T.C.
iISTANBUL AYDIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ROKA’DAN (Eruca sativa) POLIFENOLOKSIDAZ ENZIMININ
KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZIi

Negin SHABNAM
Y1213.040014

Gida Miihendisligi Ana Bilim Dal

Gida Miihendisligi Programm

Tez Damismam : Yrd. Dog. Dr. Sibel KAHRAMAN

Aralik 2015






T.E.
ISTANBUL AYDIN UNIVERSITESI
FEN BiLIMLER ENSTIiTUSU MUDURLUGU

Yiiksek Lisans Tez Onay Belgesi

Enstitiimiiz Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali Gida Miihendisligi Tezli Yiiksek Lisans
Programi Y1213.040014 numarali &grencisi Negin SHABNAM’in “ROKA’NIN ( ERUCA
SATIVA) ~ FARKLI OLGUNLUK DONEMLERINDE POLIFENALOKSIDAZ
ENZIMININ KARAKTERIZASYONU” adh tez ¢alismas1 Enstitiimiiz Y6petim Kurulunun
22.12.2015 tarih ve 2015/29 sayili karaniyla olusturulan jiiri tarafindan (Zj '(llz’ff. ile Tezli
Yiiksek Lisans tezi olarak Kabwl. .edilmistir.

Rolo ' don (Fruco Sadiva) Polifevloksidar- Eagiminin
Koso k(*U"%O/\U

Opretim Uvesi Adi1 Soyadi imzasi

Tez Savunma Tarihi :29/12/2015

1)Tez Damismani: Yrd. Dog. Dr. Sibel KAHRAMAN

2) Jiiri Uyesi :  Prof. Dr. Giiner ARKUN

3) Jiiri Uyesi :  Dog¢.Dr. Sevim TUNALI

Not: Ogrencinin Tez savunmasinda Basgarili olmasi halinde bu form imzalanacaktir. Aksi halde
gegersizdir.






YEMIN METNIi

Yiksek Lisans tezi olarak sundugum “Roka’dan (Eruca Sativa) Polifenoloksidaz
Enziminin  Karakterizasyonu” adli ¢alismanin, tezin proje safhasindan
sonuglanmasma kadarki biitiin siireclerde bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri
diisecek bir yardima basvurulmaksizin yazildigmi ve yararlandigim eserlerin
Bibliyografya’da gosterilenlerden olustugunu, bunlara atif yapilarak yararlanilmis
oldugunu belirtir ve onurumla beyan ederim. (.../.../2015)

Negin SHABNAM






ONSOz

Calismam siiresince anlayisini, ilgisini, yardim ve destegini esirgemeyen, ve
sordugum her soruya biiyiik bir sabirla cevaplayan, bilgi ve tecriibesiyle ¢calismama
151k tutan hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Sibel Kahraman’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez i¢in kullandigim roka yapraklarini1 temin eden Kudret Ates’e tesekkiir ederim.
Ayrica hayatim boyunca her zaman maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen Ve
her kosulda beni ¢ok biiylik bir anlayisla karsilayan aileme ne kadar tesekkiir etsem
azdir.

Aralik 2015 Negin SHABNAM

vii






ICINDEKILER

Sayfa

ONSOZ ...t vii
KISALTMALAR ..o Xi
CIZELGE LISTESI .......oooiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e enes st Xiii
SEKIL LISTEST ..ottt ettt ettt ettt ettt XV
OZET ettt Xvii
ABSTRACT .. Xix
O € 1 23 1RO 1
LI ROKA. ..o 1
1.2 Polifenoloksidaz Hakkinda Genel Bilgi .........cccccvviviiiiiiiiiiiiniiencsece e 3
1.2.1 Polifenoloksidaz (PFO) enziminin biyokimyasi ve PFO’nun adlandirilmast ...3
1.2.2 PFO’nun tabiattaki dagilim, homojenitesi ve molekiil agirligi............ccovveneenee. 3
1.2.3 PFO’ NUN SUDSIIAtlart ......ccuviiiiiiiiciie e 4
1.2.4 PFO’nun katalizledigi reaksiyonlar .........ccccovoviiieiiniiiieniceeeseee e 4
1.2.5 ENZIMatik €SMETIESIME .....uvviveiiiiiiiiee ittt ettt et re e srae e beesnee s 4

1.3 PFO Enzimi ile flgili Literatiit Ozetleri...........coceveveviiiveriiireiieeeeseceesee e 5
1.4 Enzimler Hakkinda Genel Bil@i .........cccoooiiiiiiiiiiiiiee e 8
1.4.1 ENZIM KINETIZT..eevviiriiiieiiieieiieesie st 10
1.4.2 ENZim INNIDISYONU ......ooiiiiiciicce et 12
1.4.2.1 Yarigmali (kompetetif) inhibiSyon..........cccceviriviiieiiiiiiieicce e 12
1.4.2.2 Yarigmasiz (non-kompetetif) inhibisSyon ..., 13
1.4.2.3 Yar1 yarismali (unkompetetif) inhibiSyon ..........c.ccocvvviiiieniniiiicncien, 15

2. MATERYAL VE METOD......coiiiiiiiiieee s 17
2.1 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi ...........cooveeiiiiiiniiieiie e 17
2.2 Kullanilan Cihazlar ve MOAEHENT .........ooveiiiiiiiiiiiciceeee e 18
2.3 Kullanilan Kimyasallar...........ccooiioiiiiiiieieieeeces e 18
2.4 Ham Ekstraktin Hazirlanmast..........ccooiiiiiiiiiiiiiceeeee e 19
2.5 Polifenoloksidaz Enziminin AKEIVITe TayiNi .......c.ccooviiriiieieiec e 19
2.6 ENZIM KINELIGI...c.viiiiiiiiiiiiciie s 19
2.7 PFO Enziminin Inhibitdr Igin Km Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi ...................... 19
2.8 Enzim Aktivitesi Uzerinde pH ELKISi .......ccovovvvirovreceeeeereseees s eneees e s enen s 20
2.9 Enzim Aktivitesi Uzerinde Uygun Sicakligm Bulunmasi...............ccoeeveverrncrcnnnens 20
2.10 Enzim Aktivitesi Uzerinde Metal Tyonlarin EtKisi........c.coccoevvireririereiiicrerienennnn, 20
2.11 Lowry Yontemi ile Protein Miktar Tayini........ccocooviiiiiinienencseneeseeeeees 20
B BULGULAR ..t 23
3.LENZIM AKEIVITEST TAYINT ..o 23
3.2 INNIbItOT EKISI..cvvuevivieiveisiecieicteisceeies et 26
3.2.1 PFO enziminin inhibitor i¢in enzim Kinetigi ..........cccoeverveiiniieiiniiniesiseies 26



BB PH ELKIST ..t e 27

3.4 S1CAKIIK ELKIST .oouvviiiiiii it 29
3.5 Metal Iyonlarin BKiSi .......c.ccccveveriiriueiirersicre et 31
3.6 Protein MIKtar TAYINI.........coiieieiieiiecc s 31
4. SONUC VE TARTISMA ...ttt 33
KAYNAKLAR ...ttt b ettt sb e sbeene s 37
OZGECMIS ..ottt sttt n s nans 41



KISALTMALAR

PFO
mM
mL
mg
dk

U
DOPA
ES
ESI

|
E.C.
Bl
Jm

: Polifenoloksidaz
: Milimolar
: Mililitre
: Miligram
: Dakika
: Unite
: Dihidroksifenil Alanin
: Enzim-Substrat kompleksi
: Enzim-Substrat-inhibitér kompleksi
: Inhibitor
: Enzim kodu
: Booth 1 avokado tipi
: Julio Millan avokado tipi

xi






CIZELGE LISTESI

Cizelge 1.1:
Cizelge 2.1 :
Cizelge 3.1:
Cizelge 3.2::
Cizelge 3.3:

Cizelge 3.4 :
Cizelge 3.5:

Sayfa
Rokanin Besin Degeri (Url-1) .....cccvvieiiiiiiiiiieiccee e e 2
Calismada Kullanilan Ekipmanlar ve Markalart...........cccocoeviniiiiiennnne 18
Roka’da PFO Enzimi I¢in Km Ve Vimax Degetleri.......cocvvviirircecieicrcnnnns 25
Cesitli Uriinlerin PFO’larmin Km Degerleri........oocovvevivececeeererereeeienane. 25
Roka’da PFO Enziminin Uzerinde Inhibisyon Etkisi Gosteren
Pirokatesol Substrati I¢in Km, Vmax Degerleri ve Inhibisyon Tiirii ........... 27
Farkl1 Uriinlerden izole Edilen PFO’larin Optimum pH Degerleri ........... 29
Farkli Uriinlerden Izole Edilen PFO’larin Optimum Sicaklik Degerleri ... 30

xiii






SEKIL LISTESI

Sekil 1.1 :
Sekil 1.2 :
Sekil 1.3 :
Sekil 1.4 :
Sekil 1.5 :
Sekil 1.6 :
Sekil 1.7 :
Sekil 1.8 :
Sekil 1.9 :
Sekil 1.10
Sekil 1.11
Sekil 3.1 :

Sekil 3.2 :
Sekil 3.3 :

Sekil 3.4 :
Sekil 3.5 :
Sekil 3.6 :
Sekil 3.7 :
Sekil 3.8 :

