareket durur. Elektroforez yontemi ile izoelektrik
noktalar1 arasinda 0,01 pH iinitesi fark olan bilesikler rahatlikla ayristirilabilir. Bagka bir
deyisle aralarinda net bir yiik farki olan proteinler ayrigtinlabilir.

Bunlardan bagka iyon degistirici kromatografi ve inert materyaller {izerinde
adsorpsiyona dayanan ydntemler de proteinlerin saflagtinilmas: i¢in kullamlan diger
yontemlerdir.

1.1.5. Enzimlerin Ozellikleri

Enzimler kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen proteinlerdir. Enzim katalizli
reaksiyonlardaki reaktiflere substrat denir. Viicuttaki her bir reaksiyon igin 6zel bir
enzim mevcuttur. Diger katalizorler gibi enzimler de reaksiyon boyunca degigime
uframazlar ve reaksiyonun dengesini degistirmezler. Ancak sistemin daha kisa siirede
dengeye ulagmasma yardim ederler. Enzimler difer katalizdrlere gére etkinlik ve
spesifiklik yoniinden farkli 6zellikler gosterir.

1.1.5.1. Etkinlik

CO, + H,0 _’I H,CO3



Bir enzim molekiili saniyede 600000 tane CO, molekiilini H,CO;* e
doniistiirtir. Bu kataliz olmasayd1 viicuttaki bu reaksiyon 1/10000000 oraninda daha
dustik bir hizla gergeklesirdi.

Enzimlerin bu etkisi reaksiyonun aktivasyon enerjisine bakilarak agiklanabilir.
Aktivasyon enerjisi reaktiflerin tepkime vermeleri igin gereken minimum enerjidir.
Diisiik aktivasyon enerjili reaksiyonlar daha hizhi gergeklesirler.

1.1.5.2. Spesifiklik

Enzimler diger kataliz6rlerden gok daha fazla spesifiktir. Ozel bir enzim ¢ok az
sayida substrata etki eder.

Anahtar-kilit modeline gére enzimler kilit gibi spesifik, kat1 bir yapiya sahiptir.
Bir maddenin substrat olmas: iginse kilite uyan bir anahtar geklinde olmasi gerekir.
Enzime substratin baglandig: ve iiriine cevrildigi bolgeye aktif bblge denir. Anahtar-kilit
modeli enzim spesifikligini agiklar. Fakat aktif bolge uymadifi zaman substratin
baglanmas i¢in enzim biraz geklini degistirir NENITESCU, 1985; LYGRE, 1990).

1.1.6. Kofaktorler

Enzimlerde protein kismindan bagka protein olmayan ve kofakttr denilen bir
kisim bulunur. Kofaktérler birgok enzimin katalitik aktivite gbsterebilmesi i¢in gerekli
olan maddelerdir. Kofaktdrler inaktif olan protein yapisindaki apoenzimlerin, aktif
holoenzime ¢evrilmesi igin gerekli kimyasal maddelerdir. Bunlar ikiye ayrnlir: 1-
Esansiyel iyonlar 2- Organik bilesikler yani koenzimler. Esansiyel iyonlar da ikiye
aynhr: a- Aktivatdr iyonlar; enzime gevsek olarak baghi olup, genellikle substratla
baglanmaya istirak ederler. b- Metal iyonlar1; enzime siki olarak baglhidirlar ve katalitik
reaksiyona direkt olarak istirak ederler. Enzimin kofaktorlerinden organik bilesikler de
ikiye ayrilir. a- Kosubstratlar b- Prostetik gruplar.

Koenzimler yapilarmin bir pargas: olarak vitamin igerirler. Genellikle enzimatik
reaksiyonun tamammda elektronlarm, &zel atomlarin ve fonksiyonel gruplarin
transferinde ara tagtyic1 olarak rol oynarlar (NENITESCU, 1985; KALAYCIOGLU ve
ark., 2000).



1.1.7. Enzimlerin Siniflandiriimasi

Canl organizmalarda kimyasal proseslerin karmagiklig1 g6z 6niine alindiginda,
dogada bulunan enzimlerin sayisinin simdiye kadar bilinenlerden daha fazla olmasi
beklenilmektedir. Substratlara veya katalizledikleri reaksiyonlara gbre enzimler
siniflandirilir. Emulsin, zimaz ve pepsin bilinen en eski enzimlerdir. Enzimler reaksiyon
tipine veya substrata —az takis1 eklenerek adlandirilirlar. Ornegin hidroliz reaksiyonunu
katalizleyen enzimler hidrolazlar, hidrojenin uzaklagtlmasmm Katalizleyen enzimler
dehidrojenazlar olarak isimlendirilirler. Bu yaygin bir kullanim sekli olmakla beraber
enzimlerin sistematik ve bilimsel olarak sayisal smiflandirilmalar1 yapilmustir.
Enzimlerle katalizlenen 6 ana reaksiyon grubu vardir ve bu gruplardaki enzimlerin her
birine belirli bir enzim katalog numaras1 (EC sayis1) verilmigtir. Bu tiir bir simflandirma
bir enzimi ve kaynagm dogru olarak saptamada son derece dnemlidir. Ancak glinliik
laboratuvar ¢gahgmalarinda biyokimyacilar enzimlerin katalog numaralar: yerine yaygin
isimlerini kullanmaktadirlar. Uluslararasi Biyokimyacilar Dernegi enzimler i¢in sayisal
smiflandirma sistemini kabul etmektedir. Enzim aktivitelerinin simflandirildigi 6 temel
grup asagida Szetlenmigtir. Bu gruplarin her biri de ayrica kendi iglerinde simniflara
ayrimugtir:

1. Oksidorediiktazlar:
a) CHOH gruplarna etkili olanlar
b) Aldehit ve keton gruplarina etkili olanlar
¢) Kiikiirt igeren gruplara etkili olanlar
2. Transferazlar:
a) Azothu gtup tastyicisi olanlar
b) Kiikiirtlii grup tagtyicisi olanlar
3. Hidrolazlar:
a) Ester gruplarina etki edenler
b) Peptit baglarna etki edenler
4. Liyazlar (bag kiran reaksiyonlarda) :
Karbon-azot bagim kiranlar
5. 1zomerazlar:

Cis-Trans izomerlerinin olugumunu katalizleyenler



6. Ligazlar (bag olusumu reaksiyonlarinda) :
C-C bagi olusturanlar

Buna gore her grup kendi iginde alt gruplara ayrlabilir ve tiim enzimler dort
sayidan olusan bir kisaltma ile tanimlanir.

Ornegin; EC 1.1.1.27 seklinde bir belirtimde EC bu enzimin enzim kataloguna
gore tanimlandigm, 1 sayis1 bu enzimin bir oksidorediiktaz oldugunu, ikinci 1 sayisi
enzimin —~CHOH iizerinde etkili oldugunu, {iglincii 1 sayis1 ise enzimin kofakt6r olarak
NAD" kullandigmi g8stermektedir. Giinliik kullannmda bu enzim kisaca laktat
dehidrojenaz enzimi olarak adlandirihr NENITESCU, 1985; TUKEL, 1994).

1.1.8. Enzim Katalizli Reaksiyonlara Etki Eden Faktorler
1.1.8.1, Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Diigiik substrat konsantrasyonlarinda substrat konsantrasyonun artmasi enzimin
aktivitesini bityiik dlgtide arttirir. Yikksek substrat konsantrasyonunda ise konsantrasyon
artisinin enzim aktivitesine etkisi yoktur.

E+ S=—=ES——=EP~——E+ F

Enzim konsantrasyonu sabitken substratin konsantrasyonu arttifinda belli bir
noktada enzim substratla doygun hale gelir. Bu yilizden fazla miktarda substrat
varhiginda enzimin aktivitesi substrat konsantrasyonundan bagimsiz hale gelir.

1.1.8.2. Sicakhgin Etkisi

Diger reaksiyonlar gibi enzim katalizli reaksiyonlar da yiiksek sicakliklarda
daha hizh gergeklesir. Fakat sicaklik 30-40 °C’ yi agtiginda enzimin aktivitesi diiger. Bu
durumda enzimler katalitik aktivitelerini kaybederler. Ciinkii enzimler de diger
proteinler gibi yiiksek sicakliklarda denatiire olurlar.
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1.1.8.3. pH’ m Etkisi

Enzim aktivitesi pH ile degisir. Enzimler genellikle ntr pH degerlerinde en
etkindirler. Yiiksek pH’ larda proteinler denatiire olurlar. Substratin iyonik gruplarinin
ve enzimin aktif bdlgesinin pK, degerleri vardir ve farkli pH degerlerinde farkli iyonik
formlarda bulunurlar. Etkin bir baglanma igin substratin ve aktif bdlgenin 6zel bir
iyonik form gerekirse enzim bu iyonik formun bulundugu pH’ da en etkin olur.

1.1.8.4. Aktivatdr ve inhibitorlerin Etkisi

Birgok madde enzimlere onlarin katalitik etkinligini arttirmak ya da azaltmak
icin baglanirlar. Birgok enzim aktif bdlgeye metal iyonlar1 veya vitamin tiirevieri
baglandiginda aktif hale gelirler. Maddeler enzimlerin diizenleyici bblgelerine
baglanarak enzimin aktivitesini azaltabilir veya arttirabilirler.

1.1.9. Onemli Enzimler

I.Hidrolaz
1. Esteraz:
a) Lipaz: Lipid — asit +gliserin
b) Kolinesteraz: Asetilkolin — kolin + asetik asit
2. Glikozidaz
a) Oligozaharidaz: a-Glikozidaz, invertaz
b) Polizaharidaz: a-Amilaz, B-Amilaz
3. Amidaz
Ureaz: Ure > CO, +NH;
4. Proteaz
a) Endopeptidaz: Protein — peptit
b) Ekzopeptidaz: Karboksipeptidaz, Aminopeptidaz
II.Transferaz
1. Transmetilaz
2.Transagilaz
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Arilamino-transagilaz: Asetil-CoA +arilamin — asetil-arilamin
3. Transglikozilaz
4. Transfosfataz
Hekzokinaz: D-Glukoz +ATP —»D-Glukoz-6-fosfat +ADP
5. Transaminaz
Transaminaz L-glutamik: L-glutamik asit + piruvik asit — L-alanin + a-ketoglutarik
asit

III. Oksidorediiktaz

1.0Oksidaz
a) Monofenol-oksidaz:
OH OH
o X
p-alkilfenol 4-alkilkatekol
b) Polifenol-oksidaz:

OH 0]
CE + 172 02 — + H20
OH 0

katekol o-kinon
2. Peroksidaz

a) Peroksidaz:

\H + 6——H —> A +2H,0

b) Katalaz: H,O, —» H,0+1/2 0,
IV. Liyaz
1. Karboliyaz
a) Karboksilaz: CH;COCOOH — CH3CHO +CO,
b) Karboligaz
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Karboligaz asetaldehit: R-CHO +OHC-CH; — R-CHOH-COCHj;
¢) Aldolaz
2. Hidrataz
Fumaraz: Fumarik asit +H,O <> Malik asit
V. izomeraz.
Okso-izomeraz:D-glukopiranoz-6-fosfat <> D-fruktofuranoz-6-fosfat (NENITESCU,
1985).

