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OZET

BAKLA (Vicia faba L.) POLIFENOL OKSIDAZININ BiYOKIMYASAL
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Bu calismada, Antalya Ilinden toplanan Bakla’dan (Vicia faba L.) kismen
saflastirilan polifenoloksidazin (PFO) biyokimyasal 6zellikleri incelendi. Bakla PFO’
sunun dogal elektroforezde 2 tane izoenziminin oldugu tespit edildi. Enzimin en ¢ok
ilgi duydugu substrat hidrokafeik asiti takiben 4-metilkatekol ve katekol olarak
belirlendi. Hidrokafeik asit, 4-metilkatekol ve katekol substratlar1 varliginda enzimin
optimum sicaklik degeri 30 °C olarak bulundu. Bakla PFO’ sunun optimum pH degeri
hidrokafeik asit, 4-metilkatekol ve katekol substratlari varliginda, sirasiyla 8,0; 4,0 ve
4,0 olarak tespit edildi. Hidrokafeik asit, 4-metilkatekol ve katekol substratlari
varliginda Bakla PFO’ sunun Ky degeri, Lineweaver-Burk egrisi ile, sirasiyla 0,172
mM; 7,133 mM ve 9,158 mM olarak hesaplandi. Enzimin 1s1l kararlilik profili
incelendiginde, hidrokafeik asit substrat1 varliginda 10 giiniin sonunda, 30 ‘C’de 10
giin sonra aktivitesinin % 77’ sini korudugu gozlendi. En yaygin PFO inhibitérleri olan
askorbik asit, benzoik asit, sodyum azid ve sodyum metabisiilfit i¢in ICso degeri siras1
ile 8,25 uM; 11,00 mM; 60,00 mM ve 116,00 pM olarak belirlendi. Na*, K*, Ba*?,
Mg*2, Mn*?, Hg*2, Ni*?, Cu*?, Ca*? ve Fe*? iyonlarinin 1 mM; 5 mM ve 10 mM' lik
son konsantrasyonda Bakla PFO’su iizerine inhibisyon etkisi incelendi.

Anahtar Kelimeler: Polifenol oksidaz, Bakla (Vicia faba L.), Karakterizasyon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOCHEMICAL PROPERTIES OF POLYPHENOL
OXIDASE FROM BROAD BEAN (Vicia faba L.)

In this study, the biochemical properties of partially purified
polyphenoloxidase from broad bean (Vicia faba L.) were investigated, collected from
Antalya Province. It was determined that the broad bean PPO had 2 isoenzymes in
native electrophoresis. The substrate of greatest interest for the enzyme was
determined as hydrocaffeic acid, followed by 4-methylcatechol and catechol. The
optimum temperature value of the enzyme was found to be 30 °C, in the presence of
hydrocaffeic acid, 4-methylcatechol and catechol substrates. The optimum pH value
of broad bean PFO was determined as 8,0; 4,0 and 4,0 in the presence of hydrocaffeic
acid, 4-methylcatechol and catechol substrates, respectively. The Kn values of the
Broad bean PPO, for hidrocaffeic acid, 4-methylcatechol and catechol substrates were
determined 0,172 mM; 7,133 mM and 9.158 mM, by Lineweaver-Burk curve,
respectively. When the thermal stability profile of the enzyme was examined, at the
end of 10 days, it was observed that, for hydrocaffeic acid substrate the enzyme
retained over 77% of its original PPO activity at 30 °C. ICsp values of ascorbic acid,
benzoic acid, sodium azide and sodium metabisulfite, the most common PFO
inhibitors, were determined as 8,25 uM; 11,00 mM; 60,00 mM and 116,00 uM,
respectively. It was examined that the effect of the Na*, K*, Ba*?, Mg*?, Mn*2, Hg*?,
Ni*2, Cu*?, Ca™?and Fe*?, on the PPO activity, at the 1 mM; 5 mM and 10 mM final
concentrations.

Keywords: Polyphenol Oxidase, Broad bean (Vicia faba L.), Characterization.
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GIRIS

Son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismelerin artmasi sonucu, endiistriyel
gida enzimleri tiiketici tarafindan talep edilen ve besleyici degeri yiiksek olan gidalarin
gelistirilmesinde biiyiik 6nem arz etmeye baglamistir. Sebze ve meyvelerde meydana
gelen kimyasal ve enzimatik olaylarin kontrol altina alinmasi ve durdurulabilmesi
gidalarin korunmasi, iirliniin renginin bozulmamasi ve daha da Onemlisi besin

degerinin diismemesi agisindan oldukg¢a énemlidir.

Sebze ve meyvelerin tasinmasi ve istiflenmesi sirasinda ¢arpma, ezilme, kesme
gibi ekonomik kayiplara yol acan zedelenmeler ile birlikte polifenol oksidazin (PFO)
havadaki oksijen ile etkilesmesiyle olusan Ve {iriiniin parlakliginda pembeden siyah
renke dogru ilerleyen renk degisimi gozlenir. Bu degisim enzimatik esmerlesme
sonucu meydana gelir. Buda meyve ve sebzenin goriiniimiinii, tadin1 ve besleyici
degerini bozan bir oksidasyon reaksiyonudur. Sicaklik, pH, hiicrelerdeki oksijen
miktari, aktif PFO (E. C. 1.10.3.2) miktar1 ve ortamin metal iyon konsantrasyonu

enzimatik esmerlesmeyi etkileyen en 6nemli faktorler arasinda yer almaktadir.

Meyve, sebze ve diger bazi besin iiriinlerinde besinin {iretim siirecinde ya da
sonrasinda meydana gelen esmerlesme olayl, zararli etkilerinin yanisira bazi
besinlerde bu istenen bir durum haline gelebilir. Birgok iilkede bolca tiiketilen cay,
kahve ve kakao gibi besinlerde enzimatik esmerlesme oldukga 6nemlidir. Siyah ve
yesil cay ile kakaonun renk ve tat gelisimi, kuru meyvelerden iiziim, erik, incir gibi
meyvelerin kendilerine 6zgii renk almalarini saglayan enzimatik fermantasyon
tirtinleri, kurutma déneminde meydana gelen esmerlesmeye baglidir. (Marshall vd.,
2000).

Ayrica polifenol oksidazlarin enzimatik reaksiyonu sonucu olusan kinonlar
polimerleserek melaninleri olusturur. Bu melaninler, bocek ve mikroorganizmalarin
bitkilere saldirmasini engelleyerek, yani antibakteriyal ve antifungal aktivite
gostererek sebze ve meyvelerin saglikli kalmasina yardimci olurlar (Marshall vd.,
2000).



Besinlerin bilesimindeki esmerlesme kaynakli degisimlerin besinsel ve
enzimatik agidan tanimlanmasina, meyve ve sebzelerdeki istenmeyen esmerlesme
reaksiyonlarimin durdurulmasina ilaveten yararli olan esmerlesme reaksiyonlarinin
aydimlatilmasina ve optimize edilmesine ihtiya¢ vardir. Insan beslenmesi ve saglik
acisindan besinlerde cesitli sebeplerle meydana gelen esmerlesme reaksiyonlarinin
anlasilmasi, etkilerinin ortaya konulmasi ve besinlerin albenisini azaltan enzimatik
esmerlesmeye ¢oziimler bulunmasi olduk¢a onemlidir. PFO aktivitesinin kontrol
edilmesi, enzim aktivitesine etki eden parametrelerin iyi bilinmesi ve enzimin
biyokimyasal olarak karakterize edilmesi enzimatik esmerlesmenin Onlenmesinde
kullanilan ve tercih edilen en gegerli yontemdir.

Meyve ve sebzelerin liretimi, toplanmasi, depolanmasi ve islenmesi sirasinda
meydana gelebilecek esmerlesmeyi ve kararmayi yeni teknolojilerle birlikte azaltip,
tiiketicinin istemedigi Ve iiretici igin ise bllyiik bir ekonomik problem olan bu durumu
ortadan kaldirip, tiiketilen besin miktarindaki artis ile birlikte {ilke ekonomisine biiyiik
katki saglanabilir (Onez, 2006).