Sayfa
ROKa yapraKIars ........coiviiiiiiiiic s 1
Enzim-substrat kompleks olusumu ve iirline doniismesi (Goksungur 2011)...9
Bilegik enzimlerin yapiSi......cocviveiiiiiiieiieieseese s 9
Michaelis-Menten grafifi..........cccceoeiiiiniiiiisieee e 10
Lineweaver-Burk grafiZi ... 12
Bir enzimin yarigmali inhibitorii (Goksungur 2011)...c.cocviiiiiiiiiiiiiiiieen, 13
Yarigmalt inhibiSyOn $EMAST .......eevveeiiiiiieieiie e 13
Bir enzimin yarigmali olmayan inhibitoril ...........cccoooviiiiiiiiiiiec e 14
Yarigmali olmayan inhibiSyon $EMaSI........ccuevveeiiriiiieiieiieesee e 14
> Yart yarigmali inhibiSyon $8mast .......c.ceveveeiieiniieiiiiieseeeee e 15
: Inhibisyon tiirlerin Km ve Vmax degiSimleri ...........c.cccevveveeerrrivcererennnn. 16
Roka’da PFO enzimi i¢in pirokatesol substrati kullanilarak elde edilen
Lineweaver-Burk grafifi.........ccccuiereieieiiinienisiieisiese e 23
Roka’da PFO enzimi igin katesin substrati kullanilarak elde edilen
Lineweaver-Burk grafiZi.......cccoccieriieiiiiiiisiisieeie e 24
Roka’da PFO enzimi i¢in gallik asit substrat1 kullanilarak elde edilen
Lineweaver-Burk grafifi.........cccciiiiiiniienisineeee e 24
Roka’da PFO enzimi aktivitesi iizerine sitrik asidin inhibisyon etkisi .......... 26
pH’nin Roka’da PFO aktivitesing etkiSi ..........cocovvvvirieiniiiieiieiec e 28
Roka’da PFO aktivitesi tizerine sicakligin etkisi ........ccocovvvveriiiiiciiniincnnnn 30
Metal iyonlarin roka’da PFO aktivitesine etkisi ........cccoovviveriiiiicniniicnnnn 31
Lowry yontemine gore protein standart grafigi........ccccocevivniiniiiiiicniinnnenn 32

XV






ROKA’DAN (Eruca Sativa) POLIFENOLOKSIDAZ ENZIMININ
KARAKTERIZASYONU

OZET

Yapilan bu ¢alismada, Roka’da ( Eruca sativa ) Polifenoloksidaz ( PFO ) enziminin
karakteristik Ozellikleri incelenmistir. Organik bir bahcede yetistirilen roka
yapraklari distile su ile yikandiktan sonra 50 mM fosfat tamponu ile blenderda
homojenize edilmistir. Elde edilen karisimdan sogutmali santrifiij kullanarak ham
ekstre elde edildi. Elde edilen ham ekstrede PFO enziminin substrat spesifikligi,
optimum pH, optimum sicaklik, inhibisyon tiri, metal iyonlarinin etkisi ¢aligilmis ve
protein tayini yapilmistir.

Bu calismada enzimin {i¢ farkli substrata ( pirokatesol, gallik asit, katesin ) karsi
ilgisi test edildi. Substratlar 5-30 mM konsantrasyonlarinda ¢alisilarak Km Ve Vmax
degerleri ( pirokatesol; Km = 10.24 mM, Vmax = 0.0018 U/dK ), ( katesin; Km = 12.57
mM, Vmax = 0.0012 U/dk ), ( gallik asit; Km = 23.07 mM, Vmax = 0.0001 U/dk )
Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek hesaplandi. Yapilan deneyler sonucu enzimin
en ¢ok pirokatesol substratina ilgi gosterdigi belirlendi.

Polifenoloksidaz enziminin aktivitesi Uzerinde pH etkisi, 4.0-10.0 arasinda test edildi
ve en yuksek enzim aktivitesi pH = 7.0 olarak bulundu. Optimum sicaklik enzim (
PFO ) aktivitesi i¢in farkli sicakliklarda, 20-70 °C arasinda 10°C artiglarla test edildi
ve en yuksek aktivite 20°C’de bulundu.

Inhibitorlerin polifenoloksidaz aktivitesi tizerinde etkisini belirlemek igin optimum
sartlarda degisik konsantrasyonlarda sitrik asit inhibitori kullanilarak, Km, Vmax
degerleri ve inhibisyon tiirii Lineweaver-Burk grafigi cizilerek hesaplandi. Calisilan
sitrik asit inhibitori substratla rekabete girerek yarigmali inhibisyona sebep oldugu
belirlendi.

Calismamizda 6 farkli metal iyon ( Zn?*, Fe?*, Cu?*, Mn+?, Hg?*, K*) kullanilarak
enzim aktivitesi Olgiilmiistiir. Calisilan metal iyonlarmdan Zn?*, Cu?', Mn?'
iyonlariin aktiviteyi arttirdigi, K* varliginda ise polifenoloksidaz aktivitesinin
diger metallere gore onemli oranda arttig1 gdzlenmistir. Fe?* ve Hg?" iyonlari ise
polifenoloksidaz aktivitesini inhibe ettikleri gézlenmistir.

Calismamizda Lowry yontemiyle protein miktar1 tayin edildi ve bu yontemde sigir
serum albuminiyle standart kalibrasyon grafigi ¢izilerek ekstrenin protein miktari
488 mg/ml tayin edilmistir.

Anahtar kelimeler : Roka, Polifenoloksidaz, Enzim, Eruca sativa
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CHARACTERIZATIiON OF POLYPHENOL OXIiDASE iN ROCKET SALAD
(Eruca Sativa)

ABSTRACT

At this study, characterization of polyphenol oxidase ( PPO ) enzyme in rocket salad
( Eruca sativa ) were determined. Rocket salad had been cultivated in specific
organic garden, leaves of this plant homogenized in 50 mM pH = 7.0 phosphate
buffer, then used refrigerated centrifuge for getting crude extract. PFO substrate
specificity, optimum pH and optimum temperature, type of inhibition, the effect of
metal ions and protein determination were assayed.

Substrate specificity was tested by using pyrocatechol, catechin and gallic acid at the
different concentration (5-30 mM) and by plotting Linweaver-Burk graphs Km and
Vmax values ( pyrocatechol; Km = 10.24 mM, Vmax = 0.0018 U/min ), ( catechin;
Km = 12.57 mM, Vmax = 0.0012 U/min ), ( gallic acid; Km = 23.07 mM, Vmax =
0.0001 U/min ) were calculated. At the result of experiments pyrocatechol was
selected as the best substrate for polyphenol oxidase enzyme.

A range of pH 4.0-10.0 was also tested and the highest enzyme activity was at pH =
7.0. The optimum temperature was determined by measuring the enzyme activity at
various temperatures over the range of 20-70°C with 10°C increments. The optimum
temperature was found to be 20 °C.

In this study, effect of citric acid on PPO activity at different concentrations (1-5
mM) on optimum conditions were evaluated. Km and Vmax values and type of
inhibition by using Lineweaver-Burk graphs were calculated. Citric acid inhibitor
compete with substrate for the active site of enzyme. These inhibitor have been
identified as competitive inhibitor.

Effect of various metal ions such as, K*, Fe?*, Mg?*, Zn?*, Cu?* and Hg?* on enzyme
activity were measured. From the results presence of K™ caused a significant amount
of activation of polyphenol oxidase activity. And presence of Fe?* ve Hg?* strongly
inhibited polyphenol oxidase activity.

Protein content in enzyme was determined by Lowry system, with bovine serum
albumin as standard. The amount of protein by using standart graph 488 mg/ml
calculated.

Keywords : Rocket salad, Polyphenol oxidase, Enzyme, Eruca sativa
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1. GIRIiS

1.1 Roka

Roka, Turpgiller familyasina ait giil kokulu bir bitkidir. Boylar1 40 santimetreye
kadar uzayabilir ve tiyli saplara sahiptir. Saplarin ucunda biiyiiyen giceklerin rengi
beyaza yakindir ve bu g¢iceklerin Uzerinde mor damarlar gorilmektedir. Roka
bitkisinde C vitamini oldukga yukli miktarda bulunmaktadir (Villatoro-Pulido 2012).
Ayni zamanda K vitamini, P vitamini ve ¢esitli mineraller gibi besin degerlerini
icermektedir. Zengin icerigi sayesinde roka birgok hastaliklara karsi korunmada
yardime1 olabilmektedir (Url-1).

Sekil 1.1 : Roka yapraklari

Rokanin saglik iizerine olumlu etkileri bulunmaktadir. Roka istah acar, sindirimi
kolaylastirir, mideyi giiglendirir ve hazimsizligi giderir (Yaniv ve ark. 1998, Chun ve
ark. 2015). Idrar sdktiirmede en basta gelen bitkilerden biridir. Diger etkileri ise kani
temizlemesi, karacigerden kaynaklanan agrilart gidermesi ve sariliga karsi etkili
olmasidir. Bagisiklik sistemini giiclendirerek viicudun kuvvetlenmesine sebep olur.

Roka toksik maddelerin viicuttan atilmasini kolaylastirir (Url-1).



Cizelge 1.1 : Rokanin Besin Degeri (Url-1)

Besin degeri 100g
Vitamin A (1U) 2373
Vitamin C (mg) 15
Vitamin E (mg) 0.4
Vitamin K (ug) 109
Riboflavin (mg) 0.1

Folat (ug) 97
Vitamin B6 (mQ) 0.1
Kalsiyum (mg) 160
Demir (mg) 1.5
Magnezyum (mg) 47

Fosfor (mg) 52
Potasyum (mg) 369

Sodyum (mg) 27

Cinko (mg) 0.5

Bakir (mg) 0.1

Mangan (mg) 0.3

Su (g) 91.7
Karbonhidrat (g) 3.7
Yag (g) 0.7
Omega 3 (mg) 170
Omega 6 (mg) 130
Protein (g) 2.6




1.2 Polifenoloksidaz Hakkinda Genel Bilgi

1.2.1 Polifenoloksidaz (PFO) enziminin biyokimyasi ve PFO’nun adlandirilmasi

Polifenoloksidaz (PFO) enzimi aktif bdlgesinde bakir bulunan oksidorediiktaz
smifina ait bir enzimdir. PFO 1856 yilinda Schoenbein tarafindan bulunmus ve
tirozinaz, kresolaz, fenolaz, katekolaz, katekoloksidaz, o-difenoloksidaz ve mono
fenoloksidaz olarak da adlandirilir. PFO enzimi iki kez Uluslararas1 Biyokimya
Birligi’nin siniflandirmasina girmistir: EC 1.14.18.1 (monofenol, L-dopa: oksijen
oksidoredliktaz) monohidroksifenolii o-pozisyonuna hidroksile eder. EC 1.10.3.1
(1,2-benzendiol: oksijen oksidorediiktaz) o-dihidroksifenolleri okside edip hidroksi

grubundan hidrojenleri uzaklastirarak benzokinonlar olusturur (Mayer ve ark. 1979).