1.1.10. Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Enzimatik aktivite tayini i¢in bircok ydntem bilinmektedir. Agiga ¢ikan gaz
(COy) veya kullamlan gaz (O,) 6lgtimii, substrat azalmasmmn veya {irlin olusumunun
spektrofotometrik olarak izlenmesi ve bir boyar maddenin tiikenmesi enzimatik aktivite
tayini i¢in kullamlan yontemlerdir. Enzim aktivitesinin Sl¢limii igin birim zamanda
azalan substratin miktan veya olusan {irlinlin miktar1 6lglileceginde sz konusu
maddelerin 6zelligine bagh olarak uygun herhangi bir kimyasal yéntem kullanlabilir.
Ancak katalitik etkiyi tam olarak Olcebilmek icin katalizlenen reaksiyonun denge
denklemini, substratin azahgimi veya firiiniin artigim &lgebilecek yOntemi, enzimin
kofaktoriintin olup olmadifini, enzim aktivitesinin substrat derigimine ne gekilde bagli
oldugunu, optimum pH ve optimum sicaklik degerlerini bilmek gereklidir.

Tek bir substratin tirtin haline dontistiigii geri doniiglimlii bir enzimatik
reaksiyonun kinetigi genellikle Micheales-Menten esitligi (1.1.10.1) denilen
V= Vm[S}/Km+[S] (1.1.10.1)
egitligi ile agiklanabilir. Bu egitlikte;
V: Herhangi bir andaki reaksiyon hizim, Vm: Maksimum reaksiyon hzini,
[S]: Substrat derigimini, Km: Micheales-Menten sabitini gdstermektedir.

Micheales-Menten kinetifine uyan enzimatik bir reaksiyon iki temel
reaksiyondan olugur. Bunlar enzim substrat kompleksinin olugmasi ve bu kompleksin
irlin ve enzime pargalanmasidir.

E+s <L - ES ES <2~ E4()
k4 ko
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' Yukaridaki reaksiyonlarda k;, ki, k; ve k;, reaksiyonlarin ok yoniindeki hiz
sabitlerini gdstermektedir.
Eger toplam enzim derigimi (serbest ve substrat ile bagli enzimin ES toplami)
[E:] olarak gosterilirse, serbest enzim miktar1 [E{}-[ES] olur. Substrat derigimi [S], [E{]’
den gok ¢ok biiyiik olacagindan enzime baglanmis olan substrat miktar: toplam substrat
miktar1 yaninda thmal edilebilir. Buna g6re yukaridaki iki reaksiyondan ES’ nin olugma
ve pargalanma hizlar1 yazilabilir:
1. ES kompleksinin olugma hizi= k; ([E}-[ES]) [S] (1.1.10.2)
Enzim ile lirliniin ES kompleksi olugturma hiza ¢ok yavas oldugundan ihmal
edilir.
2. ES kompleksinin pargalanma hizi=k_; [ES] + k; [ES] (1.1.10.3)
Dinamik denge durumunda ES’ nin olugma hizi ES’ nin pargalanma hizina
egittir. O halde;

3. ki ([EJ-[ES]) [S]= k. [ES] +k; [ES] (1.1.10.4)
olur.
1.1.10.4. esitliginin sol tarafi ¢arpilir ve sag tarafi [ES] ortak ¢arpan parantezine
ahnarak sadelestirilirse,
kq [Eq [S}-ky [ES] [S]= (ki +k2) [ES] (1.1.10.5)
olur. Buda
ky [Ed [S]=ky [ES] [S] + (k1 +ko) [ES] (1.1.10.6)
seklinde yazilabilir. Sonug olarak
ki [Ed] [S]= (ki [S] +k.1+ ko) [ES] (1.1.10.7)
esitligi elde edilir. Buradan;
[ES]= [Eq] [SV[S] + (k2 + k.1)/k, (1.1.10.8)
olur. Ilk mz V, ES cinsinden ifade edilirse
V=k; [ES] (1.1.10.9)
olacaktir. 1.1.10.9 esitliginde [ES] yerine konulursa;
V=Kkj [Eq] [SVIS] + (k2 + k1 )k (1.1.10.10)
olacaktir,

1.1.109 egitliinde enzimin tamam ES kompleksi halinde oldugu zaman
maksimum hiz ve Micheales-Menten sabiti,
Vm=k; [E] (1.1.10.11)
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Km=k; + k/k; (1.1.10.12)
olarak gosterilebilir. 1.1.10.10 esitligi 1.1.10.11 ve 1.1.10.12 esitliklerine gbre yeniden
diizenlenirse;

V=Vm [S]/Km + [S] (1.1.10.1)
Bdylece daha once sozli edilen 1.1.10.1 esitligi yani Micheales-Menten esitligi elde
edilmis olacaktir. Ozel bir durum olarak ilk hiz maksimum hizin yaris1 oldugu zaman
(V=17 Vm);

Vn/2= Vm [S}/Km + [S] (1.1.10.13)
olacaktir. 1.1.10.13 esitlifinin her iki tarafi Vm ile bolintirse;
Yo=[S]/Km + [S] (1.1.10.14)

olur. Km i¢in 1.1.10.14 esitligi ¢6ztiltirse Km= [S] bulunur.

Enzimatik reaksiyon hizmmin substrat derigimine bagh olarak degisimi grafige
gegirildiginde, elde edilen egri bir hiperboldiir ve Micheales-Menten egrisi olarak
bilinir. Bu egri iki 6nemli parametre ile karakterize edilir. Bunlardan birisi maksimum
hiz Vm, digeri ise Micheales-Menten sabiti Km’ dir. Belirli pH ve sicaklikta bir enzimin
belirli bir substrata olan ilgisi Km ile ifade edilir ve enzimin karakteristigidir. Bir
enzimin Km’ sinin bliyiik olmas: enzimin s8z konusu substrata ilgisinin az oldugunu,
kiigiik olmasi ise substratina ilgisinin biiyiik oldugunu gosterir.

Micheales-Menten grafigini kullanarak Vm ve Km degerlerini saptamak zordur
¢linkii Vm degerine yaklasilir ama ulagilamaz. Bu nedenle Micheales-Menten esitligi
lineer bir grafik verecek sekilde yeniden diizenlenebilir. Line-Weaver Burk grafigi bu
tlir bir grafige 6rnektir. Line-Weaver Burk grafigini ¢izebilmek i¢in Micheales-Menten
esitliinin tersi (1.1.10.15) alinirsa esitlik;
1/V=1/Vm + Km/Vm x 1/[S] (1.1.10.15)
sekline d6niigtir.

Farkhi 1/[S] degerlerine karsilik gelen 1/V degerleri grafige gegirildiginde bir
dogru grafigi elde edilir. Bu gekilde elde edilen grafik Line-Weaver Burk grafigi olarak
bilinir.
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1.1.11. Polifenol Oksidaz Enzimi

Bakrr iceren oksidazlar O’ i H,0,’ e indirgeyen enzimler (amin oksidaz,
galaktoz oksidaz), O,” i HyO’ ya indirgeyen enzimler (askorbat oksidaz, sitokrom
oksidaz) ve O, i H,O’ ya indirgeyen monooksijenazlar (dopamin-B-hidroksilaz,
polifenol oksidaz) olarak ili¢ grupta incelenir. Buna gore polifenol oksidaz O, ¢ i H,O’
ya indirgeyen bakir igeren monooksijenazlar grubuna giren bir enzimdir. Polifenol
oksidaz enzimi 6zellikle sebze ve meyvelerin kahverengilesmesine sebep oldugu igin
¢ofu aragtrmacmm dikkatini ¢ekmigtir, Bu enzim tirozinaz, krezolaz, katekolaz,
difenolaz ve fenolaz gibi degisik isimlerle amlmaktadr. Bunun sebebi ise polifenol
oksidazin birgok farkli fenolik bilesikleri substrat olarak kullanmasidir. Uluslararas:
Biyokimyacilar Birligi’ nin Enzim Komisyonu’ na gére polifenol oksidaz enzimi iki
sekilde adlandmlu: Tirozinaz olarak da bilinen EC 1. 14. 18. 1-monofenol
monooksijenaz. ve EC 1. 10. 3. 2 o-difenol: O, oksidorediiktaz. Bu smiflandirma
farkliliklar1 sadece enzimin krezolaz ve katekolaz olarak katalizledigi iki reaksiyondan
kaynaklanmaktadir (WALSH, 1977).

Enzimatik kahverengilesme olay1 lizerine yapilan 6nceki ¢aligmalarda tirozinaz
ve lakaz olmak fizere iki aktivite tlirii tanimlanmaktadir. Lakazm tirozinazdan veya
polifenol oksidazdan farki p-difenolleri oksitlemesidir. Lakaz bazi bitkilerde ve
mantarlarda bulunur. Daha sonra polifenol oksidaz olarak adlandirilan yeni bir oksidaz
sisterninin p-hidroksifenil amin, p-hidroksifenil metil amin, p-krezol gibi monohidroksi
fenolik bilegiklerin havayla oksidasyonunu katalizledifi belirlenmigtir. Polifenol
oksidaz bir organik (fenolik) molekiiliin molekiiler oksijenle oksidasyonunu
katalizledigi belirlenen ilk enzimdir.

Polifenol oksidaz bitkilerin bazi dokularmda ve hayvanlarin deri, kil, tiiy ve
goézlerinde bulunur. Bu enzimin bitkilerdeki miktar: bitkinin cinsine baglidir. Bu yiizden
elma, dizlim, avokado, patates gibi farkh bitkilerdeki polifenol oksidaz miktar1 da
farklidir.
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1.1.11.1, Ekstraksiyonu

Polifenol oksidazmn bitkilerden ckstraksiyonla izole edilmesi zordur. Fenolik
bilegikler polifenol oksidazi inaktif hale getirebileceginden enzimin yapisim ve
aktivitesini bozmayacak bir ayrrma ve saflastirma yontemi kullamlmalidir. Polifenolleri
asetonla ¢oktlirme igleminden sonra tampon ¢dzeltiyle ekstraksiyon polifenol oksidazin
izole edilmesinde sik kullamlan bir y6ntemdir. Polifenol oksidazi saflagtrmak igin
kalsiyum siilfat veya amonyum siilfat kullanildiktan sonra diyaliz ya da Sefadeks G-25
ile kromatografi iglemleri yapilir. Daha iyi bir saflagtirma i¢in siklikla adsorpsiyon, iyon
degisimi ve jel filtrasyon kromatografisi veya bu yontemlerin kombinasyonu kullamlir.
Kalsiyum fosfat lizerindeki adsorpsiyon elma ve bugdaydan elde edilen polifenol
oksidaza uygulanmistir. Ispanak, armut ve geftaliden elde edilen polifenol oksidazi
saflagtrmak iginse karboksimetil seliiloz ya da dietilaminoetil seliilloz kolonlar:
kullamlmugtir. Iyon degisimi kromatografisinin Sefadeks iizerindeki jel filtrasyon
kromatografisiyle birlikte kullanimi son yillarda daha ¢ok tercih edilmeye baglanmgtir.