1. GENEL BILGILER

1.1. Cahsmanin Amaci ve Onemi

Ozellikle Akdeniz ve Ege bdlgesinde yetistirilen Bakla (Vicia faba L.)
zeytinyagli yemeklerde ve salatalarda bolca tiiketilmektedir. Uriiniin toplama sirasinda
zedelenmesi, yemek yapiminda ya da derin dondurucuda saklama sirasinda
olusabilecek renk degisimleri dikkate alinarak, Bakla (Vicia faba L.) bitkisinin
timinin bulundugu ham ekstrat kullanilarak polifenol oksidaz enziminin
biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi ve aydinlatilmasi amaglandi. Calismada ilk
olarak enzimin varhigi dogal poliakrilamid jel elektroforezinde goriitiilendi. Polifenol
oksidazin substrat ilgisi, aktivite gosterdigi substratlarin optimum pH, optimum
sicaklik degerleri ve enzimin Kinetik parametreleri belirlendi. Bunlara ilaveten,
enzimin pH ve 1s1l kararlilik, metal-iyon etkisi ve yaygin kullanilan inhibitorlerinin

PFO aktivitesi tizerine etkisi incelendi.

Meyve ve sebzelerde meydana gelen ve esmerlesme olarak bilinen renk
degismeleri trilinlerin erken bozulmasina ve ciiriimesine neden olmaktadir. Bu
bozulmalar depolanma ve satista kalacag: siireyi kisaltarak kalitenin diismesine ve
biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu durum hem iiretici hemde tiiketici
tarafindan istenmeyen bir durumdur (Creumiere, 2000).

Ulkemizde Ege ve Akdeniz bdlgelerinde iiretimi ve tiikketimi yaygin olan bakla,
bakladan iiretilen iriinler, onlarin saklama kosullar1 ve raf omrii ac¢isindan PFO
enziminin karakterizasyonu olduk¢a Onemlidir. Bakla polifenol oksidazinin
karakterizasyonu ve Dbiyokimyasal Ozeliklerinin aydinlatilmas:  endiistriyel

uygulamalarda kullanilabilir olmasi agisindan 6nem arz etmektedir.



1.2. Baklanm (Vicia faba L.) Morfolojik Ozellikleri ve Kullanim Alanlar1

Bakla (Vicia faba L.), Fabales takiminin Fabaceae (kelebek ¢igekliler) familyasinin
Vicia cinsine ait, ekonomik degeri yiiksek bir baklagil bitkisidir (Karakdy vd., 2015).
(Sekil 1).

Sekil 1. Baklanin (Vicia faba L.) goriintiisii

Bakla iyi bir protein, diyet lifi, nisasta, mineral ve vitamin kaynagidir (Kutos vd.,
2003). Avrupa’ da daha ¢ok hayvan beslemesinde kullanilan bakla, gelismekte olan
tilkelerde en ¢ok insan gidasi olarak kullanilmaktadir. Hem Tiirkiye’ de hem de bir¢ok
Afrika ve Asya iilkelerinde taze bakla, bakla konservesi, salata ve gesitli yemeklerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakla iiretimi genis bir alan1 kaplamakta olup, Bati’da
Atlas Okyanusu’ ndan, Dogu’ da Himalayalar’ a kadar uzanmaktadir (Karakoy vd., 2015).
Bu kadar genis alana hitap eden baklanin adaptasyon kabiliyetinin yiiksek olmas1 birgok
tilkede yetistiriciliginin yapilmasina olanak saglamistir. Diinya c¢apinda yaklagik 2,5
milyon hektarlik alanda yetistiriciligi yapilan baklanin iretimi en fazla Cin’de
yapilmaktadir. Akdeniz Bolgesi, Bati Marmara Bolgesi ve Ege Bolgesinde 4,3 hektarlik
ekim alani ile Tiirkiye’de en fazla bakla yetistirilen yerlerdir. Uretim agisindan bakla; kuru
fasulye, bezelye ve nohuttan sonra Diinya’ da dordiincii, Avrupa’ da ise ikinci sirada yer
almaktadir (idikut vd., 2018).

Baklanin karbohidrat i¢erigi %42-56 civarinda, toplam lif oran1 % 13,8 ve protein
iceriginin % 28 oraninda oldugu rapor edilmistir (Prabhu ve Rajeswari, 2018; Millar vd.,
2019). Et ve baliktan sonra en bol protein igeren baklanin toplam protein orani yetistirme
kosullar1 ve genetik yapiya gore farklilik gostermektedir. Zengin vitamin ve mineral
deposu olarak bilinen baklanin bol miktarda A, B1, B2, B3, B6, B9, C ve K vitaminleri

icermektedir. Ayrica yiiksek demir icerigi ile anemik kisilerin bolca tiikketmesi tavsiye



edilen baklanin Al, B, Ba, Co, Cr, Cu, Ga, Li, Mn, Ni, Pb, Sr, Zn gibi mikro besin
maddelerini (iz elementler) de igerdigi bildirilmistir (Luo ve Xie, 2012). Baska bir
calismada, baklanin stres durumunda artan kan basinci, kalp atig hizi, agr1 ve endise gibi
durumlarin1 hafifletmeye yardimeci olan ¥-aminobutirik asit (GABA) icerdigi rapor
edilmistir (Yang vd., 2013). Fenolik bilesenler bakimndan zengin olan baklanin (Chaieb
vd., 2011), % 8-9 oraninda tanen ve %1,80 oraninda fitik asit igerdigi bildirilmistir (Topal
ve Bozoglu (2016). Baz1 bakla genotiplerinin L-dopa igeriklerinin belirlenmesi tizerine
yapilan bir ¢aligmada; bakla yapraklarmin 10,88 mg; 33,41 mg kg, ¢igeklerinin 40,95 mg;
96,37 mg kg ve meyvelerinin ise 4,16 mg; 54,29 mg kg* L-dopa i¢erdigi saptanmistir. L-
dopa potansiyel olarak hipertansiyon ve parkinson gibi hastaliklarin tedavisinde ilag
olarak kullanilabilmektedir (Ray ve Georges, 2010). Baklanin bol miktarda biyoaktif
bilesenler icerdigi ve bunlar sayesinde serbest radikallerin tahribatini azalttig1 (Chaieb vd.,
2011), diyabetin kontrol altinda tutulmasina yardimci oldugu (Hussein., 2012) ve kolon
kanseri tizerinde olumlu etki gosterdigi (Lima vd., 2016) rapor edilmistir.

Bakla zengin protein, lif, vitamin ve mineral igerigiyle insan ve hayvan
beslenmesinde ve giinliik alinmasi gereken makro ve mikro besin ihtiyaglarinin

karsilanmasinda biyo-yararlilik a¢isindan énemli rol oynamaktadir.

1.3. PFO Enziminin Yapisi, Reaksiyon Mekanizmasi ve Substratlari

Enzim komisyonu tarafindan yapilan simiflandirmaya gore oksidorediiktazlar
smifinda yer alan polifenol oksidaz monofenolaz ve difenolaz olmak iizere iki gesit
aktivite Kkatalizler. Tirozinaz (E.C.1.14.18.1) aktivitesi olarakta tanimlanan
monofenolaz aktivitesinde o-hidroksillenme reaksiyonu ile monofenoller, o-
difenollere katalizlenir (Sekil 2, Sekil 4). Katekolaz (E.C.1.10.3.2) olarakta bilinen
difenolaz aktivitesinde ise, o-difenoller o-kinonlara (Sekil 2, Sekil 4) okside olur
(Espin vd., 1997; Brooks vd., 2004).
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Sekil 2. Polifenoloksidazin, Monofenolaz (1) (hidroksilasyon),ve (2) Katekolaz
aktivitesi (oksidasyon) (Cemeroglu vd., 2001).

Sekil 3’te Malus domestica L. PFO’sunun aktif bolgesine substrat olarak 4-
metilkatekoliin yerlestigi enzim-Substrat kompleksinin goriintiisii, aktif bolgesindeki

Cu*2 atomlar1 (Sekil 3a) ve enzimin aktif bolgesinin {i¢ boyutlu yapis1 gdsterilmistir.

- b

Sekil 3. Malus domestica L. PFO’sunun aktif bolgesi ve substratin yerlesmesi (Liu
vd., 2015). (a) 4-metilkatekol baglanma yeri, (b) Enzimin ii¢ boyutlu aktif bolgesi (4-
metilkatekol baglanma bolgesi) (Liu vd., 2015).

Kimyasal ve spektroskopik arastirmalar, polifenol oksidazin biniikleer bakir
kompleksi igeren bir aktif bolgeye sahip oldugunu gostermistir (Sekil 3, Sekil 4, Sekil
5).
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Sekil 4. PFO i¢in 6nerilen difenolaz ¢evrimi (Siegbahn, 2003).