1.2.2 PFO’nun tabiattaki dagilim, homojenitesi ve molekiil agirhg:

PFO dogada yaygin olarak bulunur. Bitkiler aleminde bulunmasinin yani sira
mikroorganizmalarda 6zellikle funguslarda, bazi hayvanlarin organlarinda ve ayrica
kabuklu deniz hayvanlarinda da bol olarak bulunan bir enzimdir. Buna ek olarak bazi
toprak tiirlerinde glikoz oksidaz gibi oksido rediiktaz enzimlerinin yan1 sira PFO
enzimininde varligi ve aktivitesi bildirilmektedir (Sarkar ve ark. 1989, Gul’ko ve ark.
1993, Mos’ko ve ark. 1992). PFO, hayvan ve bitki dokularinda gorilen bir enzimdir.
Bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunabilirken, hayvanlarin goz, tiy, sa¢ ve derilerinde
bulunur. Bitkisel dokularda 6nce inaktif sekilde sentezlenir ve zaman igerisinde farkli
faktorlerle, etilen ve proteazlar ile aktif hale gelebilirler (Mayer ve ark. 1979).
Polifenoloksidaz orani bitkilerde olgunluk, tiir, yas, yetistirme kosullarina baghdir
(Spille 1997). PFO, seker pancarinda, farkli dokusal yapilarda ve kloroplastta peptid
baglariyla aminoasitlere bagli olarak bulunur. Ancak bu doku parg¢alandiginda PFO
serbest kalabilir. Farkli arastirmalarda bazi elma g¢esitlerinde, iiziim kabuklarinda,
hiyarda ve diger meyvelerde yiksek enzim aktivitesi goriilmiistiir. Bagka bir
caligmada mantar da sap ve iist deri bolgelerinde PFO aktivitesinin yiiksek oldugu
saptanmuistir. Polifenoloksidaz 1stakozda en ¢ok Kuitikll veya epidermis kisimlarinda,
cayda yaprak epidermisinde bulunmustur. Bitkilerde ve kabuklu deniz driinlerinde
ise PFO miktar gesit, olgunluk ve yasa bagl olarak degisebilmektedir (Marshall ve
ark. 2000, Spille 1997).



Yapilan baska bir arastirmada PFO enziminin Kloroplast ic¢inde bulundugu
gozlenmistir (Halder ve ark. 1998).

Bircok kaynaktan elde edilen PFO enziminin farkli molekiiler yapilarda oldugu
bildirilmektedir. Bu yapilarin sayis1 enzim kaynagina ve enzimin ekstraksiyonunda

ve saflastirilmasinda uygulanan metotlara baghdir (Vamos-Vigyazo 1981).

1.2.3 PFO’nun substratlar:

Sebze ve meyveler ¢ok ¢esitli fenolik bilesikler igerirler. Ancak bu bilesiklerin ¢ok
az bir kism1 PFO enzimine substrat olabilmektedir (Matheis ve ark. 1977, Czerkaskij
1970, Hughes ve ark. 1962, Erduss ve ark. 1976, Negoro 1972, Burckhardt 1978,
Herrmann 1973).

PFO’nun meyve ve sebzelerdeki en onemli dogal substratlari flavonoid tipi
fenollerle, basit fenollerdir. Bunlardan bazilar1 katesinler, 3,4-dihidroksifenil etilamin
(dopamin), sinamik asit esterleri, tirozin ve 3,4-dihidroksifenil alanin (DOPA)
(Sakiroglu 1994). PFO’nun en yaygin dogal substrati sinamik asit esterlerinden
Klorojenik asittir (Sato 1962). Klorojenik asidin dogada bulunan izo-klorojenik asit,

neoklorojenik asit, pseudoklorojenik asit PFO’nun substratlaridir (Sondheimer 1964).

Bazi meyve ve sebzelerde PFO’nun ana substrati bitki materyallerinde genelde
cogunlukla bulunmayan fenolik bilesiklerdir (Jen ve ark. 1974, Espin ve ark. 1988,
Wildanger ve ark. 1973, Hanefald ve ark. 1976, Martin ve ark. 1976).

1.2.4 PFO’nun katalizledigi reaksiyonlar

PFO siyah, kahverengi veya kirmizi pigmentler olusturarak (polifenolere) hizlica
polimerize oldugu monofenollerin o-difenollere hidroliz (EC 1.14.18.1, monofenol
monooksijenaz, krezolaz aktivitesi) ve difenollerin o-kinonlara oksidasyonu
reaksiyonlarmi (EC 1.10.3.2, o-difenoloksidaz, katesolaz aktivitesi) katalizler
(Vaughn ve ark. 1984).

1.2.5 Enzimatik esmerlesme

Enzimatik esmerlesme sebze, meyve ve tahillarda dogal olarak bulunan PFO
enziminin sebep oldugu bir oksidasyon reaksiyonudur (Yang ve ark. 2001,
Mathewson 2000).



PFO enzimi, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin
oksidasyonunu Kkatalizleyerek, onlar1 o-kinonlara yikseltgeyerek ve bunlarin
polimerizasyonu sonucu esmerlesmeyi yapan kahverengi melanin pigmentlerinin
olusumuna yol agmaktadir. Meyve ve sebzelerde pembeden mavimsi-siyah rengine
kadar farkli tonlardaki renk degismelerine esmerlesme denir. Bu esmerlesme bazi
fiziksel zedelenmeler nedeniyle (kesme, kabuk soyma, dilimleme, carpma) ve
depolanma suresinde meydana gelebilir (Laurila ve ark. 1998). Normal sartlarda
enzim hcre icerisinde oksijenle temas etmez. Fakat, meyve veya sebze kesildigi
yada zedelendigi zaman enzim hiicre digina ¢ikarak molekiiler oksijen varliginda
bazi fenolik bilesikleri olusturur (Yang ve ark. 2001, Matheewson 2000). Enzimatik
esmerlesmenin olabilmesi i¢in polifenoloksidaz , PFO’nun etkiledigi polifenolik
madde ve molekuler oksijenin bir arada bulunmalar1 gerekir. Ayrica bu tiir
esmerlesme reaksiyonlari 1s1 inaktivasyonu, substratlarin uzaklastirilmasi, sodyum
stlfit ve askorbik asit ilavesi, ortamin pH’smin diisiiriilmesi veya yiiksek basing

uygulanmasi gibi ¢esitli yontemlerle onlenebilir (Pekyardime1 1992).

1.3 PFO Enzimi ile ilgili Literatiir Ozetleri

Gawlik-Dziki ve ark (2007) tarafindan PFO enzimi brokoli (Brassica oleracea var.
botrytis) ¢iceginden ekstrakte edilmis ve (NHa4)2SOs ¢oktlrmesi, jel filtrasyon
kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi ile saflastirilmistir. PFO, katekol (Km
=12.34 £ 0.057 mM, Vmax = 2000 = 8736 U/ml/dk) ve 4-metil katekol (Km =21 £
0.087 mM, Vmax = 28.20 = 0.525 U/ml/dK) substratlarina kars1 yiiksek aktivite
gostermistir. Katekol ve 4-metil katekol substrat olarak denendiginde optimum pH =
5.7 olarak gozlenmistir. Sodyum silfat enzim 0zerinde en etkili inhibitor olarak
bildirilmistir.

Unal (2007), Turkiye’de yetistirilmis Anamur muzundan (Musa cavendishii) PFO
enzimini ekstrakte etmis ve enzimin karakteristik 6zelliklerini ¢alismistir. Optimum
sicaklik, optimum pH, Km ve Vmax degerleri 30 °C , pH = 7.0, 8.5 mM ve 0.754
ODu1o dk sirastyla bildirilmistir. En etkili inhibitorler ise askorbik asit ve sodyum

metabisulfit olarak saptanmistir.

Amiour ve ark. (2015), Deglet Nour ve Ghars hurmasinda polifenoloksidaz
Uzerinde, pH, sicaklik ve baz1 kimyasallarin etkisini ¢alismiglardir. Optimum pH =

6.4 ve pH = 7.2 ve optimum sicaklik 35°C ve 40°C olarak tayin edilmistir. En yuksek
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inhibitor etkisi olan kimyasallar askorbik asit, sodyum metabisulfit ve sistein olarak
bildirilmistir. En yiiksek fenol igerigi ve en yiiksek anti-radikal aktivitesi, sirasiyla
sodyum metabisulfit ve askorbik asit varliginda saptanmistir. Enzimatik esmerlesme,
Nour ve Ghars hurmasinda, bazi kimyasallar ve yiksek pH ve sicaklik ile tamamen
inhibe edilebilir.