1.1.11.2. Aktivitesini Belirleme YOntemleri

P-krezol ve tirozin polifenol oksidazin en ¢ok kullamilan monohidroksi fenol
substratlaridir. Bu enzimin monofenolaz aktivitesini belirlemek icin absorbansdaki artis
incelenebilir.

Spektrofotometrik yontemler polifenol oksidaz enziminin difenolaz aktivitesini
belirlemek i¢in de siklikla kullamlir. Katekol veya metilkatekol gibi uygun bir substratla
inkiibe edilen polifenol oksidaz enziminin aktivitesi olugan renkli {iriinlerin
absorbansinin izlenmesiyle belirlenebilir (ZAWISTOWSKI ve ark.,1979).

1.1.11.3. Katalizledigi Reaksiyonlar

Polifenol oksidaz iki farkli reaksiyon tiirlinti katalizleyebilen bir enzimdir: Bu
reaksiyonlar monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu ve o-difenollerin o-kinonlara
dehidrojenasyonudur. Son tiriinler kahverengi-siyah melanin pigmentlerini olugturmak
lizere enzimatik olmayan bir reaksiyonu daha sonra verebilirler. Bu iki enzimatik
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aktivite monofenolaz (hidroksilaz veya krezolaz) ve difenolaz (katekolaz veya oksidaz)
olarak tammlanir (MAYER ve ark, 1966; HYODO ve URITANI, 1967;
MONTGOMERY ve BENJAMIN, 1973; ZAWISTOWSKI ve ark., 1979; VIGYAZO,
1981; LOURENCO ve BATISTUTI, 1985; LUH ve PARK, 1985; MAYER, 1987,
LOURENCO ve ark., 1992, FRIEDMAN, 1997).

OH OH
OH
Polifenol oksudag’
CH, CHj

p-krezol 4-metilkatekol

OH
OH 0
Polifenol oksidag»

katekol o-benzokinon
Tirozinden melanin olugumunun mekanizmasi soyledir:

H H
- | -
_CH, O, HO._ _C«__CH,  FO>
H— 5: \1 \IH Poiferoloksidaz, & §  CH g
H H
tirozin dopa
H H
HO_ /c';\ ACHa /CO - Oy, /CI:§ ’CHZ\ /COZ—
¢” e CH  Polifenoloksidaz, ¢~ ¢ CH
CansCH  NH,* e A
l



I6kodopakrom
5,6-dihidroksiindol
indol-5,6-kinon
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16kodopakrom
5,6~dihidroksiindol

'C—H ——> Melanin polimeri + H,0

indol-5,6-kinon
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Polifenol oksidazin monofenolaz aktivitesinin reaksiyon mekanizmasi sdyledir:

N -0
\ N O N \ N
cu cul —2> ol ol
N“g ® N N RN
deoksi oksi

00-0
N\Clu/\ \Cu<N > N\CIU'OI o
~
N“a) R7() N N7y R N
0O o 00
AN N N
N \ /
cull _cul —> ¢ cu”
N“() R ()N N RN

N QO N
i — QL
u
N“() R N oy NVORT@ON
Polifenol oksidazm difenolaz aktivitesinin reaksiyon mekanizmasi ise s6yledir:

ou ot 22w \Cu/O—O\Cu/ N
- ~
N @ N N/(||) ~R” (||)\N

deoksi oksi
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OH
0-0 —_
el e +@ N //00\ N
TN OND AR S C
N @) "R™ () "N OH N~ () R/ (“) ~N

N O-O
N~ (||) ~R” (||) ~N N/(II) R’(II) N

Burada N protein ligandmi, R i¢ protein kopriistini, L ise dig ligand:
gostermektedir.

Polifenol oksidaz enziminin difenolaz aktivitesinin monofenolaz aktivitesinden
5-10 kat daha fazla oldugu bulunmustur. Polifenol oksidaz enzimi substrat spesifikligi

yOniinden 6nemli bir enzimdir.
1.1.11.4. Molekiiler Yapis1

Polifenol oksidaz bakwr atomu igeren dort polipeptid zincirinden olugmus bir
tetramerdir. Elektroforez ve jel filtrasyonu sonucu polifenol oksidazin farkli formiar:
igin molekiil agirhg 12000-400000 gibi genis bir aralikla ifade edilmektedir. Patatesten
elde edilen polifenol oksidazin ortalama molekiil agirhig1 ise 96000 g/mol olarak
bulunmugtur. Cizelge 1.1.11.4’te patatesten elde edilen polifenol oksidazm % mol
olarak amino asit bilesimi goriilmektedir (ZAWISTOWSKI ve ark., 1979, VIGYAZO,
1981).
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Cizelge 1.1.11.4. Patatesten elde edilen polifenol oksidazin % mol olarak amino asit

bilesimi
Amino asit % Mol
Alanin 7.8
Arginin 3,9
Aspartik asit 10,7
Sistein 1,4
Glutamik asit 10,0
Glisin 8,1
Histidin 2,0
Izoldsin 5,5
Losin 9,1
Lizin 6,5
Metiyonin 2,0
Fenilalanin 4,6
Prolin 5.5
Serin 7,1
Treonin 5,5
Tirozin 3,4-3,6
Valin 6,8

1.1.11.5, Substrat Spesifikligi

Bitkilerden elde edilen polifenol oksidaz enzimi hem mono hem de o-difenol
bilesiklerine yiiksek oranda etki eder. Bu substratlar i¢in enzimin safhgma ve kaynagma
bagli olarak kinetik parametrelerde (Km ve Vy,) 6nemli farkliliklar bulunmustur. Sadece
patatesten elde edilen yliksek molekiil agirhifina sahip olan polifenol oksidaz enzimi
monofenollerin oksidasyonunu katalizleyebilmektedir. Molekiil afirhig diistiikge
polifenol oksidazin o-difenollere olan spesifikligi artmaktadir (ZAWISTOWSKI ve
ark., 1979).
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Sebze ve meyvelerde bulunan polifenol oksidazin en Snemli fenolik substratlar:
klorojenik asit, tirozin, 3,4-dihidroksifenilalanindir.

P-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit, klorojenik asit ve sinapik asit ise
patateste bulunan fenolik bilegiklerdir.

COOH

sinnamik asit

COOH

OCHj
OH

ferulik asit

COOH COOH
H H
H H
OH
OH OH
p-kumarik asit kafeik asit
COOH
H
H
CH50 OCH,
OH
sinapik asit

COOH
ooc._ M
OH OH
OH i
OH

klorojenik asit

Bu fenolik bilesiklerin kan sekeri ve kolesterol diigtiriicii, kanser 6nleyici etkileri

vardir,

Mono ve o-difenollerde bulunan siibstitiientlerin tiirii ve konumu substrat

reaktifligini belirlemede Snemlidir. Monofenoller para konumunda —CH3 grubu varsa
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daha kolay hidroksillenirler. O-difenollerin oksidasyon oram ise para konumunda
elektron sunan bir siibstitiientin varliftyla artarken elektron ceken bir siibstitlientin
varhgyla diiser (ZAWISTOWSKI ve ark., 1979, FRIEDMAN, 1977).

1.1.11.6. inhibitsrleri

Polifenol oksidazi inhibe eden genig bir bilesik smfi bilinmektedir. Bu
inhibitorlerin etkisi konsantrasyona, polifenol oksidaz kaynagina, pH ve sicaklifa
baghdir. Inhibitdrlerin Szellikleri kullamlan substratin monofenol ya da o-difenol
olmasma gore de degigir.

Polifenol oksidaz siyaniir, karbon monoksit, sodyum dietilditiyokarbamat
(DIECA), 2-merkaptobenzotiyazol, azid ve EDTA gibi selat yapic1 reaktiflerle inhibe
olabilir. Halojen igeren anorganik iyonlarin da bu enzim igin inhibitér etkisi yaptigi
bilinmektedir. Sodyum kloriir zayif bir inhibitérdiir.

Kiraz, elma, kayis1 ve patatesten elde edilen polifenol oksidaz i¢in benzoik asit
bir yarismal inhibitordiir.

Polifenol oksidazn iki farkli aktif bolgesi oldugu i¢in askorbik asit ve SO, gibi
indirgenme reaktifleri de polifenol oksidazi inhibe eder ancak reaksiyon sirasmda
kendileri de oksitlendiginden bu reaktiflerin etkileri gegicidir. Siilfitler (sodyum siilfit,
sodyum bistilfit ) polifenol oksidaz i¢in en etkili inhibit6rlerdir. Silfitlerin patatesten
elde edilen polifenol oksidaz lizerindeki etkisi pH’ a baghdw., Ancak elmadan elde
edilen polifenol oksidazda bu etki pH’ a bagh degildir.

1.1.11.7, Optimum pH , Optimum Sicakhik ve Termal Kararhhx

Elma, armut, seftali, tizlim, muz, avokado, patates ve mantardan elde edilen
polifenol oksidazin optimum pH’ 1 5,0-7,0 arasindadir. pH 4,0 ° m altinda polifenol
oksidaz inaktiftir, Kaynafma bagh olarak degismekle birlikte polifenol oksidaz
enziminin optimum sicakhgi 25-30 °C araliginda olup genellikle termal kararhilig:
diigiiktiir. 70-90 °C civarinda enzim aktifligini tamamen kaybeder (ZAWISTOWSKI ve
ark., 1979;VIGYAZO,1981).
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1.2. Oksidasyon Reaksiyonlan

Anorganik kimyacilar oksidasyonu iki sekilde tanimlarlar: Elektronlarin kayb:
ve oksidasyon sayisinin artigr. Organik kimyada bu tanimlar teknik olarak dogru olsa da
uygulamast kolay degildir. Bazi organik oksidasyon ve rediiksiyonlarda elektronlar
dogrudan transfer edilirken bu reaksiyon mekanizmalarmm g¢ogu dogrudan elektron
transferini icermez. Baz durumlarda oksidasyon sayisim belirlemek kolaydir. Ornegin
CHy’ deki karbonun oksidasyon sayisi -4’ tiir. Bir molekiildeki karbon atomlarinin
farkl oksidasyon durumlarinda olmalari onlara neyin bagl olduguna baghdir. Organik
kimyacilar oksidasyonu bir molekiildeki bir fonksiyonel grubun oksidasyon sayis1 daha
yiiksek bir gruba doniismesi olarak tamimlamigtir. Bu smiflandirma sadece tek bir
karbon atomuna veya iki komsu karbon atomuna uygulanabilir. Buna gore 1,3-
diklorpropan klorometanla ayni oksidasyon durumundadir fakat 1,2-diklorpropan daha
yiiksek oksidasyon durumundadwr. Herhangi bir bilesigin aym kategorideki bagka bir
bilesige doniismesi bir oksidasyon veya rediiksiyon degildir. Organik kimyadaki ¢cogu
oksidasyonlar bir oksijen atomu kazammi veya bir hidrojen atomu kayb: seklindedir.