Polifenol oksidaz birbiri ile iliskili olan monofenolaz ve difenolaz enzimatik
aktivitesini gergeklestirirken, ilk olarak monofenolazin izledigi basamakta difenol
olusur ve olusan difenol difenolazin izledigi basamakta (katekolaz reaksiyonu)
kullanilir (Sekil 2, Sekil 4, Sekil 5). Orto-benzokinon iiriinii molekiil i¢i elektron

transferi sonucu olusur ve yeni bir katalitik ¢evrime girmek tizere enzimin deoksi-

formu hazir hale gelir.



Enzimatik reaksiyonla olusan ve canlilardaki en aktif ara tiriinlerden olan 0-kinon
bilesikleri kolayca polimerleserek, esmerlesme reaksiyonunun karakteristigi olan koyu
kahverengi suda az ¢oziinen polimerik pigmentler olusur.

PFO’nun monofenolaz ve difenolaz aktivitesi sonucu, kromojenik bir niikleofil
olan 3-metil-2- benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) ile o-kinonlarin verdigi katilma
tiriinlerini olduk¢a duyarli ve dogru bir sekilde 500 nm civarindaki karakteristik
absorbsiyonlar (Espin vd., 1997; Brooks vd., 2004) ile spektrofotometrik olarak
olgiilebilir (Sekil 5).
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Sekil 5. Polifenol oksidazin kromojenik bir niikleofil (MBTH) varliginda
monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri (M: monofenol, D: difenol, K: o-kinon, N:
kromojenik niikleofil, ND: niikleofil-difenol renksiz katilma iiriinti, NK: niikleofil-
kinon kromoforik katilma tirlinii).

Sebze ve meyvelerde bulunan basit yapili fenoller, klorojenik asit ve tiirevleri,
katesinler ve flavonoid tipi fenoller PFO’ya substrat olabilmektedir (Sekil 6). Bunlara
ilaveten katekol ve kresol gibi bilesiklerin yanisira tirozin ve tiirevleri ile sinnamik asit
tiirevleri de substrat olarak kullanilir (Sekil 6). Bitkinin biiylidiigii cevresel sartlara ve
olgunlagsma dercesine gore miktari degisen fenolik bilesikler, tiirevleri ve oksidasyonu
ile olusan iirtinler ayn1 zamanda bitkinin rengine ve tadina da katkida bulunmaktadir

(Marshall vd., 2000).



Bitkinin kok, doku, yaprak ve meyve ksimlarinda farkli oranlarda bulunabilen
flavonoidler ayn1 fenolik bilesikler de oldugu gibi esmerlesme reaksiyonlarina katkida
bulunmaktadir. Esmerlesme reaksiyonlar1 sonucu olisan kinon bilesikleride oldukga
reaktif olup aminoasitler, proteinler, karbohidratlar ve yag asitleri gibi
biyomolekiillerle farkli kompleks bilesikler olusturabilirler (Marshall vd., 2000).
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Sekil 6. PFO’nun c¢esitli moofenolik ve difenolik substratlari.

1.4. Polifenol Oksidaz fle Tlgili Literatiirde Yapilan Calismalar

Ik defa 1856 yilinda yemeklik mantarlarda, Schoenbein tarafindan kesfedilen
polifenol oksidaz enzimi (Whitaker, 1972), gliniimiizde de halen birgok aragtirmacinin
ilgi odagi ve calisgma konusunu olusturmaktadir. PFO birgok meyve ve sebzede
karakterize edilerek, optimum pH, optimum ssicaklik, ilgi duydugu substratlar,
inhibitorleri, metal iyonlar1 varliginda sergiledikleri davranislari, izoenzim sayilari,

molekil agirliklart ve diger bazi fizikokimyasal parametreleri incelenmistir.

Yabani bir erik tiirii olan Prunus spinosa L. subsp. dasphylla polifenol oksidazi
karakterize edilmis ve en kuvvetli aktiviteyi sirasi ile 4-metilkatekol, katekol, kafeik
asit, katesin ve epikatesin substratlar1 varliginda gosterdigi bulunmustur. Km Ve Vmaks
degeri 4-metilkatekol i¢in 0,97 mM; 4753 U/mg protein, katekol i¢in 2,35 mM; 3964
U/mg protein, kafeik asit i¢in 2,49 mM; 7628 U/mg protein, katesin i¢in 4,26 mM;
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1686 U/mg protein ve epikatesin varliginda ise 6,04 mM; 2093 U/mg protein olarak
hesaplanmistir. 4-Metilkatekol, katekol, kafeik asit, katesin ve epikatesin substrati
varliginda enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degeri sirasi ile 40 °C; 30 °C;
60 °C; 60 °C ve 60 °C olarak bulunmustur. 4-Metilkatekol, katekol, kafeik asit, katesin
ve epikatesin substrat1 varliginda enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri ise
sirast ile 7,0; 7,0; 4,0; 6,0; 5,0 ve 5,0 olarak tespit edilmistir. Polifenol oksidaz
enzimlerinin en etkili inhibitorleri arasinda yer alan sodyum metabisiilfit, askorbik
asit, sodyum azid, benzoik asit ve tiyoiire i¢in ICsg degeri sirasi ile 0,01mM; 0,04 mM;
50,02 mM; 5,92 mM ve 3,95 mM olarak bulunmustur. Enzimin pH kararlilik
calismasinda pH 5,0 ve 7,0’ de yedi giin boyunca inkiibe edildiginde aktivitesini %80
ve %75 oraninda korudugu gozlenmistir. Yapilan dogal-PAGE elektroforezi
sonucunda alt1 tane izoenziminin oldugu tespit edilmistir. Ayrica enzimin farkli metal
iyonlart varliginda 1 mM; 5 mM ve 10 mM son konsantrasyonlarda aktivite caligmalari
da yapilmistir (Baltas vd., 2017).

Yabani bir armut tiiri olan Pyrus elaeagnifolia subsp. elaeagnifolia Pallas
PFO’ su karakterize edilerek, 4- metilkatekol substrati varliginda optimum pH ve
sicaklik degeri sirasiyla 7,0 ve 30 °C olarak bulunmustur. Enzimin, 4-metilkatekol
substrat1 valiginda Km ve Vmaks degeri sirasiyla, 3,57 mM ve 4781 U/mg protein olarak
saptanmistir. Ayrica dogal-PAGE substrat boyamasinda enzimin difenolaz
aktivitesine sahip iki tane izoenziminin oldugu tespit edilmistir. PFO’nun en yaygin
inhibitorlerinden birisi olarak bilinen askorbik asit (ICs0= 0,036 mM) en etkili inhibitor

olarak rapor edilmistir (Baltas, 2017).

Yapilan bagka bir ¢alismada Diospyros lotus L. (yabani hurma) polifenol
oksidazi aseton ile ¢oktiirme isleminin ardindan affinite kromatografisi kullanilarak 15
kat saflagtirllmistir. SDS-PAGE elektrofrezinde saf enzimin molekiil agirligi 16.5 kDa
olarak saptanmistir. Enzim en yiiksek aktiviteyi 4-metilkatekol substrati varliginda
gOstermistir ve bu substrat i¢in Km Ve Vmaks degeri sirast ile 3,8 mM ve 1250 U/mg
protein olarak bulunmustur. Ayrica Fe*?, Sr*?, Zn*? ve K* iyonlarinin 1 mM lik son
konsantasyonunda enzimi ciddi derecede inhibe ettigi gézlenmistir. ICso degeri 0,121
uM olan askorbik asit ise en etkili inhibitor olarak bulunmustur. Ayrica bu meyvenin

sulu ekstraktinin tireaz ve asetilkolinesteraz enzimleri iizerine inhibisyon galismasi
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yapilmis ve 1Cso degeri sirast ile 1,55 mg/mL ve 16,75 mg/mL olarak hesaplanmistir
(Faiz ve Baltas, 2017).