Ayaz ve ark. (2008), musmula (Mespilus germanica L.) olgunlagmasi sirasinda, PFO
enzimini karakterize etmisler ve toplam fenolik konsantrasyonlarini belirlemislerdir.
En yiiksek enzim aktivitesi olgunlasma boyunca pH = 7.0 de ve optimum sicaklik
193 ve 214. gunleri icin 30 °C, 207. gln icin 20 °C olarak bulunmustur. Optimum
enzim ve substrat konsantrasyonlart sirasiyla 0.1 mg/ml ve 40 mM olarak
belirlenmistir. Vmax V& Km degerleri birinci asamada 476 U/mg protein ve 26 mM
(193’uncu giin ¢iceklenmeden sonra), ikinci asamada 256 U/mg protein ve 12 mM
(207’inci gun ciceklenmeden sonra), t¢lincli asamada 222 U/mg protein ve 8 mM dir
(214’uncu giin g¢igeklenmeden sonra). Tim olgunlagsma asamalarinda sodyum
metabisulfit 6nemli dl¢lide PFO aktivitesini inhibe etmistir. Olgunlasmanin birinci
asamasinda Cu?*, Hg?* ve AIP* | ikinci asamasinda Cu?* ve Hg?* , ve (igiincii
asamasinda Cu?*, Hg?*, AI** ve Ca?" giiclii bir sekilde difenolaz aktivitesini inhibe
etmisgtir. Buna go0re, olgunlasmis musmula meyvesinde Kinetik parametreler
degismesine ragmen, PFO’nun optimum degerlerinde herhangi bir degisiklik
olmadigr  sonucuna  varmuslardir. Polifeniloksidaz  aktivitesinin  sulu
ekstraksiyonlarinda toplam meyve fenolik konsantrasyonlarinda belirgin bir diisiis

saptanmistir.

Altunkaya ve ark. (2011) tarafindan PFO enzimi makarnalik bugdaydan (Triticum
durum  L.) ekstrakte edilmis ve iyon degisim kromatografisi ile kismen
saflastirilmistir. Optimum pH ve sicaklik sirasiyla 6.5 ve 40 °C bulunmustur. En iyi
substrat spesifikligi, katekol ile gézlenmistir. Makarnalik bugdaylarin PFO enziminin
askorbik asit, sistein, okzalik asit ve sitrik asit inhibitorlerine duyarli oldugu

bulunmustur. En etkili inhibitortin askorbik asit oldugu gézlenmistir.

Unal ve ark. (2006), PFO enzimini Tiirkiye’de yetisen Emir tiziimlerinden elde etmis
ve optimum pH, optimum sicaklik, termal inaktivasyon, kinetik parametreler ve bazi
PFO inhibitorlerinin 6zellikleri incelenmistir. Katesol substrat olarak kullanildiginda
optimum pH 4.2 ve sicaklik 25 °C bulunmustur. Ky degeri 25.1 + 2.72 mmol™ ve



Vmax degeri 0.925 + 0.04 ODaio dk! saptanmistir. Inhibitdr deneylerinde en etkili
inhibitor askorbik asit, ardindan sodyum metabisiilfit olmustur.

Gomez-Lopez (2002) iki avokado (Booth 1 (b1PFO) and Julio Millan (JmPFOQ))
¢esidi tizerinde ham PFO ekstrakte etmistir. Optimum pH iki ekstrakt icin de pH =
7.5-7.6 olarak bulunmustur. Substrat spesifikligi deneylerinde Vmax/Km degerleri 4-
metil katekol>klorogenik asit>pirogallol>katekol>kafeik asit>DL-DOPA (b1PFO)
ve  4-metil  katekol>klorogenik  asit>pirogallol>kafeik  asit>katekol>DL-
DOPA>protokatesuik asit (jmPFO) sirasiyla bulunmustur. Inhibitor etkinligi ise L-

sistein> askorbik asit> rezorsinol> glisin> NaCl seklinde siralanmustur.

Zhao-Jian Gao ve ark (2009), pazida (Beta vulgaris L. var cicla) PFO saflastirmis ve
karakterizasyonunu yapmuslardir. Saflastirma proseduru spesifik aktiviteye gore 39
kat saflagtirma ve toplam enzim aktivitesinde % 17 geri kazanim ile sonuglanmustir.
Optimum pH ve sicaklik sirasiyla 7.5 ve 45 °C olarak belirlenmistir. Difenolaz
substrat olarak L-DOPA, katekol ve klorojenik asidi tercih etmis ve monofenolaz
olarak 4-metoksifenol ve L-tirozin’ e karsi distik ilgi géstermistir. Ayrica enzimin
K*, Na*, SDS ve lauroil sarkozin ile aktive oldugu bulunmus, ancak Ca?*, Cu?* gibi
+2 degerlikli katyonlar ile inhibe edilmistir. Bu enzimin aktivitesi askorbik asit,
sistein, 1,4-ditiyotreitol, B-merkaptoetanol, sodyum dietilditiokarbamat, sodyum

metabisulfit, sodyum sulfit ve tiyolre ile tamamen inhibe edilmistir.

Waleed ve ark (2009), polifenoloksidazi kayisi, elma, patlican ve patates yumru
koklerinde potasyum fosfat tamponu ile homojenize etmek suretiyle ekstrakte etmis
ve soguk aseton ile ¢OktUrmiistiir. Patates PFO aktivitesi i¢in optimum pH=6.4 ise
diger meyveler i¢inse pH=7.0 olarak bulunmustur. Optimum sicaklik kayis1 ve elma
icin 20°C iken patlican ve patates i¢in 22°C bulunmustur. Sicakliga en dayanikli
olarak patates ve ardindan patlican, kayisi ve elma bulunmustur. Dort kaynaktan elde
edilen enzimlerin oda sicakliginda ve nétr pH degerlerinde stabil oldugu fakat pH =
5'in altinda stabilitelerinin hizla azaldigi bulunmustur. 3 ay sire ile pH = 7.0 'de +4
°C ve -18°C’de enzim ¢ozeltileri depolandiginda ise en yiiksek stabiliteye sirasiyla
patates, kayisi, patlican ve elmanin sahip oldugu bulunmustur. Kayisi, elma, patlican
ve patates PFO enzimi i¢in katesol substratinin Ky degerleri sirasiyla 4, 4.16, 1.25 ve
2.4 mM olarak bulunmustur.

Giilgin ve ark (2005), 1sirgan otu (Urtica dioica L.) PFO enzimi icin (NH4)2SO4
coktirmesi, diyaliz, CM-Sephadex iyon degistirme kromatografisi yoluyla ham
7



ekstre elde etmis, saflastirmis ve karakterizasyon c¢alismalart yapmislardir.
Polifenoloksidaz, katekol, 4-metil katekol, L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), L-
tirosin, p-kresol, pirogallol, katesin ve trans-sinamik asit substratlarina karsi aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Bu sekiz substratin her biri i¢in optimum pH ve sicaklik
kosullar tespit edilmis ve L-tirozin en uygun substratlardan biri olarak bulunmustur.
Optimum pH, sicaklik ve Km, Vmax degerleri, sirasiyla 4.5, 30°C ve 7.90 x 10* M,
11290 U/mL olarak bulunmustur. Sodyum azid, benzoik asit, L-sistein klordr,
sodyum siyandr, salisilik asit, tiyolre, L-askorbik asit, glutatyon, sodyum dietil
ditiyokarbamat, sodyum metabisilfit ve [-merkaptoetanolun inhibe edici etkisi
oldugu test edilmistir. En etkili inhibitorin Ki= 1.79 x 107° M degerine sahip sodyum
dietil ditiokarbamat oldugu bulunmustur. Bu inhibitdriin yarigmali inhibisyona sebep

oldugu bulunmustur.

Ziyan ve ark. (2003), Polifenoloksidazi yerelmasindan (Helianthus tuberosus),
(NH4)2SO4 ¢okturmesi, diyaliz ve jel filtrasyon kromatografisi ile saflagtirmiglardir.
Saflastirilan enzim i¢in katekol substrati kullanilarak optimum pH degeri kabukta
7.5 ve meyvede 8.0 olarak belirtilmistir. Optimum sicaklik kabuk i¢in 25 °C ve
meyve icin 30 °C olarak tayin edilmistir. Bu ¢aligmada 6 inhibitor test edilmis ve
kabuk ve meyve igin en etkili inhibitorler, tiyoure ve sodyum azid olarak
saptanmigtir. Kabuk igin Km degeri 5.09 mM ve Vmax degeri 363.6 U/dk.ml, meyve
icin K degeri 4.03 MM ve Vmax degeri 714.2 U/dk.ml oldugu belirtilmistir.

1.4 Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler, yiksek diizeyde spesifik ve biolojik reaksiyonlari katalize eden
proteinlerdir. Yaklagik 2000 farkli enzim bulunmaktadir. Her biri degisik kimyasal

reaksiyonlar1 kataliz ederler.

Enzimler, substrata baglanarak ve bir enzim-substrat kompleksi olusturarak kataliz
aktivasyonunu azaltir. Her enzim molekilinde bir aktif bdlge bulunur, substrat

hidrojen baglar1 veya iyonik baglar ile zayif bir etkilesimle aktif bolgesine tutulur.



Substrat s
Enzim aktivasyonu gerceklesir.

Aktlf bolge 7 W

Substrat enzimin aktif Enzim/Substrat Enzim ayni kalir
haolgesine baglanir kompleksi olusur arun olusur

Sekil 1.2 : Enzim-substrat kompleks olusumu ve iiriine doniismesi (Goksungur 2011)

Enzimler yapr olarak iki kisimda incelenir: Basit enzimler ve bilesik enzimler.
Sadece proteinden olusan enzimlere basit enzimler denir. Sindirim enzimleri basit
enzimler igin oOrneklendirilebilinir. Enzimin protein kismi tarafindan reaksiyon
gerceklesir. Bilesik enzimler iki kisimdan (protein + metal iyonlar veya organik
molekiiller) olusmaktadirlar. Bilesik enzimlerin protein kismina apoenzim ve diger
kisma koenzim veya prostetik grup denir. Enzimin etki edecegi kismi protein
belirledigi icin bu enzimler birlesik gorev yapmaktadirlar. Organizmalarda metal
iyonlar1 veya vitaminler eksik oldugu takdirde reaksiyon gergeklestirilemez. Bazi
kosullarda, enzimin aktivite gostermesi i¢in metal iyonuna ihtiyact vardir. Yani
koenzim kisminda metal iyonu var ise buna ‘kofaktor’ denir. Koenzim kismi bazen
apoenzim kismina sikica baglanabilir bu baglanan kisma ‘Prostetik grup’ denir.