Oksidasyon sayisinin belirlenmesi igin gerekli kurallar $6yle siralanabilir:

a) Metan serisinde bulunan hidrokarbonlarda C atomunun oksidasyon sayis1 0’ dir.
b) Oksidasyon sayisy; herbir hidrojen veya alkil grubunun daha kuvvetli ¢ ¢eken bir
grupla yerdegistirmesi sonucu artar (-NH,, -SH, halojen, CO,, v.b. ).
¢) Karbona bagh aym slibstitiientlerin; oksidasyon sayisimin artigina gore siralanigi
soyledir: CH;X>RCH,X>R,CHX>R3;CHX
d) Baz1 yapilardan diisiik oksidasyon sayisindan, yiiksek oksidasyon sayisma gegisler;
Mo, — » Bcth

(+1) (+2)

+1%-1 0 +1
5N — NHzﬂgiN"z
(+3) (+4)
e) Bir C atomunun oksidasyon says1 hesaplanirken her H bag: i¢in -1, C-C bag igin 0
ve O, N, S, Br gibi heteroatomlarla yapilan baglar i¢in +1 degeri verilir.
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@) O
+1ll+ 1+
CH3—-CH2—C‘|I-I)&0H —_— CH3—-8H2-—C—1I? — CH3—-CH2110—01H

-1 (+1) (+3)
propanol propanal propanoik asit
Oksidasyonlar beg grupta smiflandirilir:
a) Hidrojenin eliminasyonu
b) C-C baglarmin kirllmasini igeren reaksiyonlar
¢) Hidrojenin oksijenle yerdegistirme reaksiyoniar
d) Oksijenin substrata katilma reaksiyonlar1
e) Oksidatif bilegikler
Fenollerin ve aromatik aminlerin kinonlara oksidasyonu su sekilde gergeklesir.

o)
KGR0y
sto4
o)

hidrokinon p-kinon
Orto ve para dioller orto ve para kinonlara kolaylikla oksitlenirler.Dikromat
asidi, glimiig oksit, kursun tetraasetat,HIO4 ve atmosferik oksijen oksitleme ajam olarak
kullamlr. Sadece bir —OH ve —NH, grubu igeren halkalar i¢in etkin bir reaktif
(KS0O3),N-O" (dipotasyum nitrodisiilfonat; Fremy tuzu) dur.

NalO,
_— + H|03
OH %) 0
OH o_—H o)

103
katekol o-kinon

Alkali H,O, ile bir aromatik aldehit ArCHO veya keton ArCOR’ bir fenole
dontigiir, fakat orto veya para-pozisyonunda bir —OH veya -—NH, grubu olmalidir:
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.
C=0
CH ]
¢Hs [V} o OH
=0 H,0, m . hidroliz,
bz o
HO O—H HO HO
hidroksifenil metil keton hidroksifenil asetat hidrokinon

Kondense aromatik sistemler (naftalin igeren) cesitli oksitleme ajanlariyla
kinonlara dogrudan oksitlenebilirler. Verim genellikle yitksek degildir. Iyi verim serik
amonyum siilfat ile elde edilir. Benzen giigliit oksitleme ajanlariyla bdyle oksitlenemez
fakat elektrolitik olarak benzokinona oksitlenebilir (MARCH, 1992).



2. ONCEKi CALISMALAR

Elmadan elde edilen polifenol oksidaz enziminin aktivitesini belirlemek igin
farkh ySntemler kullamlmigtr. Bu amagla manometrik, polarografik, kronometrik ve
spektrofotometrik ydntemler kiyaslanmustir (MAYER ve ark., 1966).

Kabugu soyulmus patates egit agwrlhikta saf su ile homojen hale getirilerek
homojenat naylon kumastan sliziilmils ve 5 dakika santriflij edilmigtir. Elde edilen
slipernatant enzim kaynag olarak kullamlmigtir. Temel reaksiyon karigim olarak 3 ml.
saf su, 1 mL 0,1 M potasyum fosfat pH 6,0 tamponu, 1 mL 0,006 M katekol ve 0,5 mL
homojenat kullamlarak polifenol oksidaz enziminin aktivitesi incelenmigtir (HYODO
ve URITANI, 1967).

Kiraz ekstraktindan elde edilen polifenol oksidaz enzimi Sefadeks
kromatografisi, iyon deBisimi kromatografisi ve poliakrilamid-jel elektroforez
yontemleriyle saflagtirilarak enzimin optimum pH, optimum sicaklik ve substrat
spesifikligi gibi dzellikleri incelenmistir (BENJAMIN ve MONTGOMERY, 1973).

Polifenol oksidaz oksidorediiktaz sinifina ait bir enzimdir ve molekiiler oksijen
varh@inda difenolleri oksitler. Enzim katalog numaras: 1. 14. 18. 1°dir. Monofenoliin
sistematik adi1 dihidroksifenil alanin: Oksijen oksidorediiktazdir. Bu enzim orto ve
visinal (3, 4, 5-trihidroksi) -OH gruplan igeren fenolik bilegikleri oksitler. Ayrica
monofenolleri o-dihidroksi fenollere d6niistiirtir. ik olarak mantarda buluindugu tespit
edilmigtir. Etki ettii substrata gbre bu enzim tirozinaz, krezolaz, katekol oksidaz,
fenolaz, o-difenol oksidaz olarak da bilinmektedir (VIGYAZO, 1981).

Brezilya’da bulunan farkh bir patates tlirliyle yapilan bir ¢aligmada patatesier
yikanip kabuu soyulmus ve kiigiik dilimler haline getirilmistir. 100 g patates 0,2 M pH
7,5 tamponu ile homojen hale getirilmistir. Homojenat siiziilerek 40 dakika santrifiij
edilmigtir. Stipernatant enzim ekstrakti olarak kullamimugtr. Kati1 amonyum stilfat
ckstrakta siirekli kangtirilarak eklenmigtir. 60 dakikahk karistirma igleminden sonra
preparat 40 dakika santrifiij edilmis ve pelet atlmigtir. Temiz siipernatanta doygunluga
kadar amonyum stilfat eklenmistir. Santrifiijle ¢okelti elde edilerek az bir hacimde aym
tamponla ¢dzlilmiig ve bir Sefadeks G-25 kolona uygulanmustir. Kolondan 5 mM pH
7,5 fosfat tamponu gegirilmigtir. Fraksiyonlar kat1 amonyum siilfat ile doyurulmus
santrifiijle ¢okelti elde edilmigtir. Cokelti 3 mL. 5 mM pH 7,5 fosfat tamponu ile
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cOziilmiistir. Enzim fraksiyonu diyaliz edilerek Sefadeks G-200 kolonda
saflagtmrilmigtir.

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotometreyle Olgtilmistir,
Reaksiyon kangimi 0,4 mL klorojenik asit; 0,2 mL enzim &rnegi ve 0,5 mL pH 6,6
fosfat tamponundan olugmugtur (BATISTUTI ve LOURENCO, 1985).

Polifenol oksidaz enzimi %0,5’lik polietilen glikol ve 10 mM sodyum
tetratiyonat igeren 0,5 M pH 7,3 fosfat tamponu kullamilarak ekstrakte edilmigtir.
Amonyum siilfat ile ¢Oktiirme ve kolon kromatografisi iglemlerinden sonra enzim
saflastinlmigtir. Buna gore kivi meyvesinde monofenol oksidaz ve difenol oksidaz
bulundugu anlagilmigtir (PARK ve LUH, 1985).

Polifenol oksidaz enziminin fasulye, bakla, bezelye, 1spanak, tiitlin, domates gibi
bitkilerin ekstraktlarindaki aktivitesi incelenmigtir. Polifenol oksidaz enziminin
aktivitesinin en yliksek oldugu bitkinin bakla oldufu bulunmugtur. En diigiik enzim
aktivitesi ise bezelyede gbzlenmistir (FLURKEY, 1986).

L-serin’in varhifinda ve yokluunda 4-metil katekol’tin kimyasal ve enzimatik
oksidasyonu aragtirilmis ve bunun i¢in polifenol oksidaz enzimi kullanlmigtir. Olusan
firtinler ise spektrofotometrik olarak tespit edilmigtir (CABANES ve ark., 1987).

Polifenol oksidaz enziminin ekstraksiyonu igin 0,1 M sodyum sitrat-0,2 M
potasyum fosfat pH 5,8 tamponuna feno! adsorbanlar1 eklenmistir. Ekstrakt 4°C’de
saklanmmgtir. Dondurulmug ¢ilekler azot atmosferinde toz haline getirilerek ekstrakta
eklenmigtir. Magnetik kangtiricida 4 dakika karigtirma igleminden sonra siispansiyon 10
dakika santrifiij edilerek siipernatant sliziilmiis ve bOylece enzim ckstrakt: elde
edilmigtir. Polifenol oksidaz enziminin aktivitesini belirlemek iginse substrat olarak
katekol kullamlmug ve polifenol oksidaz enziminin dzellikleri incelenmigtir (EBELING
ve MONTGOMERY, 1990).

ZAWISTOWSKI ve ark. (1991) polifenol oksidaz enziminin ekstraksiyon,
saflagtrma iglemleriyle birlikte aktivitesini, substrat spesifikligini, inhibitorlerini,
optimum pH degerini ve termal kararhligini aragtirmmglardar.

Patates yikamp kabugu soyularak dogranmig ve 0,1 M sodyum fosfat pH 7,0
tamponuyla homojen hale getirilmistir. Siispansiyon siiziilerek 40 dakika santrifiij
edilmigtir. Siipernatant amonyum siilfat ile doyurulmustur. Cokelti sanrifiijlenerek 5
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mM sodyum fosfat pH 7,0 tamponunda g¢Oziilmistiir. Polifenol oksidaz enzimi
saflagtmlmigtir.

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi 4-metil katekol, klorojenik asit, kafeik asit
ve katekol substratlar1 kullamlarak sirasiyla pH 4,0; 4,5; 5,5 ve 6,5’de Slgiilmligtiir.
Polifenol oksidaz enziminin protein konsantrasyonu ve molekiil kiitlesi belirlenmigtir.
Enzimin optimum sicaklik ve optimum pH degerleriyle birlikte inhibitSrlerin enzim
{izerine etkisi incelenmistir (LOURENCO ve ark., 1992).

3 g patatese 9,0 mL sitrat-fosfat pH 4,5 tamponu eklenerek ezilmis, homojenat
15 dakika santriflij edilmistir. Stipernatant 4°C’de polifenol oksidaz enziminin kaynadi
olarak saklamp enzimin aktivitesi incelenmigtir. Sonuglar fenol konsantrasyonunun
patatesteki enzimatik kahverengilesme olayr igin iyi bir indikatér olarak
kullanilabilecegini g6stermigtir (MA ve ark., 1992).