Oztiirk ve digerleri (2020), ¢ay yapragindan polifenol oksidaz enzimini
affinite  kromatografisi yOonemini kullanarak %2,67 verimle 19,77 Kkat
saflagtirmiglardir. SDS-PAGE ile saf enzimin molekil agirligint 50 kDa olarak
belirlemislerdir. Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi katekol substrati igin Km ve
Vmaks degerini 3,782 mM; 1,676 umol/L ve 4-metilkatekol substrati i¢in ise 3,881 mM;
1,912 pmol/L olarak hesaplamislardir. Enzimin katekol substrati varliginda optimum
pH degerini 9,0; 4-metilkatekol substrati varliginda ise 8,5 olarak bulmuslardir. Her
iki substrat varliginda enzimin optimum sicaklik degeri 10 °C olarak rapor edilmistir.
Sodyum metabisiilfit, sodyum stilfit, askorbik asit ve glutatyon inhibitdrleri igin 1Cso
degerini sirastyla 21,65 puM; 23,90 puM; 69,31 puM ve 99,08 uM olarak
hesaplamislardir.

Tropikal iklim meyvesi olan targin elmasindan (Annona muricata L.) PFO
hidrofobik etkilesim ve iyon degisim kromatografisi yontemleri kullanilarak 160 kat
saflagtirllmistir. Saf enzimin iki altbirimden olustugu ve molekiil agirliginin 112 kDa
oldugu bulunmustur. Enzimin en ¢ok aktivite gosterdigi substratlar kafeik asiti takiben
su sekilde siralanmistir; 4-metil katekol > katekol > pirogallol (trihidroksifenol) > L-
dopa. Kafeik asit, 4-metil katekol, trihidroksifenol ve katekol substratlar1 varliginda
saf enzimin Km degeri sirasi ile 0,47 mM; 0,86 mM; 1,42 mM ve 3,16 mM olarak
belirlenmistir. 4-metilkatekol, katekol, trihidroksifenol ve kafeik asit substratlar1 i¢in
Vmaks/ Km (U mM? dak?) degerleri ise siras1 ile 1067; 866; 631 ve 385 olarak
hesaplanmistir. Elde edilen Km degerlerine bakildiginda enzimin kafeik asite olan
ilgisinin en yliksek oldugu, fakat kafeik asit varliginda reaksiyon yavas
gerceklestiginden, Vimaks/ Km (U mM™? dak™?) degerine bakildiginda en etkili difenolik
substratin 4-metilkatekol oldugu rapor edilmistir. Enzimin katekol substrati varliginda
optimum pH’ st 6,5 ve maksimum aktivite gosterdigi sicaklik 25 °C olarak
bulunmustur. Enzimin 1s1l kararliligini incelemek amaci ile 30 dakika boyunca 10 °C
ile 70 °C sicaklik araliginda aktivite ¢caligmalari yapmiglardir. 30 dakika sonunda 30
°C’ de enzim aktivitesinin %20 azaldigini, 60 °C’ de ise neredeyse aktivitenin

tamamen bittigini belirtmislerdir (Palma-Orozco vd., 2019).

12



Yapilan bagka bir ¢alismada, ¢in maydonozu polifenol oksidazi %50 amonyum
stilfat coktiirmesinin ardindan jel filtrasyon (sefadeks G-100) kromatografisi yontemi
kullanilarak %11 verimle 6,5 kat saflastirilmistir. Kismen saflastirilan ve SDS-PAGE
te iki tane izoenzimden olustugu goriillen PFO’nun molekiil agirhig yaklasik 46 kDa
olarak hesaplanmistir. Enzimin en etkin aktivite gosterdigi substratlar katekol ve 4-
metil katekol olarak belirtilmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri
katekol varhiginda 40 °C ve 4-metil katekol substrati varliginda 35 °C olarak
bulunmustur. Katekol ve 4-metilkatekol substratlar1 varliginda enzimin optimum pH
degeri ise sirasi ile 7,0 ve 8,0 olarak belirtilmistir. Kismen saflastirilan enzimin katekol
ve 4-metilkatekol substrati i¢in Km degeri sirasi ile 31 Mm ve 37,43 mM olarak
bulunmustur. Katekol ve 4-metilkatekol substratlar1 varliginda enzimin Vmaks degeri
strast ile 2000 EU/mL ve 1428 EU/mL olarak heaplanmistir. Bilinen en etkili PFO
inhibitorlerinden olan sitrik asitin yarismali ve L-sisteinin yarigsmasiz inhibisyon
gosterdigi ifade edilmistir (Lin vd., 2016).

Sultaniye tiztimii (Vitis vinifera L.) polifenol oksidazi affinite kromatografisi
kullanilarak %1,76 verimle 61,23 kat saflastirilmistir. Saf enzimin molekiil agirlig
SDS-PAGE elektroforezi ile 38,1 kDa olarak belirlenmistir. Enzimin 4-metilkatekol
substrati varliginda optimum sicaklik degeri 30 °C ve optimum pH degeri 5,0 olarak
bulunmustur. Yine 4-metilkatekol substrati varliginda enzimin Ky Ve Vmaks degeri
sirastyla 4,8 mM ve 2000 EU/mL olarak hesaplanmistir. Katekol substrat1 varliginda
PFO’nun Km ve Vmaks degeri sirastyla 18,3 mM ve 1666 EU/mL olarak belirlenmistir.
Na" iyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisine bakildiginda, 1Mm’lik son
konsantrasyonda enzim aktivitesinin %44,19° unu korudugu, 10 mM da ise
aktivitesinin %49,45 ini korudugu rapor edilmistir. K*, Mg*?, Cu*2 ve Al*® iyonlarmin
her iki konsnatrasyonda da enzim aktivitesini ciddi derecede azalttigi gozlenmistir.
Ozellikle 10 mM Cu*? varliginda enzim aktivitesinin %99,16* smi kaybettigi
gozlenmistir. PFO enzimlerinin en yaygin ve en etkin inhibitorlerinden olan askorbik
asit, sodyum bisiilfit, sitrik asit ve benzoik asit igin ICso degeri sirast ile 0,0086; 0,286;
27,3 ve 7,75 mM olarak hesaplanmistir. Askorbik asit ve benzoik asit inhibitorlerinin
yarigmali inhibisyon gosterdigi sodyum bisiilfit ve sitrik asit inhibitdrlerinin ise

yarigmasiz inhibisyon gosterdigi ifade edilmistir (Kaya ve Bagci, 2021).
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Yapilan bagka bir c¢alismada, Afrika mangosu (Irvinga gabonensis)
kabugundan amonyum siilfat tuzu ile ¢oktiiriilen polifenol oksidaz enzimi, iyon
degisim ve jel filtrasyon kromatografisi yontemleri kullanilarak, %20 verimle 685 kat
saflagtinnlmistir. Toplam aktivitesi 973 U olarak belirlenen saf enzimin sipesifik
aktivitesi ise 432 U/mg protein olarak hesaplanmistir. Saf enzimin molekil agirlig
53,22 kDa olarak bildirilmistir. Tirozin, vanilin, katekol, kafeik asit, katesin, L-dopa,
gallik asit, pirogallol ve tannik asit substratlari i¢erisinde enzimin en yiiksek aktiviteyi
katekol varliginda gosterdigi tespit edilmistir. Enzimin katekol i¢in optimum pH
degeri 7,0 optimum sicaklik degeri ise 50 °C olarak rapor edilmistir. Enzimin katekol,
L-dopa ve tirozin substratlart varliginda Ky degeri sirasi ile 14,34 mM; 17,84 mM ve
20,32 mM olarak hesaplanmistir. Enzimin katekol, L-dopa ve tirozin substratlari
varhiginda Vmaks degeri ise sirasi ile 0,46 U/dak; 0,42 U/dak ve 0.39 U/dak olarak
bulunmustur (Adeseko vd., 2021).

Bravo ve Osorio (2016), altin ¢ilek meyvesi polifenol oksidazini aseton ile
coktiiriip kismen saflagtirdiktan sonra, enzimin en ¢ok ilgi duydugu substratlarin
Klorojenik asit, 4-metilkatekol ve katekol oldugunu belirtmislerdir. Klorojenik asit
substrat1 icin Km Ve Vmaks degerleri sirasiyla 0,56+0,07 mM ve 53,15+2,03 U (mL*
min) olarak verilmistir. Klorojenik asit, 4-metilkatekol ve katekol substratlar1 igin,
optimum sicaklik degerlerini sirasiyla 20 °C; 25 °C ve 40 °C olarak bulmuslardir.
Optimum pH degeri klorojenik asit substrati i¢in 5,0; 4-metilkatekol ve katekol
substratlari i¢in ise 5,5 olarak hesaplamislardir. inhibisyon ¢alismalarindaen kuvvetli
inhibitor askorbik asit ve onu takiben L-sistein ve quarsetin olarak bulunmustur.