Apoenzim ve prostetik birlesimi igin ‘Holoenzim’ denir.

Kofaktor Aktif Bélge Koenzim

Apoenzim

N J
B

Holoenzim

Sekil 1.3 : Bilesik enzimlerin yapist



1.4.1 Enzim Kinetigi

Enzim kataliz reaksiyonlarinin mekanizmasi genellikle enzim-substrat reaksiyonu
sistemlerde kinetik dl¢cimler yaparak incelenmistir. Bu galismalarda, degisik substrat
ve enzim konsantrasyonlarinda enzim-katalizorlii reaksiyonlarin oranin ol¢timiinii
icerir. Enzim katalizinde enzim substrati ile reaksiyona girip 6nce bir ‘Enzim-
Substrat bilesigi’ olusturur ve bu bilesik daha sonra Uriin-enzime doniisiir.
E+52BS5E+ P 1)
i1

Burada E enzim olarak, substrat S, enzim-substrat kompleksi ES, enzimle katalize
edilen reaksiyon uruni P, E ve S reaksiyonu ki hizi ile ES kompleksini olusturur, K-
ters reaksiyon hizi yani ES’ nin ayrigmasi ve E + S olusum hizi, ES ayrigsmasi ve E +

P olusumu k> hiz1 ile olusur.

1913 yilinda enzim tepkimeleri (zerinde ilk kinetik g¢alismalar Michaelis-Menten
tarafindan  yapilmistir. ~ Michaelis-Menten  kinetiginde  baslangic  enzim
konsantrasyonu sabit alinip tepkime hizinin substrat konsantrasyonuna bagliligi
incelenir. Sonugta hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 1.4). Bunun

¢ozliimu ile Michaelis- Menten bagmtisi bulunur (1.2).

me
V=V
Vo | _
2 I
|
|
|
Ky [S]

Sekil 1.4 : Michaelis-Menten grafigi

V= vaax[‘s]
K_+[S]

(1.2)
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Maksimum hiz olarak belirtilen ve Y eksenin kestigi noktaya Vmax denir. Km sabiti
(Michaelis- Menten sabiti) maksimum hizin yarisina (Vmax/2) karsilik gelen substrat
konsantrasyonuna denir. Km ve Vmax enzim aktivitesinde onemli sabitler olarak

belirlenir.

Michaelis-Menten grafigi ¢ kisimdan olugmaktadir. Birinci kisimda grafik
dogrusaldir ve bunun nedeni substrat konsantrasyonunun diisiik olmasindandir ([S]
<< Kp). Ikinci bdlgede olduke¢a biiyiik substrat konsantrasyonlannda herhangi bir
ihmal yapilamaz, reaksiyon karisik dereceden vyiiriir. Ugiincii kisimda substrat
konsantrasyonu yiiksek oldugu i¢in [S] >> Kn , reaksiyon hizi maksimum hiza esit
olur (V = Vmax) ve tepkime hizi degismez ve sabit bir sekilde devam eder.

Bir hiperbol grafigi olan Michaelis-Menten grafigini, uygulamalarda kolaylik
saglayabilmesi i¢in dogrusal bir denkleme doénistiiriilmelidir. Ve dogru denkleme
donismesi icin farkli yollardan eksen Olgekleri kullanilabilir hale getirilir.
Lineweaver-Burk denklemi en ¢ok kullanilan denklemler arasinda yer alir

(Lineweaver ve ark. 1934).

+ (1.3)

Bu denkleme gore ordinatta 1/Vmax, apsiste 1/[S] degerleri olmak tizere bir dogru

elde edilir. Bu dogrunun egimi ise Km /Vmax tir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 : Lineweaver-Burk grafigi

1.4.2 Enzim inhibisyonu

Baz1 bilesikler, enzimlere baglanir ve aktivitesini azaltir. Bu bilesikler, enzim
inhibitorleri olarak bilinmektedir. Enzim inhibisyonu geri doniisimll ya da geri
dontisumsuz olabilir. Agir metaller (kursun, kadmiyum, civa ve digerleri) gibi geri
dontisiimsiiz inhibitorler, enzim ile sabit bir kompleks olusturur ve enzim aktivitesini
azaltir. BOyle bir enzim inhibisyonu (etilendiamintetraasetik asit) EDTA ve sitrat
gibi selatlama maddesi kullanilarak ters gevrilebilir. Geri doniisimli inhibitorler
baglanmasindan sonra, enzimden daha kolay ayrilabilir. Geri doniisumli enzim
inhibitorleri, yarismali, yarigmasiz ve yar1 yarigmali inhibitorler olarak ii¢ ana sinifa

ayrilir.

1.4.2.1 Yarnismah (kompetetif) inhibisyon

Yarismali inhibitorler, genellikle substrat analoglaridirlar ve enzimin aktif yeri igin
substrat ile rekabet ederler. Yarigmali inhibitorler, enzime geri doniisiimlii olarak
baglanir ve substratin baglanmasini Onlemektedir (Sekil 1.6). Diger taraftan,
substratin baglanmasi inhibitoriin baglanmasini 6nler. Substrat ve inhibitor, enzim
icin rekabet eder. Substrat veya inhibitor enzime baglanabilir ancak ayni anda
baglanmalart miimkiin degildir. Bu inhibitorler enzime siki olmayan bir bag ile

baglandiklarindan dolay1, substrat konsantrasyonu yiiksek oldugunda, substrat
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inhibitord bolgeden iter ve hig inhibitér yokmus gibi enzim reaksiyonunu katalize

eder. Yani enzimin Vmax degeri degismezken, Km degeri artar.

(a) Reaction

Substrate ‘9 ”
Active l
site
Enzyme
Enzyme binds substrate  Enzyme releases products
(b) Inhibition
Inhibitor ~'

Active
site
Enzyme

Enzyme binds inhibitor Inhibitor competes
with substrate

Sekil 1.6 : Bir enzimin yarigmali inhibitorii (Goksungur 2011)

k1 ko
E 4+ 5 ES —_— E + P
+ k_ 4
1
k 3)‘ ks
EI

Sekil 1.7 : Yarigsmali inhibisyon semasi

1.4.2.2 Yarismasiz (non-kompetetif) inhibisyon

Yarismali olmayan inhibitor aktif bolgeden uzak olan ve aktif bolgede yapisal
degisiklige neden olan inihibitdre baglanir. Sonug olarak aktif bolgenin sekli degisir
ve reaksiyon olusamaz ¢iinkii substrat enzime baglanamaz. Bazen substrat, enzim-
inhibitor kompleksine baglanabilir ama substrat daha 6nce oldugu gibi dogru olarak

aktif bolgeye uymuyor. Diger bir degisle yetenegi ya da baglanmaya ilgisi azalir.

13



Yarigsmali olmayan inhibitér, substrat ile yarismaya girmez ve substrat
konsantrasyonu inhibisyon derecesi tzerinde bir etkisi yoktur. Diger bir deyisle,
yarigmali olmayan inhibitdrlerde substrat ve inhibitor arasinda higbir rekabet yoktur,
boylece substrat konsantrasyonunun arttirilmasi enzim aktivitesinin maksimuma
ulagmasina izin vermez. Bu inhibisyon Vmax degerinin azalmasi ile birlikte aktif
enzim konsantrasyonunu azaltir. Substrat konsantrasyonunun inhibitor-enzim

baglanmasinda higbir etkisi yoktur ¢linkli Km degismeden kalir.

(a) Reaction

substrate 4' “
active site ‘ ‘
allosteric site

enzyme Substrate molecule binds Reaction occurs and
L. with active site of enzyme product rgolecules are
molecule, preventing binding generate
(b) I n h I b Itl on of inhibitér molecule.

<0

S8

active site

Inhibitor molecule binds Inhibitor molecule
with the active site of prevents the binding of
enzyme molecule substrate molecule

Sekil 1.8 : Bir enzimin yarismali olmayan inhibitorii

kl kg
+ k-1 +
I I

k1
ElI + S — ESI

k_q

Sekil 1.9 : Yarismali olmayan inhibisyon semasi



1.4.2.3 Yar1 yarismah (unkompetetif) inhibisyon

Yar1 yarigmali inhibitorler, enzim-substrat kompleksine baglanir. Yarigmali olmayan
inhibitorler ile ilgili oldugu gibi ESI kompleksi iiriinden olusamaz. Uriin sadece ES
kompleksinden olusur. Yari yarismali inhibitoriin etkisi hem Vmax ve hem Kp
degerini azaltir. Daha 6nce de belirtildigi gibi, Km enzim i¢in substrat afinitesinin
Olglimidiir ve bir disik Km yuksek bir afiniteye karsilik gelir. Yart yarigmali
inhibitorlerin olmas1 substrat igin enzim afinitesini arttirir. inhibitér ES kompleksine
baglandigindan, inhibitér ES kompleksinin konsantrasyonunu azaltir. Enzim ve
substrat dengesi daha fazla ES kompleks olusumuna sebep olacaktir. Bu yiizden,
enzim substrat i¢in yiliksek afinite gosterse bile, yiiksek afinite yiiksek Vmax degerine

yol agmaz. Yar1 yarismali1 inhibisyon nadir gorilen inhibisyonlardandir.

kl /{52
E + S — ES ——ar E+ P
}’G 1 +
I
k—.‘j klj
ESI

Sekil 1.10 : Yar1 yarigmali inhibisyon semast
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Sekil 1.11 : inhibisyon tiirlerin Km ve Vmax degisimleri
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2. MATERYAL VE METOD

Roka tohumlari (Vilmorin) istanbul Ulus semtinde bahcede yetistirildi ve calismada
yapraklart kullanildi. Substrat olarak pirokatesol, katesin, gallik asit ve inhibitor
olarak sodyum sulfat ve sitrik asit, tampon ¢ozeltisi olarak 50 mM, pH = 7.0 olan
fosfat tamponu kullanildi. Calismamizda terazi, blender, sogutmali santrifiij,
spektrofotometre cihazlari kullanildi. Deneylerde kullanilan ve gerekli olan araclar

ve kimyasal maddeler igin istanbul Aydin Universitesi laboratuvarindan faydalamildu.