Polifenol oksidaz enziminin substrat spesifikliinin belirlenmesi i¢in 4~metil

katekol, dopamin, p-krezol gibi substratlar kullanilmis ve sodyum benzoat, askorbik asit
gibi bazi maddelerin enzim {izerindeki inhibitdr etkileri incelenmigtir (WHITAKER,
1994).
Patatesin ¢lirlimesi gibi bazi olumsuz durumlarin polifenol oksidaz enziminin
biyosentezine neden oldugu bulunmugtur. 50°F’tan daba diigiik sicakliklarda polifenol
oksidaz enziminin aktivitesi dfigmiis, daha yilksek sicakliklarda ise polifenol oksidaz
enziminin aktivitesinin arttify monomerik polifenollerin polimerik pigmentlere
doniismesinden dolay1 gergeklesen patatesteki renk degigiminden anlagilmistir. 4,20 ve
33°C’de saklanan patates yumrusu igin su sonuclar bulunmugtur: 20°C’de 30 gtin sonra
filizlenme gdzienirken 4 ve 33°C’de ise 160 giin sonra bile filizlenme gbzlenmemistir.
20°C’de saklanan patates yumrusundaki polifenol oksidaz enziminin aktivitesi artarken
33°C’de hizla azalmigtrr.

Patatesin enzimatik kahverengilesme reaksiyonu primer substrat tirozinin
polifenol oksidaz enziminin katalizi ile baglamgtir. Tirozin, polifenol oksidaz enziminin
aktivitesi ve patatesin kahverengilegsme oram arasinda bir iligki bulunmugtur. Sistein, N-
asetil-L-sistein gibi siilfiidril bilegiklerinin ve indirgenmis glutatyonun meyve ve
sebzelerdeki enzimatik kahverengilesme reaksiyonlarim katalizleyen polifenol oksidaz
enzimi i¢in iyi inhibit6rler oldugu tespit edilmigtir (FRIEDMAN, 1997).
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Polifenol oksidaz enziminin kaynad:i patates ekstraktiu kullanarak fenollerin
belirlenmesi igin bir amperometrik biyosensSriin  hazirlanmas1 amaglanmgtir.

Biyosenstr glutaraldehit ve serum albtiminli patates ekstraktinmn bir oksijen zari
lizerine sabitlenmesiyle yapilmugtir. Bu biyosensdr katekol, pirogallol, fenol ve p-
krezoliin farkh konsantrasyonlari i¢in dogrusal cevaplar saglamistrr (VIEIRA ve
FILHO, 1997).

Farkh zamanlarda mantarlar 92°C’de isitilmig, mantarin gapka kismu ayrilarak
sivt azotta dondurulmug ve -80°C’de saklanmigtir. Dondurulmus dokular 1 dakika
boyunca 50 mL 30 mM sodyum fosfat ile kangtirilarak 15 dakika santrifiij edilmigtir.
Stipernatant sliziilerek polifenol oksidaz enzim kaynagi olarak kullamlmgstir.

Taze kesilmis sebze meyvelerin kahverengilesmesi gida endiistrisi i¢in ciddi bir
sorun olmugtur. Mantardaki bu sorun polifenol oksidaz enziminden kaynaklandig: i¢in
bu etkinin incelenmesi amaciyla da ¢alismalar yapilmigtir. Polifenol oksidaz enziminin
aktivitesi spektrofotometrik olarak incelenmis, mantarm farkh dokularinda polifenol
oksidaz enziminin aktivitesi gdzlenerek en biiyiik etkinin gévdede oldugu belirlenmistir
(DEVECE ve ark., 1999).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Cahgmada kullamlan bitki, polyganacae familyasina ait Rumex crispus (L.)
olarak belirlenmigtir. Calisma boyunca kullanilan tiim bitki Istanbul Teknik Universitesi
Kampiist’ nden toplanmugtrr. Bitki Nisan-Temmuz aylar1 aralifinda yesil goriiniimbii,
tohumluy, iri yaprakl: olup, Temmuz aymndan itibaren rengi bordo-kahverengiye dénerek
kurumakta, tohumlar dikensi bir hal alip, yapraklar biiziigmektedir.

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Deneysel ¢aligmalar stiresince kullamlan kimyasal maddelerin ady, formiilii ve

alindiklar: firma adi1 Cizelge 3.1.1.” de verilmistir.
Cizelge 3.1.1. Cahsmada kullanilan kimyasal maddelerin adi, formiilii ve alindiklan

firma ads
Kimyasal Madde Adi, Formiilii Firma Ad1
Alizarin (Cy4H3sO4) Merck
Aliiminyum tabaka (Kieselgel 60 F»s4) Merck
Dietil eter (CH;CH,OCH>CHj3) Merck
Diklormetan (CH,Cl) Merck
Etil alkol (CH;CH,OH) Merck
Etil asetat (CH;COOCH,CH3) Merck
Hidrokinon (C¢HsO,) Merck
Kloroform (CHCl;) Merck
P-krezol (C7H30) Merck
Metil alkol (CH30H) Merck
P-nitrofenol (C¢HsNO3) Merck
Potasyum monohidrojenfosfat (K;HPO,) ’ Merck
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Cizelge 3.1.1. (Devam) Caligmada kullanilan kimyasal maddelerin adi,formiili ve

alindiklari firma ady.
Silikajel Merck
Sodyum alizarin-5-siilfonat (C;4H;SO7Na) Merck
Sodyum dihidrojenfosfat (KoHPOj) Merck

3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Caliyma siiresince kullanilan cihazlar ve 8zellikleri Cizelge 3.1.2.” de verilmigtir.
Cizelge 3.1.2. Caliymada kullamilan cihazlar ve 6zellikleri.

Cihazn Ad1 ‘Ozellikleri
Etiiv Niive marka, FN 400 model
Inkiibator Niive marka, ES 500 model

Magpnetik kangtiric: ve 1sitict | Niive marka, MK 390 model

Mikser Argelik, 220V, 140 W
Santriftij Cihaz1 Hettich marka, EBA 8S model
UV Cihazt Shimadzu marka, 1601 model, UV-VIS
Spektrofotometresi
3.2. YONTEM

Bu boliimde polifenol oksidaz enziminin bir tiir patates olan tarodan, patatesten,
seflaliden ve mantardan elde edilmesi, Rumex crispus bitkisinin kokinden 1,5-
dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinonu aywrma ve saflagtirma iglemleri, substratlarm
enzimatik oksidasyon reaksiyonlarinin gergeklestirilmesi, polifenol oksidaz enziminin
dzelliklerinin (optimum pH ve optimum sicaklik belirlenmesi, standart grafiklerin elde
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edilmesi, Km ve Vm degerlerinin belirlenmesi) ve enzimatik oksidasyon reaksiyonu
sonucu olugan tiriinlerin incelenmesi anlatilacaktir.

3.2.1, Polifenol Oksidaz Enziminin Patates ve Tarodan Elde Edilmesi

Polifenol oksidaz enzimini elde etmek igin dncelikle patates kullanildi, Tyice
yikanan bir patatesin kabugu soyularak tartildi. 100 g olarak tartilan patates mikserde
kiglik parcalara ayrildi Kiiglik pargalar halindeki patates 250 mL’ lik bir behere
alinarak {izerine 100 mL yani patatese esit miktarda saf su eklendi. Patates-su karigmu
magnetik kanstincida bes dakika kangtirilarak homojen bir karngimin elde edilmesi
saglandi. Homojen karigim naylon slizgegten siiziilerek siiziinti bes dakika 10000
devirle santrifiij edildi. Elde edilen slipernatant enzim kaynagi olarak kullamild:
(HYODO ve URITANI, 1967).

Aym islemler patates yerine bir tiir patates olan taro bitkisi kullanilarak
gergeklegtirildi.

3.2.2. Polifenol Oksidaz Enziminin Seftali ve Mantardan Elde Edilmesi

Polifenol oksidaz enziminin geftaliden hazirlanmasinda énce aseton tozu elde
edilmesi ve sonra bundan enzimin ekstraksiyonu olmak iizere iki agamali bir iglemden
olusan ySntem uygulanmgtir.

Bu amagla bir miktar seftali iyice yikandiktan sonra gekirdekleri ¢ikarilmig ve
beg-alt: pargaya bdlinmiistiir. Bundan 200 g tartip bir miksere aktarilmistir. Uzerine
daha 8nce derin dondurucuda bekletilerek —30 °C” ye kadar sogutulmus 400 mlL aseton
eklenmigtir. Mikser iki dakika gahgtirilarak geftaliler bu soguk aseton iginde
parcalanmiglardir. Elde edilen bulama¢ nuge hunisi kullanilarak stiziilmiigtiir. Stizgeg
kagid: tizerindeki kalnt: miksere tekrar alinarak ve tizerine yeniden 200 mL, —30 °C’ ye
kadar sogutulmus aseton eklenerek islem ¢ defa tekrar edilmistir. Sitizge¢ kagidi
iizerindeki son kalint1 bir kapsiile ahnarak oda sicaklifinda bir gece kendi halinde
kurumaya brrakilmustir. Ancak sar1 renkli pudra goriiniimiindeki bu materyale yaygin
terimiyle aseton tozu denmektedir. Aseton tozu kullamilan kadar 30 °C’ de
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saklanmugtir, Deneylerde kullanilan enzim ekstrakti bu aseton tozundan {iretilmistir.
Ayni islemler seftali yerine mantar kullamlarak tekrarlanmgtir.

Seftali ve mantardan hazirlanan aseton tozundan ikiger gram tartilarak iki ayr:
behere almmugtir. Her iki aseton tozu tizerine +4 °C’ ye kadar sogutulmug 0,05 M pH
6,8 fosfat tampon ¢bzeltisinden 150 mlL eklenmigtir. Karigim magnetik kanstmric: ile
otuz dakika karistirilmig ve enzimin ekstraksiyonu saglanmigtir. Santrifiijden (10000
devir) gegirilerek ekstraktin berraklagmasi saglanmigtwr. Elde edilen stipernatant seftali
ve mantar enzim ¢dzeltisi olarak kullamimugtr (YEMENICIOGLU ve CEMEROGLU,
1996).

3.2.3. Rumex crispus’tan 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinonu
Ayirma ve Saflagtirma Islemleri,

2004 yii Temmuz aymda  Istanbul Teknik Universitesi Kampflisti® nden
toplanan Rumex crispus bitkisinin k6k kistmm ince toz haline getirilip havada
kurutularak ekstraksiyon iglemi i¢in hazirland,

Ince toz haline getirilmiy kok, iki hafta boyunca oda sicakliginda dietil eterle
ekstrakte edildi ve daha sonra siiziildi. Ham ekstrakt 2 M HCl (100 mL) ile hidroliz
edildi. Koyu kirmiz1 renkli ¢dzelti kloroform ile ekstrakte edildi ve organik faz Na,SO,
ile kurutuldu. Cozicti vakumda uguruldu. Kalan sar1 renkli kati, silikajel kolonuna
ahnarak kolondan kloroform ve metanol gegirildi. Elde edilen fraksiyonlar preparatif
ince tabakayla petrol eteri: benzen (1:1) ve petrol eteri: etil asetat: asetik asit (95:4:1)
¢oziicl sistemleriyle saflagtirildi. Mg(CH;COO); ile kirmizi renk veren fraksiyondan
1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon saf olarak elde edildi (GUNAYDIN ve ark.,
2001).