Rezene ¢ekirdegi polifenol oksidazi, polivinilpolipirolidon ile ¢oktiirmenin
ardindan amonyum siilfat ile gradientli ¢oktlirme uygulanarak %100 verimle 20 kat
saflastirilmistir. Enzimin molekiil agirligi 27,8 kDa olarak saptanmistir. Enzimin ¢ok
ilgi duydugu katekol, 4-teriyerbiitil katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlar
icin optimum sicaklik degeri 30 °C, optimum pH degerininise 5,0 ile 7,0 arasinda
degistigi bulunmustur. Enzimin sodyum metabistilfit, askorbik asit, benzoik asit, L-
sistein, B-merkaptoetanol, tiyolire ve glutatyon inhibitorleri i¢in katekol, 4-
tersiyerbiitil katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlar1 varliginda K;j ve 1Csg
degerleri hesaplanmistir. Organik ¢oziiciilerin enzimlerin fizikokimyasal 6zelliklerini

nasil degistirdigini incelemek amaciyla asetonitril, aseton, etanol, methanol,
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dimetilsiilfoksit ve tetrahidrofuran ¢oziiciileri varliginda enzimatik aktivite olgtimleri
yapitlmistir. Bu c¢oziiciiler icerisinde enzim aktivitesini en ¢ok tetrahidrofuran
varliginda kaybettigi gozlenmistir. Ayrica Cu*?, Mg*?, K*, Mn*2, Co*?, Zn*?, Ba*?,
Fe*?, Cd*? ve Al*3iyonlarinin 0,1 mM ve S mM’ lik son konsantrasyonunda inhibisyon
calismalar1 yapilmustir. Ozellikle Fe*?, Cd*? ve AI*? iyonlarinin 5 mM’ Iik son
konsantrasyonunda enzimin ciddi derecede inhibisyona ugradigi rapor edilmistir
(Karakus vd., 2021).

Benaceur ve digerleri (2020) ¢ikolata mantar1 (Terfezia arenaria) polifenol
oksidazini, polivinilpolipirolidon igeren tampon ile homojenize ettikten sonra
amonyum siilfat ile ¢oktiirmenin ardindan iyon degisim kromatografisi ile %34
verimle, 59,1 kat saflastirmislardir. Enzimin molekil agirlign 67 kDa olarak
hesaplanmistir. En yiiksek difenolaz aktivitesini katekol substrati varliginda
gozlemislerdir. 4-Metilkatekol, L-tirozin, pirogallol ve katekol substratlar varliginda
enzimin optimum sicaklik degerini sirasi ile 30 °C; 35 °C; 40 °C ve 45 °C olarak
bulmuslardir. 4-Metilkatekol, L-tirozin, pirogallol ve katekol substratlar1 varliginda
enzimin optimum pH degeri sirast ile 4,0; 6,0; 6,5 ve 7,0 olarak rapor etmislerdir. Cu*2
Mg*, K™, Mn*2, Zn*2, Fe*?, Cd*? ve AI"™® iyonlarmin 2 mM ve 5 mM’ lik son
konsantrasyonunda ve katekol ve L-tirozin substratlari varliginda inhibisyon
calismalar1 yapmislardir. 5 mM’ lik AI™ iyonlarinin son konsantrasyonunda enzimin
aktivitesinin %78’ ini kaybettigini bildirmislerdir.

Saki ve digerleri (2018) yabani bir mantar tiirii (Lepiota procera) PFO’sunu
gradientli amonyum siilfat ile ¢oktiirmenin ardindan butanol ile tekrar ¢oktiirerek
%164 verimle 8,4 kat saflagtirmislardir. Enzimin molekiil agirligint SDS-PAGE ile 35
kDa olarak hesaplanmiglardir. Enzimin L-dopa, kafeik asit ve 4-metilkatekol
substratlar1 i¢in Km degerini sirast ile 0,12 mM; 0,27 mM ve 0,46 mM olarak
bulmuglardir. Enzimin en ¢ok ilgi duydugu substrat olan L-dopa varliginda optimum
sicaklik degerini 40 °C, optimum pH degerini ise 7,0 olarak rapor etmislerdir.

Erik (Prunus domestica) PFO’su sirasi ile amonyum siilfat ile ¢oktiirme,
hidrofobik etkilesim kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi kullanilarak
%3,04 verimle 32,81 kat saflastirilmistir. Saf PFO’nun molekiil agirligt SDS-PAGE
ile 65 kDa olarak belirlenmistir. Katekol, katesin, 4-metilkatekol, klorojenik asit ve L-

3-4-dihidroksi fenilalanin subatratlart varliginda oldukca etkin aktivite gosterdigi;

15



kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, p-kresol ve L-tirozin substratlart varliginda
aktivite sergilemedigi gézlenmistir. Enzimin klorojenik asit, katesin, 4-metilkatekol,
katekol ve L-dopa substratlari i¢in Km degeri sirasi ile 0,091 mM; 1,57 mM; 15,5 mM;
26,3 mM ve 77,5 mM olarak hesaplanmistir. Enzimin kolorojenik asit i¢in optimum
pH ve sicaklik degeri sirasi ile 6,0 ve 25 °C olarak belirlenmistir. Enzimin pH 6,0° da
25 °C ile 65 °C degisen sicaklik araliginda aktivitesini ¢ok iyi korudugu, yani oldukca
kararli oldugu gozlenmistir. Ayrica enzimin sodyum metabisiilfit, sitrik asit, okzalik
asit, askorbik asit, L-sistein, glisin, sodyum kloriir ve EDTA inhibitorlerinin 0,5 mM;
5 mM ve 50 mM son konsantrasyonlarinda inhibisyon ¢aligmalar1 yapilmistir. 50 mM
askorbik asit varliginda enzim aktivitesinin %100’ {iniin, 50 mM L-sistein varliginda
%99’ unun, 50 mM sitrik asit varliginda %46’ sinin inhibe oldugu gézlenmistir (Lonita
vd., 2017).

Gil ve digerleri (2017), semizotu (Portulaca oleracea) polifenol oksidazini
amonyum siilfat ile ¢oktiirmenin ardindan jel filtrasyon kromatografisi yontemini
kullanarak %31,3 verimle 23,5 kat saflastirmislardir. Saf PFO’nun molekiil agirhigini
163 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin katekol substrat1 varliginda optimum pH ve
sicaklik degerini sirasi ile 7,0 ve 50 °C olarak bulmuslardir. Enzimin katekol, L-dopa
ve 4-metilkatekol substratlar i¢in Km Ve Vmaks degerini sirasi ile 4,40 mM/5503 Udak™
14,60 mM/1655 Udak™ ve 6,75 mM/4504 Udak™ olarak hesaplamislardir. Polifenol
oksidaz enziminin en etkili inhibitorlerinden olan askorbik asit, sitrik asit ve soduum
azit i¢in Kj degerini sirasi ile 0,36 mM; 4,47 mM ve 2,76 mM olarak hesaplamislardir.
Askorbik asit ve sodyum azidin yarigmasiz, sitrik asitin ise karigik inhibisyon
gosterdigini rapor etmislerdir.

Peng ve digerleri (2019), mor patates (Dioscorea alata) PFO’sunu iyon
degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi yontemlerini kullanarak %3,54
verimle 4,58 kat saflagtirmiglardir. Enzimin molekiil agirhgmi 32 kDa olarak
belirlemislerdir. Enzimin en spesifik substrati olan katekol i¢in Kn degerini 27,82
mmol/L, Vmaks degerini ise 1,464 AA/dak olarak hesaplamislardir. Katekol substrati
varliginda enzimin optimum pH degerini 6,0 optimum sicaklik degerini ise 35 °C
olarak bulmuslardir. Ayrica L-sistein den sonra en etkili inhibitorlerin sirast ile

askorbik asit ve sodyum siilfit oldugunu bildirmislerdir.
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Yesil elma (eksi elma) olarak bilinen granny smith (Malus domestica Borkh.)
membrane PFO’su amonyum siilfat ile c¢oktiirmesinin ardindan iyon degisim
kromatografisi yontemi ile %1,8 verimle 20,53 kat saflastirilmistir. Enzimin molekiil
agirhigi 65 kDa olarak belirlenmistir. Optimum sicakligini 35 °C optimum pH degerini
ise 7,0 olarak bulunmustur. Enzimin 4-metilkatekol, katekol, klorojenik asit ve
pirogallol substrati i¢in Ky degeri sirastyla 7,31 mM; 11,92 mM; 32,14 mM ve 53 mM
olarak hesaplanmistir (Han vd., 2020).