2.1 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

e Substrat ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Pirokatesol : 50 mM lik ¢ozelti hazirlamak igin 0.02752 g tartildi ve distile suda

cozllerek 50 ml son hacim olacak sekilde de tamamlandi.

Katesin : 50 mM lik ¢6zelti hazirlamak igin 0.7256 g tartild1 ve distile suda ¢Ozulerek

50 ml son hacim olacak sekilde de tamamlandi.

Gallik asit : 50 mM lik ¢ozelti hazirlamak i¢in 0.4703 g tartildi ve distile suda

cozilerek 50 ml son hacim olacak sekilde de tamamlandi.

Enzim aktivitesini belirlemek i¢in 3 farkli substrat kullanildi ve ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra belirli konsantrasyonlarda (5 mM, 10 mM, 15 mM,20 mM, 25
mM, 30 mM ) seyreltmeler yapildi.
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e Inhibitér cozeltisinin hazirlanmasi

Sitrik asit : 0.2401 g tartilip 25 ml 50 mM, pH=7 olan fosfat tamponunda ¢ozildl ve
50 mM lik ¢6zelti hazirlandi.

Inhibitor ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra gerekli konsantrasyonlarda (1 mM, 2 mM, 5

mM) seyreltilip inhibitdriin enzim aktivitesine etkisi belirlemistir.

e Tampon cozeltisi hazirlanmasi

Oncelikle 50 mM, NaH2PO; (0.7801 g) ve Na;HPO4 (0.7098 g), ayr1 sekilde 100 ml
distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Belirli oranlarda karistirilan ¢6zeltilerden pH metre

ile 6lctlerek pH = 7.0 ye ayarlandi.

2.2 Kullanilan Cihazlar ve Modelleri

Cizelge 2.1 : Calismada Kullanilan Ekipmanlar ve Markalari

Ekipmanlar Markasi
Spektrofotometre Optizen POP
Sogutmali santriflyj Bench-Top NF 400R
Blender Waring Commercial Blender
pH metre WTW pH3110
Su banyosu STUART Water Bath SWBD
Terazi AND GR200

2.3 Kullanilan Kimyasallar

Bu ¢alismada sodyum dihidrojen fosfat (1.06345.100-Merck), di-sodyum hidrojen
fosfat (1.06586.0500-Merck), sodyum sulfat (1066490500-Merck), sitrik asit
(20200071-A&D kimya), gallik asit (27645.250G-R-Sigma), katesin (C-1251-5G-
Sigma), pirokatesol (C9510-100G-Sigma), folin-ciocelteau’s fenol (1.09001.0500-
Merck), sodyum karbonat (1.06392.1000-Merck), sodyum hidroksid (06203-Sigma),
civa klorir (M1136-100G-Sigma), demir Kklortr (1.03943.0250-Merck), potasyum
sodyum tartarat tetrahidrat (1.08087.1000-Merck), potasyum klorat (3811-04-9-
Merck), magnezyum nitrat (1.05853.0500-Merck), ¢inko asetat (493807-Carlo erba),
bakir siilfat (12849-Sigma) kimyasallar: kullanildi.
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2.4 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Rokalar iyice yikandiktan sonra kurutulup 5 gram tartilip ve 40 ml fosfat tamponu
(pH=7) ile blenderda homojenizat haline getirildi. Elde edilen homojenizat filtre
kagidindan siiziildiikten sonra sogutmali santrifiij kullanilarak 4000 rpm de, +4 °C
sicaklikta, 20 dakika sureyle santrifiij edildi. Tum deneyler santrifiij sonras: elde

edilen Ust fazda gergeklestirildi.

2.5 Polifenoloksidaz Enziminin Aktivite Tayini

Bir mikromol substrati optimal sartlarda bir dakikada {irline ¢eviren enzim miktarina
enzim aktivitesi denir. Bu ¢alismada Onceden hazirlanmis 50 mM fosfat tamponu
(pH=7.0) ile farkli konsantrasyonlarda (5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30
mM) substrat ¢ozeltileri hazirlandi. Aktivite 6l¢timii i¢in 1.9 ml alinan substratlara
(pirokatesol, katesin, gallik asit) 0.1 ml ekstreden ilave edilerek dakikadaki
absorbans degisimi spektofotometrede 420 nm de, 10 dk boyunca okundu. Daha
sonra Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek enzim aktivitesi tayin edildi.
Calismamizda Gawlik-Dziki (2007) metodu modifiye edilerek kullanildi.

2.6 Enzim Kinetigi

Michealis sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerlerini belirlemek icin dlguimler
yapildiktan sonra 1/V ve 1/[S] degerleri bulunduktan sonra grafikleri ¢izildi. Km ve

Vmax Lineweaver-Burk grafikleriyle ¢izilip ve hesaplandi.

2.7 PFO Enziminin Inhibitér i¢cin Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Bu ¢alismada inhibitor icin Km ve Vmax degerleri 50 mM’lik pirokatesol substrat
cozeltisi 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM konsantrasyonlarinda
seyreltildi. Inhibitor ¢ozeltisi 1 mM, 2 mM, 5 mM konsantrasyonlarindaki sitrik asit
ile galisild1. Inhibisyon testlerinde sirasiyla 1.9 ml + 0.1 ml inhibitér + 0.1 ml ekstre
den alinip 420 nm’ de 10 dakika boyunca absorbanslar okundu. Ayni kosullar
altinda inhibit6rsiiz ortamda pirokatesol substratinin Km ve Vmax degerleri de
belirlendi. Meydana gelen absorbans degisimlerinden Lineweaver-Burk grafigi

cizildi. Km ve Vimax degerleri bu grafikden hesaplandi.
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2.8 Enzim Aktivitesi Uzerinde pH Etkisi

Enzim aktivitesi Gzerine pH'n etkisi, farkli pH degerlerinde fosfat tamponu
kullanilarak arastirilmistir. Enzimin optimum pH’1 pH = 4.0 ile pH = 10.0 arasinda

degisen farkli pH tamponlar1 kullanilarak aktivite tayinleri yapildi.

Enzim Gzerinde pH etkisini belirlemek igin, 1.9 ml degisik pH degerlerinde (pH=4.0,
pH=5.0, pH=6.0, pH=7.0, pH=8.0, pH=9.0, pH=10.0) hazirlanan pirokatesol substrat
cozeltisinden ve 0.1 ml enzim ekstresinden alinip 420 nm’ de absorbanslar okundu
ve yapilan 6l¢iim sonucunda % aktivitesi hesaplandi ve ylizde aktivite grafigi ¢izildi.
Enzimin en yiksek aktivite gosterdigi pH degeri optimum pH olarak tayin edilmis ve

yapilan deneyler bu pH’da yapilmustir.

2.9 Enzim Aktivitesi Uzerinde Uygun Sicakhgin Bulunmasi

Polifenoloksidaz enzimi Uzerinde sicaklik etkisi, 20 ile 70°C arasinda farkli

sicakliklarda, incelenmistir.

Sicaklik etkisi, 0.1 ml enzim ekstraktin1 farkli sicakliklarda (20°C, 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70 °C) 45 dakika boyunca inkiibe ederek ve 1.9 ml pirokatesol
varliginda 420 nm’ de absorbanslari alindi. Yiizde enzim aktiviteleri grafik Uzerinde
gosterildi. Enzim aktivitesinin maksimum goriildigii sicaklik degeri optimum

sicaklik olarak tespit edildi.

2.10 Enzim Aktivitesi Uzerinde Metal Iyonlarin Etkisi
Calismamizda  enzim aktivitesi tzerinde 6 farkli metal iyonu ile 5 mM
konsantrasyonunda galisild1 ve absorbans degisimi spektrofotometre de okundu.

Polifenoloksidaz fonksiyonu iizerinde metal iyonlarinin etkisini incelemek iizere, 1.8
ml pirokatesol substrat + 0.1 ml metal iyonu (K*, Fe?*, Mg?*, Zn?*, Cu?*, Hg?") + 0.1
ml enzim ekstrakti 420 nm’ de okundu ve % aktivitesi hesaplandi. Aktivite

degisimleri grafik lizerinde gosterildi.

2.11 Lowry Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Protein tayini, Lowry yontemiyle yapildi (Lowry 1951). Protein standardi olarak

sigir serum albumini (BSA) kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki sigir serum
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albumini cozeltileri kullanilarak standart kalibrasyon egrisi ¢izildi. Asagida

belirlenen ayiraglar hazirlandu:

1. A aymract: % 2 NapCOs ¢ozeltisi (0.1 N NaOH deki ¢ozelti)

2. Bayiract: % 0.5 CuSO4 (%1 dipotasyum tartarattaki ¢cozeltisi)
3.
4

. C ayraci (Alkali bakir ¢ozeltisi): 50 ml A ayiracina 1 ml B ayiraci ilave

Seyreltik Folin ayiraci: Folin ayiract 1/3 oraninda distile su ile seyreltildi.

edildi.