3.2.4. Enzimatik Oksidasyon Reaksiyonlarmmin Gergeklestirilmesi

Cahyma boyunca p-krezol, p-nitrofenol, 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-
metilantrakinon, alizarin ve sodyum alizarin-5-siilfonat bilesikleri substrat olarak
kullamlnustir. Bu substratlarmn 0,0625 mM’ lik etanol ¢dzeltileri kulllamilarak bu
maksimum absorpsiyon yaptiklar1 dalgaboylar1 SHIMADZU marka, 1601 model, ¢ift



35

isinh UV-VIS spektrofotometre kullamilarak 1 cm’lik kuvartz hiicreler ile spektrum
taramasi yapilarak belirlenmigtir. Etanol kor ¢ozelti olarak kullamlmigtir. Tarama
sonucunda ¢aligma swrasinda kullamilan biitiin substratlarm maksimum absorpsiyon
yaptiklar dalgaboylar gizelge 3.2.4° de verilmigtir.

Cizelge 3.2.4. Substratlarin maksimum absorpsiyon yaptiklar: dalgaboylar:

Substrat Maksimum Dalgaboyu (nm)
p-krezol 230
p-nitrofenol 314
1,5-dihidroksi-3-metoksi-7- 430
metilantrakinon
Alizarin 431
Sodyum alizarin-5-stilfonat 425

Biitlin substratlar i¢in 3 mL saf su, 1 mL 0,1 M pH 6 fosfat tamponu, 0,5 mL
enzim ¢bzeltisi kor ¢bzelti olarak kullamildi. Oncelikle her substrat igin hazirlanan kor
¢ozeltiler swrayla hiicreye konularak, cihaz substratlarn maksimum absorpsiyon
yaptiklar: dalgaboylarinda bu ¢dzeltilerin yaptig1 absorpsiyonlara karg: sifirlands. Enzim
kaynag: olarak taro, patates, seftali ve mantar kullamldifimda oksidasyonun nasil
degistigini incelemek igin p-krezol substratinin kr ¢ozeltilerine taro, patates, sefiali ve
mantardan elde edilen enzim g¢dzeltileri eklenerek 230 nm’de reaksiyonun ilerleyisi
UV-VIS spektrofotometresinde incelendi. Ancak taro enzim ¢ozeltisi kullamldiginda
reaksiyonun ¢ok yavas ilerledigi belirlendi. Patates, seftali ve mantar enzim
¢ozeltilerinde de benzer etki gdzlendigi i¢in sonraki ¢aligmalarda patates enzim ¢dzeltisi
kullaildr, Daha sonra biittin substratlarin kor ¢Szeltilerine 0,5 ml patates enzim
¢Ozeltisi ecklenerek hazirlanan Ornek ¢dzeltilerinde bir reaksiyon gergeklesip
gergeklesmedigini kontrol etmek igin UV-VIS spektrofotometresinde {ic dakika
boyunca bir dakika araliklarla her substrat i¢in absorbans okundu. Bunun sonucunda
cahsmada kullamlan bilitin substratlarn UV-VIS spektrofotometresinde gbzlenen
absorbans diigmesinden dolay1 reaksiyon verdigi belirlendi (HYODO ve URITANI,
1967).
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3.2.5. Polifenol Oksidaz Enziminin Ozelliklerinin incelenmesi

Polifenol oksidaz enziminin 6zellikleri incelenitken her seferinde Oncelikle
enzimin 6nceki galigmalarda kullamlan substrat1 p-krezol ile deneyler yapilmugtr.

3.2.5.1. Optimum pH’ min Belirlenmesi

NaH,PO; ve KHPO, kullamlarak pH 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 tampon ¢Ozeltileri
kullamild.. Biitiin substratlar i¢in 3 mL saf su, 1 mL 0,1 M fosfat tamponu, 0,5 mL
patates enzim ¢Ozeltisi, 1 mL 0,0625 mM substratin etanol ¢dzeltisinden olusan
reaksiyon kangmmlar1 28 °C sicakhikta sekiz dakika bekletilerek UV-VIS
spektrofotometresinde absorbans okundu. Kor ¢bzelti karigmm olugturan substrat
digindaki bilesenlerden hazirland1 (VIGYAZO, 1981).

3.2.5.2. Optimum Sicakh@inin Belirlenmesi

Bittin substratlar i¢in 3 mL saf su, 1 mL optimum pH tamponu, 0,5 mL patates
enzim ¢dzeltisi, 1 mL 0,0625 mM substratin etanol ¢dzeltisinden olusan reaksiyon
kangimlan 15, 20, 25, 30 °C sicakliklarda sekiz dakika bekletilerek UV-VIS
spektrofotometresinde absorbans okundu. Kor ¢dzelti karisim olusturan substrat
disindaki bilegenlerden hazirland1 (VIGYAZO, 1981).

3.2.5.3. Standart Grafiklerin Elde Edilmesi

Biitiin substratlar i¢in etanol kor ¢ozelti olarak kullanild: ve substratlarin 0,0625,
0,125, 0,25 ve 0,5 mM’lik etanol ¢6zeltileri UV-VIS spektrofotometresinde incelenerek
absorbanslar okundu. Okunan absorbans degerlerine kargilik substrat derigimleri grafige
gegirildi (HYODO ve URITANI, 1967).
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3.2.5.4. Km ve Vi Degerlerinin Belirlenmesi

Biitlin substratlarin 0,0625, 0,125, 0,25 ve 0,5 mM’lik derigimleri i¢in ayr1 ayr 3
mL saf su, 1 ml optimum pH tamponu, 0,5 mL patates enzim ¢dzeltisi, 1 ml substratin
etanol ¢ozeltisinden olusan reaksiyon karigimlari biitiin substratlar i¢in belirlenen
optimum sicakhkta on dakika bekletilerek bu siire sonunda 1 mL 1 M HCI ile
reaksiyonlar durduruldu ve UV-VIS spektrofotometresinde absorbanslar okundu. 3 mL
saf su, 1 mL optimum pH tamponu, 0,5 mL patates enzim ¢ozeltisi, 1 mL. 1 M HCI
gozeltilerinden olusan karigim kér ¢dzelti olarak kullanidi. Onceden gizilen standart
grafiklerden yararlamlarak okunan absorbans degerlerine karsihk gelen substrat
derisimleri belirlendi. Harcanan substrat derisimleri on dakika olan reaksiyon siiresine
bSlinerek her derigim igin biitiin substratlarin hizlar1 hesaplandi. Hiz ve substrat
derisimlerinin tetsi almarak 1/V-1/[S] grafikleri ¢izildi. Bu grafigin 1/V ve 1/[S]
eksenini kestigi noktalar kullamlarak biitiin substratlar igin polifenol oksidaz enziminin
Km ve Vm degerleri belirlendi (HYODO ve URITANI, 1967).

3.2.6. Enzimatik Oksidasyon Reaksiyonu Sonucu Olugan Uriinlerin

Incelenmesi

Enzimatik oksidasyon reaksiyonu sonucu olugan {iriinii inceleyebilmek igin
biitlin substratlarin optimum pH tamponunda ¢ozlilmesiyle 4 mM’> lik ¢Szeltileri
hazirlanmustir. Hazirlanan bu ¢dzeltiden bir erlene 20 ml alinmig ve patates kiitlesinin
yarisina esit miktarda saf su eklenerek derigik hazirlanan patates enzim ¢zeltisinden de
30 mL almarak substrat ¢dzeltisiyle karigtirilmigtir. Hazirlanan bu karigim her substratin
optimum sicakbfinda bir gece bekletilmigtir. Bu slire sonunda p-krezoliin oldugu
kangimin rengi saridan kahverengiye, p-nitrofenol ve 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-
metilantrakinon bulunan karigimlarin rengini saridan agik yesile, alizarin ve sodyum
alizarin-5-stilfonatin bulundugu karigimlarin renginin de turuncudan bordoya dondugit
gozlenmistir. Biitin karigimlarin suyunun yaris: ugurularak kalan karigimlar 15 mL
dietil eterle beger defa ekstrakte edilmigtir. Dietil eterli ekstraktlar, substrat ve enzim
¢Ozeltisi ince tabakada incelenerek dietil eterli ekstraktta substrat ve enzim ¢dzeltisinden
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farkh olarak sar1 renkli enzimatik oksidasyon reaksiyonu iirtinlerinin bulundugu
gbzlenmigtir. Bu triinlerin saflagtinilarak gogaltilmasi igin preparatif ¢aligmalar devam
etmektedir.



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Enzimatik oksidasyon reaksiyonlar1 sirasinda polifenol oksidaz enziminin
fonksiyonunu belirlemek amaciyla hidrokinon substrati kullamildi. Ancak UV-VIS
spektrofotometresi ile reaksiyon ilerleyisi incelenirken absorbansda higbir degisim
olmadig1 goézlendi. Hidrokinon o-difenol bilesigi olmadigindan dolay1 beklendigi gibi
hidrokinonun polifenol oksidaz enzimi i¢in substrat niteligi tagimadig: belirlendi.

Taro ve patatesten ayri ayri hazirlanan enzim ¢ozeltilerinin  aktifligini
kiyaslamak amaciyla 6nceki galigmalarda polifenol oksidaz enziminin spesifik substrati
olarak nitelendirilen p-krezol  bilesigi substrat olarak kullamildi. UV-VIS
spektrofotometresinde 230 nm’de hem taro hem de patates enzim ¢zeltileri
kullamldiginda {i¢ dakika boyunca otuz saniye araliklarla gézlenen absorbans degerleri
Cizelge 4.1°de verilmisgtir.

Cizelge 4.1. Taro ve patates enzim ¢ozeltileri kullamldiginda p-krezol icin gdzlenen

absorbans degerleri

Zaman Absorbans Absorbans
(Saniye) (Taro) (Patates)
0 0,705 0,705

30 0,701 0,673

60 0,695 0,611

90 0,689 0,524

120 0,683 0,442

150 0,677 0,351

180 0,672 0,273

Cizelge 4.1°den de anlapilacagi gibi patates enzim ¢Ozeltisi
kullamldiginda p-krezoliin absorbansi taro enzim ¢ozeltisi kullanildifinda gozlenen
absorbansdan ¢ok daha azdir. Absorbans derisimle dogru orantil olarak degistigi igin
bu sonuglara gore patates enzim ¢ozeltisi kullanildiginda harcanan p-krezol miktar1 daha
fazladir. Yani patatesten hazirlanan enzim ¢Ozeltisinin tarodan hazirlanan enzim
¢ozeltisinden daha aktif oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde patates, seftali ve mantar
enzim ¢oOzeltilerinin aktifligi karsilastirildifinda p-krezoliin baglangic absorbans
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degerleri li¢ enzim ¢dzeltisi igin de farkh olmakla birlikte gzlenen absorbans degigimi
ortalama 0,003 olarak belirlenmigtir. Buna gore patates, sefiali ve mantar enzim
¢Ozeltilerinin benzer aktivite gdsterdigi bulunmustur.