Fil ayagi bitkisi (Amorphophallus corm) polifenol oksidazi aseton ile
¢oktlirmenin ardindan iyon degisim kromatografisi yontemi kullanilarak %3,9 verimle
5,54 kat saflagtirilmistir. Enzimin molekiil agirligit SDS-PAGE jelinde 40 kDa olarak
hesaplanmistir. Enzimin katekol substrati varliginda optimum sicaklik degeri 35 °C,
optimum pH degeri 6,0 olarak bulunmustur. Enzimin katekol den sonra en ¢ok ilgi
duydugu substratlarin sirasi ile klorojenik asit, gallik asit ve pirogallol oldugu rapor
edilmistir. Katekol substrati i¢in enzimin Km Ve Vmaks degeri 17,56 mM ve 0,023
U/mL/dak olarak hesaplanmistir. Ayrica askorbik asit, sodyum azid, sodyum klortir,
kalsiyum klortir, ¢inko siilfat ve EDTA varliginda inhibisyon c¢alismalar1 yapilmistir.
Yapilan termodinamik ¢alismalar sonucunda enzimin katalizledigi reaksiyonun
kendiliginden gerceklesmedigi, reaksiyonun endotermik oldugu ve AG degerinin
sifirdan biiyiik oldugu rapor edilmistir (Singh ve Wadhwa, 2017).

Maviyemis (Vaccinum corymbosum L.) polifenol oksidazi ekstrakte edilerek
kismen saflagtirilmigtir. Enzimin optimum pH degerinin 6,1 ile 6,3 araliginda ve
sicaklik degerinin ise 25 °C ile 60 °C araliginda oldugu bulunmustur. Enzimin en ¢ok
aktivite gosterdigi substratlarin katekolii takiben 4-metilkatekol, L-DOPA, D-Dopa,
dopamin, pirogallol ve resorsinol oldugu rapor edilmistir. Katekol substrati igin
enzimin Km ve Vmas degeri sirast ile 15 mM ve 2,57 AA420 nm/dak olarak
hesaplanmistir. Benzoik asit, siringik asit, vanilik asit, sodyum benzoat, p-hidroksi
benzoik asit, sinnamik asit, kumarik asit, ferulik asit, askorbik asit, L-sistein, sodyum
dietilditiyokarbamik asit, sodyum metabisiilfit ve tiyoiire bilesiklerinin 0,2 mM; 1,0
mM ve 2,0 Mm’lik son konsantrasyonlarinda inibisyon caligmalar1 yapilmistir.
Askorbik asit, L-sistein, sodyum dietilditiyokarbamik asit ve sodyum metabisiilfit in
2,0 Mm’lik son konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin %99’unun inhibe oldugu

bildirilmistir. Farkli bilesik gruplari ile yapilan inhibisyon ¢aligmalarimin sonucunda,
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benzoik asit ve sinnamik asit tiirevi inibitorlerin daha zayif inhibisyon gosterdigi rapor

edilmistir (Siddiq ve Dolan, 2017).
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2. ARASTIRMA

2.1. Materyal
Bu calismada enzim kaynagi olarak 2021 yilinin Mart ayinda, Antalya’ nin
Gazipasa Ilgesi’nden toplanan Bakla (Vicia faba L.) kullanildi.

2.1.1. Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

Bu tez c¢alismasinda Shimadzu-UV-1601UV model spektrofotometre, Termo
Scientific-Heraeus Multifugure X3R marka sogutmali santrifiiriij ve Bio-RAD- Mini
Protean Tetra Cell model elektroforez cihazi kullanildi. Kimyasallar Sigma, Fluka,

Carlo Erba ve Merck firmalarindan temin edildi.

2.1.2. Calismada Kullanilan Bazi Cozeltiler

Tez ¢alismasi kapsaminda pH’s1 4,0 ve 5,0 olan 50 mM asetat tamponu, pH’s1 6,0
ve 7,0 olan 50 mM MOPS tamponu, pH’s1 8,0 olan 50 mM Tris-HCI1 tampon ve pH’s1
10,0 olan 50 mM Glisin-NaOH tamponu kullanildi. Polifenol oksidaz enziminin
varligin1 gézlemleyebilmek i¢in %10’luk dogal poliakrilamid jel elektroforezi yapildi
(Sambrook vd.,1989). Enzimin substrata olan ilgisini belirlemek amaci ile 4-
metilkatekol, katekol, hidrokafeik asit, L-tirozin, p-kumarik asit, epikatesin, Katesin,
gallik asit ve kuarsetinin 100 mM lik ¢ozeltileri hazirlandi. Inhibisyon ¢alismalarinda
kullanmak tizere 1000 uM askorbik asit, 1000 uM sodyummetabisiilfit, 1000 mM
benzoik asit ve 1000 mM sodyum azid ¢ozeltileri hazirlandi. Ekstraksiyon ¢ozeltisi:
0,84 g sodyum asetat (50 mM), % 6 (a/h) TX-114 deterjani, 2 mM EDTA, 1 mM
MgCl2 ve I mM PMSF 80 mL saf suda ¢oziiliip 1 M asetik asit ile pH’s1 5,0’a ayarlanip

hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
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2.2. Deneysel Calismalar

2.2.1. Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Antalya ili’nin Gazipasa Ilgesinden toplanan Bakla (Vicia faba L.) deneysel
calismalar baslayana kadar -26 °C’ de derin dondurucuda saklandi (Sekil 7). Baklanin
30 g’1 beher igersinde s1v1 azot ile ozmotik soka tabii tutuldu. Daha sonra, +4 °C ‘deki
100 mL ekstraksiyon ¢dzeltisi ilave edildi ve blendir ile iyice pargalandi. Elde edilen
karisim 4 katli beyaz tiilbentten siiziildi ve +4 °C’ de 15,000 devir/dk da 30 dakika
santrifiij edildi. PFO igeren istteki sivi kisim (siipernatan) biraraya toplandi ve
proteinler yavas yavas soguk aseton ilavesi ile buz banyosunda ¢oktiiriildii.
Proteinlerin iyice olgunlasmasi i¢in aseton-protein karisimi bir gece +4 °C’ de
bekletildi. Santrifiij yoluyla aseton uzaklastirildi. Elde edilen protein pelleti tamponda

coziilerek karakterizasyon ¢alismalarinda enzim kaynagi olarak kullanildu.

Sekil 7. Calismada Kullanilan Bakla (Vicia faba L.)

2.2.2. Protein Tayini

Protein tayini litaretiire gore yapildi (Lowry vd., 1951) ve protein standardi
olarak Sigir Serum Albiimini (BSA) kullanildi. Spektrofotometrede 650 nm’de 6rnek
ve standart absorbanslari okundu. Standart kalibrasyon grafigi ¢izilerek drneklerdeki

protein konsantrasyonu hesaplandi.
2.2.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Substrat Boyamasi

Dogal PAGE %5’lik yigma jeli ve %10’uk ayirma jeli Tablo 3’te verilen jel
yiikleme yontemine gore elektroforez tankina yiiklendi (Sambrook vd.,1989). Yigma
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jeline yerlestirilen tarak ile birlikte jelin donmasi beklendi ve protein yiiklemek i¢in

kuyucuklar hazir hale geldi (Tablo 1).

Tablo 1. Dogal-PAGE de kullanilan bilesenler ve oranlari.

%S5’lik Yigma Jeli %10’ luk Ayirma Jeli

Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,7 3,1
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 0,67 3,3
1.0 M Tris (pH 6,8) 0,5 ---
1. M Tris (pH 8,8) - 2,5
% 10 APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004

2.2.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Tayini

PFO aktivitesi, spektrofotometrik olarak 4-metilkatekol i¢in 496 nm’de ve diger
biitiin substratlar i¢in 500 nm’de absorbansta meydana gelen artisin Glgiilmesiyle
belirlendi (Espin vd., 2001). Aktivite dl¢timleri i¢in 30 pL enzim + 100 pL substrat
(100 mM) + 100 uL MBTH (10 mM) + 10 L DMF + 760 uL tampon (50 mM) ¢ézelti
ilave edilerek reaksiyon karigiminin nihai hacmi 1000 pL olacak sekilde hazirlandi.