0.5 ml bitki ekstrakti alinip, 2.5 ml C ayiraci ile karistirilip 10 dakika bekletildi. 0.25
ml seyreltik Folin ayiraci eklenip 30 dakika inklbe edildi. 750 nm’de kore karsi

absorbans degerleri kaydedildi.
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3. BULGULAR

3.1 Enzim Aktivitesi Tayini

Km Ve Vmax degerlerini belirlemek igin; pirokatesol, katesin, gallik asit substratlarinin

b

enzim  aktivitesinin  degerleri farkli  konsantrasyonlarda 420 nm’ de
spektrofotometrede tayin edildi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulundu ve Lineweaver-Burk
grafikleri gizildi. Kyn ve Vmax degerleri grafiklerden yararlanarak dogru denklemleri

kullanilarak bulundu.

Lineweaver-Burk Grafigi

16000
14000 e.0
12000

10000 g-

1/Vv

y =98684x + 9633.5

-0.12 -0.1 -0.08 -0.06 -0.04 -0.02 0 0.02 0.04 0.06

Sekil 3.1 : Roka’da PFO enzimi i¢in pirokatesol substrati kullanilarak elde edilen
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 3.2 : Roka’da PFO enzimi i¢in katesin substrati1 kullanilarak elde edilen

1/v

-0.06

Lineweaver-Burk grafigi

Lineweaver-Burk Grafigi
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15000
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Sekil 3.3 : Roka’da PFO enzimi igin gallik asit substrati kullanilarak elde edilen

Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 3.1 : Roka’da PFO Enzimi I¢in Km ve Vmax Degerleri

Numune Substrat Km (MM) Vmax (U/dk)
Pirokatesol 10.2438 0.00010
Roka Galik asit 23.0769 0.00011
Katesin 46.8414 0.00032

Maksimum hizin yarisina karsilik gelen substrat konsantrasyonu Michaelis-Menten
sabiti olarak (Km) adlandirilir. Bu deger, enzim ve substrat arasindaki iligkiyi
gosterir. Kn degeri ne kadar kiigiik olursa enzimin substrata ilgisi o kadar yuksek
olur. Bu ¢alismada enzimin pirokatesol substratina ilgisinin diger iki substratdan

daha yiiksek oldugu bulundu.

Cizelge 3.2 de farkli kaynaklardan elde edilen PFO’in Kn degerleri bulunmaktadir.

Cizelge 3.2 : Cesitli Uriinlerin PFO’larmin Km Degerleri

Uriin Substrat Km (mM) Kaynak
Manyok
] katesol 28.21 Barthet, 1997
kokleri
Hint cay
5 katesol 12.52 Halder ve ark, 1998
yapragl
Zambak katesol 3.40 Yang ve Wang, 2008
Fasulye ) )
o katesol 71.00 Nagai ve Suzuki, 2003
surginleri
Enginar _
katesol 10.20 Aydemir, 2004
basi
Anamur .
katesol 8.50 Unal, 2007
muzu
Jonagored )
katesol 230.00 Rocha ve Morais, 2001
elmasi
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3.2 inhibitor Etkisi

Inhibitorler tepkime hizim azaltp veya engelleyen maddelerdir. Inhibitdr, bir
molekdl yada iyon olabilir. Enzimin katalizlenmesini engelleyen olaya ise inhibisyon
denir. Inhibitdrlerin enzim aktivitesi Uzerine etkisini belirlemek icin sitrik asit
inhibitord kullanildi. Bu ¢alismada 6 farkli pirokatesol substrat konsantrasyonu (5
mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM) ve 3 farkli inhibitér konsantrasyonu
(1 mM, 2 mM, 5 mM) hazirlandi. PFO enzim aktiviteleri belirlenerek inhibisyon turi

bulundu.

3.2.1 PFO enziminin inhibitor igin enzim Kinetigi

PFO enzimi igin sitrik asit inhibitort test edildi ve inhibitOr i¢in enzim kinetigi
cikarildi (Sekil 3.4).

LINEWEAVER-BURK GRAFIGI

25000

20000

15000

§ ® Aktivite tayini

10000 1mM Sitrik asit

2mM Sitrik asit
/
-0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
-5000

1/S

Sekil 3.4 : Roka’da PFO enzimi aktivitesi tizerine sitrik asidin inhibisyon etkisi
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Cizelge 3.3 : Roka’da PFO Enziminin Uzerinde inhibisyon Etkisi Gdsteren
Pirokatesol Substrati Icin Km, Vmax Degerleri ve Inhibisyon Tiiril

Inhibitor Km (MM)  Vmax (U/dk) Inhibisyon Tiirii
Aktivite Tayini 14.4089 0.00041
1mM 31.8996 0.00044
Sitrik asit 2mM 23.1405 0.00042 Yarigmali inhibisyon
S5mM 44,0011 0.00044

Bu calismada ilk 0Once inhibitérsiz ortamda, optimum kosullarda alti farkli
pirokatesol substrat konsantrasyonunu kullanarak aktiviteleri bulundu ve daha sonra
inhibitor icin 3 degisik konsantrasyonunda optimum kosullarda pirokatesol substrati
kullanilarak aktivite tayin edildi. 1/V ve 1/[S] degerlerinden Lineweaver-Burk grafigi
cizildi (Sekil 3.4). Elde edilen Lineweaver-Burk grafiginden inhibisyon tiri tayin
edildi (Cizelge 3.3).

3.3 pH Etkisi

Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri bir pH veya pH araligi vardir. Bu
optimum pH’nin altinda ve tizerinde aktiviteleri diiser. Enzimler kuvvetli asit ve
bazlara fazla dayanikli degildirler. Ortam pH’sindaki asir1 olmayan degisiklikler
enzimin ve ¢ogu kez de substratin iyonik durumunda degisikliklere neden olur.
Enzimler asir1 pH degerlerinde aktivitelerini kaybederler. Enzimlerin maksimum
reaksiyon hizina sahip olduklar1 pH degerine optimum pH denir. Optimum pH’nin
altinda ve ustiindeki pH’larda enzim veya substratta mevcut fonksiyonel gruplarin

yapilarinda degismeler olusur ve reaksiyon hizi da degisime ugrar (Koolman ve ark.
2005).

Bu calismada enzim aktivitesi Ol¢iiliip ve sonuclar % relatif aktivite olarak (Sekil
3.5) de gosterilmistir. Asagida da gordiigiimiiz gibi pH degeri 4.0’ten 6.0’ye dogru
azaldik¢a aktivite de azalmis ve en yiiksek aktivite 7.0’de gdzlenmistir. Optimum

pH’dan sonra aktivitede diisme goriilmiistiir.
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Sekil 3.5 : pH’nin Roka’da PFO aktivitesine etkisi

PFO ile farkli iiriinlerde yapilan optimum pH ¢alisma sonuglari (Cizelge 3.4)’de
verilmistir. PFO’nun farkl: tirtinlerden elde edilen optimum pH degerleri pH = 3 ile
pH = 7.5 araligindadir ve bu calismada elde edilen sonu¢ (pH = 7.0) goriilen
degerlerle uyum igindedir (Yabaci 2008).
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Cizelge 3.4 : Farkli Uriinlerden Izole Edilen PFO’larin Optimum pH Degerleri

Optimum pH Urun Substrat Referans
7.5 Cassava kokleri katesol, L-DOPA Barthet, 1997
7.0 Musmula 4-metil katesol Ayaz ve ark, 2008
Rocha ve Morais,
5.0 -7.5* Jonagored elmasi katesol
2001
50 i y | Halder ve ark,
. int ¢ay yapragi ateso
cay yaprag $ 1998
Yang ve Wang,
4.0 -7.0% Zambak katesol
2008
) Nagai ve Suzuki,
9.0 Fasulye surgunleri katesol
2003
7.0 Patlican katesol Dogan ve ark, 2002
7.0 Anamur muzu katesol Unal, 2007
_ Delicado ve ark,
3.0 Napolyon Gzimi  4-tert-butil katesol

2007

* Enzimin iki optimum pH’s1 bulunmustur.

3.4 Sicaklik Etkisi

Kimyasal reaksiyonlarin hizi genellikle sicakliktaki artigla artar. Enzimlerle
katalizlenen reaksiyonlarin hizlari da sicaklikla artmakla birlikte, yiliksek
sicakliklarda enzimler protein yapilarindan dolay: aktivitelerini kaybederler. Yiiksek
sicakliklar enzimatik reaksiyonda rol oynayan fonksiyonel gruplarin disosiye olma
durumunu etkileyebilir; enzimin aktivatorlere ve inhibitorlere ilgisini etkileyebilir;
reaksiyonda substrat olabilecek oksijeninin ¢ozunirliigiinii etkileyebilir. Bunlarin
disinda, yiiksek sicaklik enzimleri inaktive edebilir. Reaksiyon hizinin maksimuma
eristigi noktadaki sicaklik derecesine optimum sicaklik denir. Enzimlerin biiyiik
cogunlugunun optimum aktivitesi 20-40 °C’dir ve 45 °C’nin iizerinde denatlirasyon
baslar. Bu ¢alismada enzim aktivitesi Olculip ve sonuclar % relatif aktivite olarak
(Sekil 3.6)’de verilmistir.
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Sekil 3.6 : Roka’da PFO aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

PFO (zerinde sicakligin etkisi: 20 °C — 70 °C arasinda her defasinda 10 °C
arttirilarak incelendi. Buna gore en yiiksek aktivitenin 20 °C sicakliginda oldugu

bulundu. Sicakligin artmasiyla aktivitenin azaldig: saptandi.