Rumex crispus bitkisinin kokleri iizerinde yapilan ekstraksiyon ve
kromatografik iglemler sonucunda 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon saf
olarak elde edilmigtir. Bu madde bitkiden elde edildigi i¢in g¢aliymada dogal substrat
olarak kullanilmagtir.

Enzimatik oksidasyon reaksiyonlar1 gergeklestirilirken reaksiyonlarin
ilerleyisi sekiz dakika boyunca UV-VIS spektrofotometresinde izlenmis ve absorbans
degerleri iki dakikada bir okunmugtur. Cizelge 4.2.° de p-nitrofenoliin absorbans
degerleri verilmigtir.

Cizelge 4.2. p-nitrofenoliin absorbans degerleri

Zaman (dakika) Absorbans
0 0,621
2 0,606
4 0,584
6 0,533
8 0,482

Cizelge 4.3’ de 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinonun absorbans
degerleri verilmisgtir.
Cizelge 4.3. 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinonun absorbans degerleri

Zaman (dakika) Absorbans
0 0,025
2 0,012
4 0,008
6 0,006
8 0,004

Cizelge 4.4’ de alizarinin absorbans degerleri verilmistir.
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Cizelge 4.4. Alizarinin absorbans degerleri

Zaman (dakika) Absorbans
0 0,275
2 0,256
4 0,243
6 0,198
8 0,147

Cizelge 4.5’ de sodyum alizarin-5-stilfonatin absorbans degerleri verilmigtir.
Cizelge 4.5. Sodyum alizarin-5-stilfonatmm absorbans degerleri
Zaman (dakika) Absorbans

0,284
0,263
0,214
0,187
0,121

ol O B N O

P-krezol igin UV-VIS spektrofotometresinde gdzlenen absorbans
degerlerine gore onceki galiymalarda (VIGYAZO, 1981) belirlendigi gibi optimum pH
6,0 ve optimum sicaklik 25 °C olarak bulunmustur.

Cizelge 4.6. P-nitrofenol i¢in optimum pH belirlenirken okunan absorbans degerleri

pH Absorbans
5,0 0,601
6,0 0,482
7,0 0,609
8,0 0,618




42

Cizelge 4.6’ ya gbre absorbansm en diisiik oldugu yani p-nitrofenoliin en gok
harcandidi pH 6,0 polifenol oksidazin p-nitrofenol i¢in optimum pH degeridir.
Cizelge 4.7. 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon i¢in optimum pH belirlenirken

okunan absorbans degerleri
PH Absorbans
5,0 0,008
6,0 0,007
7,0 0,005
8,0 0,009

Cizelge 4.7 ye gore absorbansin en disik oldugu yani 1,5-dihidroksi-3-
metoksi-7-metilantrakinonun en g¢ok harcandii pH 7,0 polifenol oksidazin 1,5-
dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon i¢in optimum pH degeridir.

Cizelge 4.8. Alizarin i¢in optimum pH belirlenirken okunan absorbans degerleri

pH Absorbans
5,0 0,083
6,0 0,147
7,0 0,214
8,0 0,231

Cizelge 4.8° ¢ gore absorbansmm en diisiik oldufu yani alizarinin en ¢ok
harcandi$1 pH 5,0 polifenol oksidazin alizarin i¢in optimum pH degeridir.
Cizelge 4.9. Sodyum alizarin-S-siilfonat i¢in optimum pH belirlenirken okunan

absorbans degerleri
pH Absorbans
50 - 0,163
6,0 0,121
7,0 0,283
8,0 0,149
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Cizelge 4.9’ a gb6re absorbansin en diisik oldufu yani sodyum alizarin-5-
stilfonatin en ¢ok harcandig: pH 6,0 polifenol oksidazin sodyum alizarin-5-siilfonat i¢in
optimum pH degeridir.

Cizelge 4.10. p-nitrofenol igin optimum sicaklik belirlenirken okunan absorbans

degerleri
Sicakhik (°C) Absorbans
15 0,586
20 0,603
25 0,443
30 0,473

Cizelge 4.10° a gore absorbansin en diisiik oldugu yani p-nitrofenoliin en gok
harcandip1 sicaklik 25 °C  olup bu sicaklik polifenol oksidazin p-nitrofenol igin
optimum sicaklik degeridir.

Cizelge 4.11. 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon igin optimum sicakhk
belirlenirken okunan absorbans degerleri

Sicaklik (°C) Absorbans
15 0,008
20 0,005
25 0,004
30 0,006

Cizelge 4.11° a gbre absorbansmn en diiglik oldugu yani 1,5-dihidroksi-3-
metoksi-7-metilantrakinonun en ¢ok harcandigi sicakhk 25 °C  olup bu sicaklik
polifenol oksidazin 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon i¢in optimum sicaklik
degeridir.



Cizelge 4.12. Alizarin i¢in optimum sicaklik belirlenirken okunan absorbans degerleri

Sicaklik (°C) Absorbans
15 0,070
20 0,063
25 0,058
30 0,139

Cizelge 4.12° ye gore absorbansm en diisiik oldufu yani alizarinin en g¢ok
barcandif1 sicaklik 25 °C olup bu sicakhk polifenol oksidazin alizarin i¢in optimum
sicaklik degeridir.

Cizelge 4.13. Sodyum alizarin-5-siilfonat i¢in optimum sicaklik belirlenirken okunan

absorbans degerleri
Sicaklik (°C) Absorbans
5 0,273
20 0,204
25 0,257
30 0,246

Cizelge 4.13° ¢ gbre absorbansmn en diisik olduu yani sodyum alizarin-5-
siilfonatm en g¢ok harcandign sicaklik 20 °C olup bu sicaklik polifenol oksidazin
sodyum alizarin-5-siilfonat i¢in optimum sicaklik degeridir.

Cizelge 4.14. P-nitrofenol igin standart grafik elde edilirken okunan absorbans degerleri

[S] (mM) Absorbans
0,0625 0,623
0,125 1,151
0,25 2,112
0,5 - 3,913

Cizelge 4.14° deki degerler grafige gecirildiginde p-nitrofenol i¢in Sekil 4.1°
deki standart grafik elde edilmigtir.
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2,500 -
2,000 -
1,500 -
1,000 -
0,500 -

0,000 - , . 1 )
0,0625 0,1250 0,1875 0,2500

[S] (mM)

Sekil 4.1. P-nitrofenoliin standart grafigi
Cizelge 4.15. 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon i¢in standart grafik elde
edilirken okunan absorbans degerleri

[S] (mM) Absorbans
0,0625 0,026
0,125 0,051
0,25 0,102
0,5 0,178

Cizelge 4.15° deki degerler grafige gegirildiginde 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-
metilantrakinon igin Sekil 4.2° deki standart grafik elde edilmistir.

0,120 -
0,100 -
0,080 -
< 0,060 -
0,040
0,020 -
0,000 l T — —
0,0625 0,1250 0,1875 0,2500

[S] (mM)

Sekil 4.2. 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon standart grafigi
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Cizelge 4.16. Alizarin igin standart grafik elde edilirken okunan absorbans degerleri

[S] (mM) Absorbans
0,0625 0,279
0,125 0,620
0,25 1,265
0,5 2,515

Cizelge 4.16” daki degerler grafige gegirildiginde alizarin icin Sekil 4.3° deki
standart grafik elde edilmistir.

1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0, 000 T T T 1
0,0625 0,1250 0,1875 0,2500

[S] (mM)

Sekil 4.3. Alizarinin standart grafigi
Cizelge 4.17. Sodyum alizarin-5-siilfonat i¢in standart grafik elde edilirken okunan

absorbans degerleri
[S] (mM) Absorbans
0,0625 0,288
0,125 0,522
0,25 0,940
0,5 1,810

Cizelge 4.17° deki degerler grafige gecirildiginde sodyum alizarin-5-siilfonat
icin Sekil 4.4 deki standart grafik elde edilmigtir.
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1,000
0,800
0,600
0,400
0,200

0,000 b T T T 1
0,0625 0,1250 0,1875 0,2500

[S] (mM)

Sekil 4.4. Sodyum alizarin-5-siilfonatin standart grafigi
P-nitrofenol i¢in hiz 6l¢limii yapilirken UV-VIS spektrofotometresinde okunan

absorbanslar ve standart grafikten yararlanilarak elde edilen son p-nitrofenol derigimleri

Cizelge 4.18’ de verilmigtir.
Cizelge 4.18. P-nitrofenol i¢in hiz $l¢timii yapilirken okunan absorbans degerleri
[Slson (mM) Absorbans
0,0438 0,439
0,0281 0,344
0,0750 0,708
0,1970 1,750

Harcanan p-nitrofenol derigimi on dakika olan reaksiyon siiresine boliinerek p-
nitrofenoliin baslangigtaki her derisimi i¢in reaksiyon hizlart V= [S]uk-[S]son/10
esitligine gbre asagidaki gibi hesaplanmugtir:

V= 0,0625-0,0438/10= 0,0019 mM/dak = V,=0,125-0,0281/10=0,0097 mM/dak
V3= 0,25-0,0750/10= 0,0175 mM/dak V4= 0,5-0,1970/10= 0,0389 mM/dak

Diger substratlar igin de benzer gekilde hiz hesaplar: yapilmugtir.

Cizelge 4.19° da p-nitrofenol i¢in hesaplanan mz degerleri, substrat derigimi,
hizin tersi ve substratin baglangi¢ derigiminin tersi verilmigtir.
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Cizelge 4.19. P-nitrofenol igin hesaplanan hiz, substrat derigimi, hizin tersi ve substratin

baslangi¢ derigiminin tersi
V (mM/dak) [S] (mM) 1/V(dak/mM) 1/[S] (1/mM)
0,0019 0,0625 526 16
0,0097 0,125 103
0,0175 0,25 57
0,0389 0,5 33

Cizelge 4.19° daki 1/V ve 1/[S] degerleri grafige gecirildiginde p-nitrofenol igin
Sekil 4.5° deki 1/V-1/[S] grafigi elde edilmistir. Bu grafigin 1/[S] eksenini kestigi
nokta —1/Km= -0,8’ e esit olup Km= 1,25 mM olarak hesaplanmigtir. Aym grafigin 1/V
eksenini kestifi nokta ise 1/Vm= 10° a esit olup Vm= 0,10 mM/dak olarak
hesaplanmgtir.

120
100
80
60
40
20

0 | L T T

0 2 4 6 8
1[S] (1/mM)

1/V (dak/miv)

Sekil 4.5. P-nitrofenoliin 1/V-1/[S] grafigi

1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon igin hiz 8lgtimii yapilirken UV-VIS
spektrofotometresinde okunan absorbanslar ve standart grafikten yaralamlarak elde
edilen son 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon derigimleri Cizelge 4.20° de
verilmigtir.
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Cizelge 4.20. 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon i¢in hiz 8lglimii yapilirken

okunan absorbans degerleri
[S] (mM) Absorbans
0,0625 0,003
0,125 0,005
0,25 0,011
0,5 0,034

Cizelge 4.21° de 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon derisimleri igin
hesaplanan hiz deBerleri, substrat derigimi, hizin tersi ve substratin baslangic
derisiminin tersi verilmistir.