Enzim igermeyen reaksiyon karigimi ise kor olarak kullanildi. Absorbansdaki artiglar

1 dakika boyunca kaydedildi (Espin vd., 1997).

2.2.5. Bakla PFO’sunun Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Bakla PFO’sunun en ¢ok ilgi duydugu substratlari belirlemek i¢in katekol, 4-
metilkatekol, epikatesin, katesin, hidrokafeik asit, p-kumarik asit, L-tirozin, PHPPA,
gallik asit ve kuarsetinin 100 mM’ lik ¢ozeltileri kullanildi. Herbir substrat varliginda
PFO aktivitesi oliildii ve 1 dakikada absorbansta meydana gelen degisimler U/mL

cinsinden hesaplandi.

2.2.6. Bakla PFO Aktivitesi Uzerine pH’in Etkisi
Bakla PFO’sunun en yiiksek aktivite sergiledigi substratlar olan hidrokafeik
asit, 4-metilkatekol ve katekol substrati varliginda pH’s1 4,0 ile 10,0 araliginda degisen

tampon c¢ozletiler kullanilarak enzimin en yliksek aktivite gosterdigi pH degeri
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belirlendi. Bu substratlar icin elde edilen pH degeri sonraki calismalarda kullanildi

(Colak vd., 2005). Reaksiyon karisimi aktivite tayininde oldugu gibi hazirlandi.

2.2.7. Bakla PFO Aktivitesi Uzerine Sicakhgin EtKisi

Bakla PFO’sunun en yiiksek aktivite gosterdigi substratlar olan hidrokafeik asit,
4-metilkatekol ve katekol substrati varliginda, 10 °C’lik artiglarla, 20 °C ile 70 °C
araliginda enzimin optimum sicaklik degerini belirlemek i¢in aktivite tayinleri yapildi.
Bu substratlar i¢in elde edilen optimum sicaklik degeri sonraki ¢alismalarda kullanildi
(Colak vd., 2005). Aktivite olgtimlerinde her bir sicaklik degeri i¢in; 30 pL enzim +
100 pL substrat (100 mM) + 100 pL MBTH (10 mM) + 10 uL. DMF + 760uL tampon
(50 mM) ¢ozeltisi ilave edildi (Espin vd., 1997; Dinger vd., 2002, Colak vd., 2007 ).

2.2.8. Farkh Substratlar i¢cin Bakla PFO Kinetiginin incelenmesi

Bakla PFO’sunun en ¢ok sevdigi substratlar olan hidrokafeik asit (0,25 mM -
10,0 mM), 4-metilkatekol (6,0 mM -40,0 mM) ve katekoliin (4,0 mM -30,0 mM) farkli
konsantrasyonlarinda optimum sartlar altinda 500 nm’de aktivite tayinleri yapildi.
1/[S] degerlerine karsilik elde edilen 1/V (U/mg protein) degerleri grafige gegirildi ve
elde edilen denklem vasitasi ile maksimum reaksiyon hizi (Vmaks) ve Michaelis sabiti
(Km) belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934).

2.2.9. Bakla PFO’sunun Isil Kararhhginin incelenmesi

Enzim optimum sicakligi olan 30 °C’de, 10 giin boyunca inkiibe edildi ve her
giin ayn1 saatte hidrokafeik asit varliginda PFO aktivitesi 6l¢timii yapildi. Kalan yiizde
PFO aktivitesi baslagigtaki inkiibe edilmemis enzimle yapilan 6lgiimle kiyaslanarak

hesaplandi.

2.2.10. Bakla PFO’sunun pH Kararhhigmnin incelenmesi

Bakla PFO’su pH’s1 4,0 olan 50 mM asetat tamponu, pH’s1 7,0 olan 50 mM
MOPS tamponu ve pH’st 8,0 olan 50 mM tris-HCI] tamponu ile 1:1 oraninda
karistirilarak +4 °C’de toplam 10 giin boyunca inkiibe edildi. Belirli araliklarla
hidrokafeik asit varliginda optimum sartlarda aktivite dlgiimleri yapildi ve baslagictaki

aktiviteye oranla kalan % aktivite degerleri hesaplandi.
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2.2.11. Bakla PFO’sunun Baz1 Inhibitorlere Karsi Davramisinin incelenmesi
Bakla PFO’su lizerine yapilan inhibisyon ¢alismasinda; benzoik asit 50 mM ile
6,25 mM araliginda, askorbik asit 3,125 uM ile 25 uM araliginda, sodyum metabisiilfit
200 uM ile 25 uM araliginda ve sodyum azid 200 mM ile 25 mM araligindaki
konsantrasyonlar da galisildi. Herbir inhibitor konsantrasyonu i¢in inhibitdr igeren ve
icermeyen deney tiiplerinin absorbans degerleri kaydedildi ve ICso degeri (varolan

enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor konsantrasyonu) hesaplandi.

2.2.12. Baz1 Metal Iyonlarinin Bakla PFO’su Uzerine Etkisinin Incelenmesi
Optimum sartlarda ve hidrokafeik asit substrati varliginda 100 mM’lik Na®,

K*, Ba?*, Mg?*, Mn?", Hg?', Ni?*, Cu?*, Ca?" ve Fe?" iyonlarmin kloriir tuzlarinin

Bakla PFO’ sunun aktivitesi 1 mM, 5 mM ve 10 mM’lik nihai iyon konsantrasyonunda

ol¢iildii ve % kalan aktiviteler hesaplandi.
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2.3. Bulgular

2.3.1. Bakla PFO’sunun Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)
Hazirlanan enzim o6ziitiinde, polifenol oksidazin varligi dogal elektroforez
jelinin L-dopa substrat ¢ozItisi ile boyanmasi sonucu ortaya konuldu. Elektroforez

kromatograminda az tek altbirimden olusan iki tane izoenzim oldugu tespit edildi
(Sekil 8).

Sekil 8. Dogal PAGE elektroforezi.

2.3.2. Bakla PFO’sunun Aktivitesinin ve Substrat Ozgiinliigiiniin Tayini

Bakla PFO’sunun en sevdigi substrat profilini belirlemek ve karakterize etmek
amaciyla katekol, 4-metilkatekol, epikatesin, katesin, hidrokafeik asit, p-kumarik asit,
L-tirozin, PHPPA, gallik asit ve kuarsetin substratlari varliginda yapilan aktivite
Olgtimlerinden kaydedilen absorbans degerleri {inite (U/mL.dak) cinsinden hesaplandi
(Tablo 2). 1 dakikada absorbansta 0,01 birimlik artisa neden olan enzim miktar: 1 U
olarak tanimlandi (Batista vd., 2014; Baltas., 2017; Baltas vd., 2017)
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Tablo 2. Bakla PFO’ sunun farkli substratlar varliginda olgiilen aktivite degerleri

(U/mL.dak).
Aktivite

Substrat (U/mL.dak)
p-Kumarik asit -
Hidrokafeik asit 1573
4-Metilkatekol 1143
Katekol 940
Kuarsetin 30
L-Tirozin 7
PHPPA -
Gallik asit -
Katesin -
Epikatesin -

2.3.3. Bakla PFO’su Uzerine pH’ 1n EtKisi

Bakla PFO’sunun hidrokafeik asit, 4-metilkatekol ve katekol substratlari
varliginda en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek icin pH’s1 4,0 ile pH
10,0 araliginda degisen tampon ¢ozeltiler kullanildi. Cizilen pH - % bagil aktivite
grafiklerine bakildiginda, enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri hidrokafeik
asit i¢in 8,0; katekol ve 4-metilkatekol i¢in 4,0 olarak belirlendi (Sekil 9-11).

100

80

% Bagil Aktivite

3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 9. Bakla PFO’su iizerine hidrokafeik asit varliginda pH’1n etkisi.
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Sekil 10. Bakla PFO’su tizerine 4-Metilkatekol varliginda pH’1n etkisi.
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Sekil 11. Bakla PFO’su iizerine katekol varliginda pH’1n etkisi.