Optimum sicaklik sonuglar1 farkli iiriinlerden elde edilen PFO ile (Cizelge 3.5)’de
verilmistir. Optimum sicaklik degerleri 12-45 °C arasinda g0ziikmektedir ve bu

degerler galismamizda elde edilen sonug (20° C) ile uyum icindedir. (‘Yabaci 2008)

Cizelge 3.5 : Farkli Uriinlerden izole Edilen PFO’larin Optimum Sicaklik Degerleri

Optimum sicaklik (°C) Uriin Referans
30-40 (iki izoenzim Manyok kokleri Barthet, 1997
arasinda)
30 Musmula Ayaz ve ark, 2008
40 Fasulye strginleri Nagai ve Suzuki, 2003
25 Enginar Aydemir, 2004
45 Dut Arslan ve ark, 2004
30 Anamur muzu Unal, 2007
12 Caksir bitkisi Erat ve ark, 2006
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3.5 Metal iyonlarin Etkisi

Enzimatik reaksiyonlarda bazi enzimler protein olmayan kofaktdr ile baglanir.
Kofaktorler arasinda ¢ok sik rastlayan metal iyonlar: (Zn?*, Fe?*, Cu®*, Mn+2 gibi)
yer alir. Metal iyonlar1 substrat baglanmasini ve katalizi kolaylastirir. Enzim
aktivitesi bu ¢alismada 6 farkli metal iyon kullanilarak Slglilmiistiir ve sonuglar %

relatif aktivite olarak (Sekil 3.7)’de gozlenmistir.

250
200
et
=
=
= 150
=
=)
)
2 100
s
50
kontrol K Fe Mg Zn Hg Cu

Metal iyon

Sekil 3.7 : Metal iyonlarin roka’da PFO aktivitesine etkisi

Sekilde’ de goriildiigii gibi Fe?* ve Hg?" varligi enzim aktivitesini azaltmis ancak,
Mg?*, Zn?*, Cu?*, K* iyonlar1 ise enzim aktivitesi iizerinde artisa neden olmuslardr.
Bu iyonlardan K* iyonu PFO aktivitesi {izerinde en yiiksek aktivasyon ozelligine

sahip oldugu saptandi.

3.6 Protein Miktar Tayini

Sigir serum albumin ¢Ozeltisi 6 farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak (100 mg, 200
mg, 400 mg, 600 mg, 800 mg) ve bolim 2.11 de agiklandig1 gibi Lowry deneyi
uygulanarak standart grafigi ¢izildi. Protein miktar1 elde edilen standart grafige gore
488 mg/ml belirlendi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 : Lowry yontemine gore protein standart grafigi
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alismada roka yapraklarindan izole edilerek PFO’nun Kinetik o6zellikleri

arastirilmistir. Bu baglamda, substrat spesifikligi, inhibitor etkisi, inhibisyon tiiri,

optimum pH ve optimum sicaklik, metal iyonlarin etkisi ve protein miktar

incelenmistir.

Elde edilen bulgulardan;

Denenen substratlar arasinda enzimin en yiksek ilgisinin pirokatesol oldugu
(Km=10.2438 mM) bulundu. Yabac1 (2008), cay PFO’su i¢in en ¢ok 4-metil
katesol (Km= 10.30 mM) igin ilgi gosterdigini ve kafeik asit ve gallik asit
substratlarina ilgi géstermedigini belirtmistir.

Farkli inhibitor deneylerinde enzim aktivitesi belirlenerek Lineweaver-Burk
grafikleri cizilerek inhbisyon tir her iki inhibitor (sodyum sulfat ve sitrik
asit) i¢in yarigmali inhibisyon olarak bulundu. Gilgin ve ark (2005), 1sirgan
otu (Urtica dioica L.) PFO’su igin inhibe edici etkisi olan birkag inhibitor,
L-sistein klordr, sodyum azid, sodyum siyanir, benzoik asit, B -
merkaptoetanol, salisilik asit, sodyum dietil ditiyokarbamat, L-askorbik asit,
glutatyon, tiyolre ve sodyum metabisilfit test edildi. En etkili inhibitor bir
yarismalt inhibitér olarak sodyum dietil ditiokarbamat oldugu bulundu.
Musmula ¢alismasinda sodyum azid, sodyum metabistlfit, askorbik asit ve
tiyolire gibi inhibitorler kullanilmig ve farkli olgunluk dénemlerinde en etkili
inhibitérin sodium metabisulfit oldugu belirtilmistir (Ayaz 2008). Farkli
arastirmalara baktigimizda, Unal (2007), inhibitor etkisini muz PFO aktivitesi
Uzerinde ¢alismis ve NaCl, sitrik asit , askorbik asit inhibitorii ve sodyum
metabisiilfit inhibitorlerin arasinda en etkili inhibitor askorbik asit ve sodyum
metabisulfit olarak bulundu. Farkli bir g¢alismada da brokoli {izerinde
askorbik asit, sitrik asit ve sodyum silfatin yarismasiz inhibisyona ve EDTA
inhibitoriin yar1 yarismali inhibisyona sebeb oldugu belirtilmistir (Gawlik-
Dziki 2007).
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e Enzim aktivitesinin pH degeri 4.0 ve 6.0 arasinda azalmis ve optimum enzim
aktivitesi 7.0’de goriilmistiir. PFO aktivitesi pH 7.0’den sonra diismiist0r.
Zhao-Jian Gao ve ark (2009), kirmizi pazida PFO enzimi i¢in optimum pH
degerini 7.0 olarak bulmuslardir. Farkli meyve ve sebzelerin ¢alismalarinda
PFO enziminin en yiksek pH degerleri 3-7.5 gibi degisik bir aralikta
bulunmustur (Yabaci 2008).

e Optimum sicaklik enzim aktivitesi icin 20 °C’de tayin edildi. Sicakligin
artmas ile birlikte 20°C’den sonra enzimin ativitesinde diisme belirtildi.
Yabaci (2008) cay da optimum sicakligin 30 °C’de oldugu, 30 °C’den sonraki
sicaklik degerlerinde enzim aktivitesinin diistigini belirtmistir. Farkli meyve
ve sebzelerle yapilan ¢alismalarda en yiiksek sicaklik degerleri PFO enzimi
igin 12-45 °C araliginda bulunmaktadir (Yabaci 2008).

e Caligmamizda denenen metal iyonlar arasinda en yiiksek enzim aktivitesi K*
varhginda bulundu. Ancak Fe?* ve Hg?* varligi enzim aktivitesinde pozitif bir
etkisi olmadig belirtildi. Zhao-Jian Gao ve ark (2009), kirmiz1 pazida K* ve
Na* PFO aktivitesi (izerinde artisa neden oldugunu ancak Mg?", Ca?*, Cu?*,
Mn2*, Co?" enzim aktivitesi Uzerine inhibe edici etkisi oldugunu
belirtmiglerdir.

e Protein tayini ¢alismamizda Lowry yontemi kullanilarak cizilen standart
egriden protein miktar1 488 mg/ml olarak bulundu. Kocaturk (2008), enginar
calismasinda ham ekstreden Lowry yontemi ile bovin serum albumini
standart olarak kullandiginda 1650 mg/ml bulmustur. Dedeoglu (2009) farkl
calismada mantar’da protein miktarmi 1.38 mg/ml olarak bulmustur.

Arastirmalara gore protein miktar1 genis bir aralikta degisebilmektedir.

Enzimler doganin katalizorleri oldugundan enzimsiz bir hayatin var olmasi
diistinilemez. Bu yiizden enzimlerin 6zelliklerinin ve davranis bigimlerinin yaklasik
200 yildir inceleniyor olmasi siirpriz degildir. Calismamizda inceledigimiz PFO
enziminin, sentez reaksiyonlarinda, tipta, atik sularin temizlenmesi ve biyosensér
tasarimi gibi birgok alanda kullaniliyor olmasi, bunun yaninda PFO enziminin sebep
oldugu esmerlesme reaksiyonlarinin, gidalarda goriintii, lezzet ve besinsel
degerlerinin kaybina sebep olarak ciddi anlamda ekonomik kayiplara yol agmasi, bu
enzim Uzerinde yapilacak olan ¢alismalarin 6nemini artirmaktadir. Enzimatik

esmerlesmenin derecesi aktif PFO konsantrasyonuna, fenolik bilesiklere, oksijen
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varligina, pH’ya ve dokularin sicakligi gibi sartlara baglidir. Giiniimiizde PFO
enzimini inaktive etmek amaciyla kimyasal inhibitor kullanimi ve 1sil islem
uygulamalar1 gibi ticari yontemler mevcuttur. Ancak bu yontemler gidalarda bazi
istenmeyen etkilere sebep olmaktadir. Bu ylizden gidalarda istenmeyen kararma
reaksiyonlarinin onlenmesi noktasinda PFO enzimlerinin incelenmesi, yapi ve
mekanizmalarinin aydinlatilmasi, PFO enzim inhibisyonuna olan etkisini belirlemek
giiniimiizde bir ihtiya¢ olmustur. Bu ¢alisma, roka bitkisinde optimum kosullarinin
belirlemesiyle birlikte PPO enzim aktivitesini kontrol ederek, inhibitor olarak
kimyasallarin kullanimiyla gidalarda goriintii, lezzet ve besin degeri kayiplarinin
Onlne gecilmesi yolunda bir adim olusturmaktadir. Bu sayede kullanilan inhibitor ve
uygulanan yiiksek sicakligin gidalarin kalite 6zellikleri {izerindeki olumsuz etkileri
ortadan kaldirilarak, ekonomik kayiplarin dniine gegebilecegi, bunun da iireticiye ve
tiketiciye, hatta pazarlamaciya, ihracat acisindan bir fayda saglayacagi

kanaatindeyiz.
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