Cizelge 4.21. 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon i¢in hesaplanan hiz, substrat
derigimi, hizin tersi ve substratin baglangi¢ derigiminin tersi

V (mM/dak) [S] (mM) 1/V (dak/mM) 1/[ST (1/mM)
0,0059 0,0625 170 16
0,0116 0,125 86

0,0227 0,25 44

0,0417 0,5 24

Cizelge 4.21° deki 1/V ve 1/[S] degerleri grafige gegirildiginde 1,5-dihidroksi-3-
metoksi-7-metilantrakinon igin Sekil 4.6’ daki 1/V-1/[S] grafigi elde edilmigtir. Bu
grafifin 1/[S] eksenini kestii nokta —1/Km= -0,3 e esit olup Km= 3,33 mM olarak
hesaplanmigtir. Aym grafigin 1/V eksenini kestigi nokta ise 1/Vm= 3’ ¢ esit olup Vm=
0,33 mM/dak olarak hesaplanmstur.
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Sekil 4.6. 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinonun 1/V-1/[S] grafigi

Alizarin i¢in hiz 6lglimii yapilirken UV-VIS spektrofotometresinde okunan
absorbanslar ve standart grafikten yararlamlarak elde edilen son alizarin derigimleri
Cizelge 4.22° de verilmigtir.

Cizelge 4.22. Alizarin igin iz 6l¢timii yapilirken okunan absorbans degerleri
[S] (mM) Absorbans
0,0344 0,131
0,0375 0,144
0,0781 0,360
0,1701 0,862

Cizelge 4.23° de alizarin igin hesaplanan iz degerleri, substrat derigimi, hizin

tersi ve substratin baglangi¢ derigiminin tersi verilmistir.

Cizelge 4.23. Alizarin i¢in hesaplanan hiz, substrat derigimi, hizin tersi ve substratin

baglangi¢ derigiminin tersi
V (mM/dak) [S] (mM) 1/V (dak/mM) 1/[8] (1/mM)
0,0028 0,0625 357 16
0,0088 0,125 114
0,0172 0,25 58 4
0,0375 0,5 30 2
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Cizelge 4.23” deki 1/V ve 1/[S] degerleri grafige gegirildiginde alizarin igin
Sekil 4.7° deki 1/V-1/[S] grafigi elde edilmigtir. Bu grafiin 1/[S] eksenini kestigi
nokta —1/Km= -0,3’ ¢ esit olup Km= 3,33 mM olarak hesaplanmugtir. Ayn1 grafifin 1/V
cksenini kestigi nokta ise 1/Vm= 4’ e esit olup Vm= 0,25 mM/dak olarak

hesaplanmgtir,
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Sekil 4.7. Alizarinin 1/V-1/[S] grafigi

Sodyum alizarin-5-siilfonat i¢in hiz Olglimii  yapilicken UV-VIS
spektrofotometresinde okunan absorbanslar ve standart grafikten yararlamlarak elde
edilen son alizarin derigimleri Cizelge 4.24° de verilmistir.
Cizelge 4.24. Sodyum alizarin-5-siilfonat igin hiz 8lglimii yapilirken okunan absorbans

degerleri
[S] (mM) Absorbans
0,0156 0,145
0,0125 0,122
0,0688 0,319
0,2297 0,873

Cizelge 4.25° de sodyum alizarin-5-stilfonat i¢in hesaplanan hiz degerleri,
substrat derigimi, hizin tersi ve substratin baglangic derigsiminin tersi verilmistir.
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Cizelge 4.25. Sodyum alizarin-5-siilfonat i¢in hesaplanan hiz, substrat derigimi, hizin
tersi ve substratin baglangi¢ derigiminin tersi

V (mM/dak) [ST (mM) 1/V (dak/mM) 1/[ST (/mM)
0,0047 0,0625 213 16

0,0113 0,125 89

0,0181 0,25 55

0,0375 0,5 37

Cizelge 4.25° deki 1/V ve 1/[S] degerleri grafige gegirildiginde sodyum alizarin-
5-stilfonat igin Sekil 4.8 deki 1/V-1/[S] grafigi elde edilmigtir. Bu grafigin 1/[S]
eksenini kestigi nokta —1/Km= -2,3° e egit olup Km= 0,44 mM olarak hesaplanmistir.
Aym grafigin 1/V eksenini kestigi nokta ise 1/Vm= 20’ ye esit olup Vm= 0,05 mM/dak
olarak hesaplanmugtir.
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Sekil 4.8. Sodyum alizarin-5-stilfonatin 1/V-1/[S] grafigi
Yapilan deneysel galigmalar sonucunda kullanilan substratlar dikkate alindiginda
polifenol oksidaz enzimi varliginda enzimin krezolaz etkisine gére su reaksiyonlar

gergeklesmistir:
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OH
Polifeno! oksidaz @
CH,
p-krezol 4-metilkatekol
OH
Polifenol oksidaz @
NO,
p-nitrofenol 4-nitrokatekol
O OH O OH
CHj, OH
©‘© Polifenol oksidaz, ©‘©
OCH, HO OCH;
OH O OH O
1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon 1,2,5,6-tetrahidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon

Polifenol oksidaz enziminin katekolaz etkisi ise asagidaki reaksiyonlarin
gergeklesmesiyle anlagiimgtir:

©‘© Polifenol oksidaz
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O‘O Polifenol oksidaz,

SO3Na

sodyum alizarin-5-siilfonat sodyum-1,2-~dioksoalizarin-5-siilfonat



5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda bitkilerdeki polifenol bilesikleri ve Ozellikle ¢esitli sebze ve
meyvelerin yapisimnda bulunan polifenol oksidaz enzimierini incelemeye yonelik 6nemli
cahigmalar yapilmigtir.

Genel olarak gesitli meyve ve sebzelerin kahverengilesmesine sebep oldugu igin
polifenol oksidaz enzimi gida teknolojisi agisindan incelenmektedir. Oncelikle enzimin
bu etkisinin giderilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmgtir.

Kimya bilimi agisindan disiintildigtinde ise polifenol oksidaz enzimi organik
kimyada 6nemli bir organik bilesik sinifi olan fenolik bilesiklerin sentezinde gerekli bir
kataliz6r olarak incelenebilir.

Ozellikle sebze ve meyvelerdeki fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyen
bu enzimin hem dogal hem de sentetik olmak fizere farkli substratlar i¢in spesifik
olabilecegi ve bunlarin oksidasyon reaksiyonlarim da katalizleyebilecegi diistintilerek
bu caligma yapilmstir.

Cahgmamiz boyunca patatesten polifenol oksidaz enzimi sulu ¢bzelti halinde
izole edilmistir. Taro, seftali ve mantardan da enzim ¢8zeltisi elde edilmigtir. Enzim
kaynagi olarak taro kullamldiginda aktiflifinin patatese gore disik oldugu
bulunmugtur. Bunun yaninda geftali ve mantar enzim ¢6zeltilerinin ise benzer aktivite
gosterdigi spektrofotometrik olarak belirlenmigtir. Daha sonraki ¢galigmalarda bu yiizden
enzim kayna@i olarak patates kullamlmustir. Ayrica polifenol oksidaz enziminin
aktivitesini ortaya cikarabilecek cesitli substratlar aragtirilmugtr. Bunun sonucunda
hidroksil grubu igeren antrakinonlar polifenol oksidaz enzimi i¢in substrat niteligi
tajidigindan dolay: yapisinda bu tiir antrakinon bulundurdugu bilinen Rumex crispus
bitkisinin k6k kisimlarmma ekstraksiyon, kolon kromatografisi ve ince tabaka
kromatografisi iglemleri uygulanmis ve 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon saf
olarak elde edilmistir. Bu bilesik bitkiden elde edildigi igin ¢cahsmada dogal substrat
nitelifi tagimaktadir. P-krezol, p-nitrofenol, alizarin ve sodyum alizarin-5-siilfonat
bilesikleri ise sentetik substratlar olarak incelenmigstir. UV-VIS spektrofotometresinde
gbre p-krezol, p-nitrofenol, 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon, alizarin ve
sodyum alizarin-5-siilfonat substratlarmin hepsinde g6zlenen absorbans azahisindan
dolay1 bu substratlarin miktarlarinin enzimatik ortamda azaldig1 goriilmiistiir. Ciinkii
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absorbans derigimle orantilidir. Bu sonug ise galigmada kullamlan substratlari polifenol
oksidaz ile enzimatik oksidasyon reaksiyonlarinin gerceklestiginin en bilyilkk kanitidir,
Ayrica reaksiyonlar swrasinda gdzlenen renk defisimleri ve ince tabakada yapilan
kromatografik ¢aligmalar da bu sonucu desteklemigtir.

Bu ¢ahymada da oldufu gibi dogal ve sentetik substratlarin enzimatik
oksidasyon reaksiyonlar1 gergeklestirilirken dikkat edilmesi gereken en Snemli nokta;
enzimin maksimum aktivite g&sterebilmesi i¢in optimum pH ve optimum sicaklik
degerlerini deneysel ortamda saglama mecburiyetidir. Ayrica bundan sonra yapilacak
olan galigmalarda daha iyi sonug elde edebilmek igin kullanilan enzim ¢&zeltisinin ve
substratin miimkiin oldugunca derigik kullamimas1 Snerilebilir.

Farkh substratlar kullamlarak spesifik firlinlerin elde edilmesi amaglanan bu
caligmada istenen enzimatik oksidasyon f{iriinleri (p-metilkatekol, p-nitrokatekol,
1,2,5,6-tetrahidroksi-3-metoksi-7-metilantrakinon,  1,2-dioksoalizarin, sodyum-1,2-
dioksoalizarin-5-siilfonat) sentezlenmistir. Biitiin enzimatik ¢alismalarda oldugu gibi bu
¢ahymada da kullamlan enzimin 8zellikleri incelenmis ve her substrat igin polifenol
oksidaz enziminin optimum pH, optimum sicaklik kosullari, Km ve Vm degerleri
Cizelge 5.1° deki gibi bulunmugtur,

Substrat Optimum pH Optimum Km (mM) Vm
Sicaklik (°C) (mM/dak)
p-nitrofenol 6,0 25 1,25 0,10
1,5-dihidroksi-3-metoksi- {7,0 25 3,33 0,33
7-metil antrakinon
Alizarin 5,0 25 3,33 0,25
Sodyum alizarin-5- 6,0 20 0,44 0,05
stilfonat

Polifenol oksidaz enzimi kullamlarak fenolik bilegiklerin —OH gibi polar
fonksiyonel gruplarmm artmasmi saglayan bu ¢alismayla ilag yapiminda kullamlan bu
bilegiklerin suda ¢oziinirlik Ozelliklerinin  artmasiyla Dbirlikte daha kolay
incelenebilecekleri de diigiiniilmektedir.
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