2.3.4. Bakla PFO’su Uzerine Sicakhgin Etkisi
Bakla PFO’sunun hidrokafeik asit, 4-metilkatekol ve katekol substratlari igin,

20 °C ile 70 °C sicaklik araliginda yapilan aktivite 6lgtimleri sonucunda, herbir substrat

i¢in optimum sicaklik degeri 30 C olarak belirlendi (Sekil 12-14).
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Sekil 12. Bakla PFO’su iizerine hidrokafeik asit varliginda sicakligin etkisi.
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Sekil 13. Bakla PFO’su iizerine 4-metilkatekol varliginda sicakligin etkisi.
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Sekil 14. Bakla PFO’su iizerine katekol varliginda sicakligin etkisi.

2.3.5. Bakla PFO’su Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKkisi

Bakla PFO’suna ait kinetik verilerin belirlenmesi amaci ile, hidrokafeik asit, 4-
metilkatekol ve katekol substratlarinin degisen konsantrasyonlarinda ve herbir
substratin optimum reaksiyon sartlarinda aktivite ¢alismalari yapildi. Michaelis-
Menten kinetigine uyan Ol¢iim sonuglart kullanilarak ¢izilen Lineaweaver-Burk
grafigi yardimiyla her bir substrat i¢cin Michaelis-Menten sabiti (Kmn) ve maksimum hiz
(Vmaks) hesaplandi. Km ve Vmaks degerleri, hidrokafeik asit i¢in 0,172 mM; 538,445
U/mg protein (Sekil 15), 4-metilkatekol ig¢in 7,133 mM; 260,552 U/mg protein (Sekil
15) ve katekol i¢in 9,158 mM; 117,398 U/mg protein (Sekil 17) olarak hesaplandi.
Vmaks/Km oranlarma bakildiginda enzimin substrat affinitesini ¢oktan aza dogru

hidrokafeik asit > 4-metil katekol > katekol seklinde siralayabiliriz (Tablo 3).
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Tablo 3. Bakla PFO’sunun farkli substratlar varliginda elde edilen optimum pH,
optimum sicaklik degerleri ve kinetik parametreleri.

Substrat pH  Sicakhik °C) Km (MmM) Vmaks (U/mg protein)
Hidrokafeik asit 8,0 30 0,172 538,445
4-Metilkatekol 4,0 30 7,133 260,552
Katekol 4,0 30 9,158 117,398
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Sekil 15. Hidrokafeik asit substrati varliginda Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 16. 4-Metilkatekol substrati varliginda Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 17. Katekol substrat1 varliginda Lineweaver-Burk egrisi.

2.3.6. Bakla PFO’sunun pH Kararhligimin incelenmesi

Enzimin pH kararlilik ¢alismasinda, +4 °C’ de inkiibe edilen enzim-tampon
karisimlarinda, optimum sartlar altinda ve hidrokafeik asit substrati varliginda aktivite
Olgtimleri yapildi. 2 giin sonunda pH 4,0°de enzim aktivitesinin % 95’ ini, pH 7,0’ de
% 97’ sini ve pH 8,0’de ise % 85’ini korudugu gozlendi. 10. giiniin sonunda ise, pH
4,0’ te enzim aktivitesinin % 52’sini, pH 7,0’da % 58’ini ve pH 8,0°de ise % 59’unu
korudugu kaydedildi (Sekil 18).
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Sekil 18. Bakla PFO’sunun +4 °C’ deki pH kararlili§inin zamana gore degisimi.

2.3.7. Bakla PFO’sunun Isil Kararhliginin incelenmesi

Isil kararlilik calismasinda 30 °C’de 10giin boyunca inkiibe edilen enzimin
aktivite dl¢timleri hergiin ayni saatte hidrokafeik asit substrati varliginda ve optimum
sartlarda yapildi. Olgiim sonuglari incelendiginde 2.ci giiniin sonunda enzimin
aktivitesinin tamamuini, 5.Ci giin bittiginde % 86’ s ve 10 giiniin sonunda % 77’ sini

korudugu goézlendi (Sekil 19).
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Sekil 19. Bakla PFO’ sunun 30 °C’de 1s1l kararliliginin zamana gore degisimi.
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2.3.8. Baz Inhibitérlerin Bakla PFO’su Uzerine Etkisi

PFO’nun en yaygin inhibitorlerinden olan benzoik asit (50 mM -6,25 mM),
askorbik asit (3,125 uM -25 uM), sodyum metabisiilfit (200 uM -25 uM) ve sodyum
azid (200 mM -25 mM) varliginda hidrokafeik asit substrati kullanilarak inhibisyon
calismalar1 yapildi ve ICsp degerleri hesaplandi (Sekil 20-23). ICso degeri 8,25 uM olan

askorbik asit varliginda en kuvvetli inhibisyon gozlendi (Tablo 4).

Tablo 4. Bakla PFO aktivitesi tizerine bazi inhibitorlerin etkisi.

Inhibitor 1Cso0
Sodyum metabisiilfit 116,00 uM
Askorbik asit 8,25 uM
Sodyum azid 60,00 mM
Benzoik asit 11,00 mM
100
80
]
=
£ 60
<
S
< 40
%
S
20
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
[Benzoik asit] (mM)

Sekil 20. PFO’nun benzoik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.
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Sekil 21. PFO’nun sodyum azid inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.

100

B (2] (]
o o o

% Kalan Aktivite

N
o

0
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

[Sodyum metabisiilfit] (uM)

Sekil 22. PFO’nun sodyum metabisiilfit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.
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Sekil 23. PFO’nun askorbik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi.



2.3.9. Baz1 Metal Iyonlarinin Bakla PFO’su Uzerine Etkisi

Bakla PFO aktivitesi iizerine hidrokafeik asit substrati varliginda bazi metal
iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla, Na*, K*, Ba*?, Mg*?, Mn*2, Hg*?, Ni*?, Cu*?,
Ca*2 ve Fe*? iyonlarinin 1 mM, 5 mM ve 10 mM' lik son konsantrasyonlar da calisildi.
Hidrokafeik asit substrati varliginda, metal katyonlarmin 1 mM’ lik nihai
konsantrasyonda enzimi inhibe etmedikleri gézlendi (Tablo 5). 5 mM lik iyon
konsantrasyonunda ise, Ni*2iyonu varliginda enzim aktivitesinin % 24,47’ sinin inhibe

oldugu gozlendi. 5 mM’lik son konsantrasyonda Fe*?, Ba*? ve Ni*?iyonlarinin enzim

aktivitesini sirasiyla % 19,78; %38,48 ve % 65,11 inhibe ettikleri gozlendi (Tablo 5).

Tablo 5. Bazi metal iyonlarmin PFO aktivitesi iizerine etkisi.

Metal iyonlari 1 ml\]jlagll ? rl:]taite (ol/S)mM
Kontrol 100 100 100
Na* 134,17 90,647 91,01
K* 135,61 100,71 91,73
Ca*? 138,12 99,640 96,04
Ba*? 137,76 111,15 38,48
Ni*? 126,25 75,539 65,11
Cu*? 106,11 93,525 86,33
Mg*2 136,33 111,15 98,56
Fe*2 99,280 86,330 19,78
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3. TARTISMA VE SONUC

Yapilan tez calismasinda, bakla polifenol oksidazi dogal poliakrikamid jel
elektroforezinde goriintiilendi. Substrat sipesifitesi, optimum sicaklik, optimum pH,
enzimin kinetik parametrelerinin belirlenmesi ve inhibisyon c¢alismalar1 yapilarak
kismen saflagtirilan enzimin biyokimyasal oOzellikleri karakterize edildi. PFO
bulundugu canliya ve canlinin yetisme kosullarina bagl olarak degisik biyokimyasal
Ozelliklere sahip olabilir ve bu 6zellikler enzimden enzime farklilik gosterebilir.

Enzimin dogal PAGE jelinde L-dopa ile boyandiktan sonra en az tek alt birimden
olusan iki tane izoenzimin varoldugu gozlendi (Sekil 10). Birden fazla izoenzime sahip
olan PFO birgok calismada mevcuttur. Ozellikle son alt1 yil igerisinde yapilmis olan,
PFO enzimlerinin saflasgtirma ve biyokimyasal karakterizasyon c¢aligmalar
incelendiginde, Pyrus Elaeagnifolia yabani armutu PFO’ sunun iki (Baltas, 2017),
yabani erik (Prunus spinosa L. Subsp. Daspylla) PFO’ sunun alt1 (Baltas vd., 2017),
tar¢in elmas1 (Annona muricata L.) PFO’ sunun iki (Palma-Orozco vd., 2019), hurma
meyvesi PFO’ sunun dort (Navarro vd., 2014) ve mango meyvesi (Magnifera indica
cv. Manila) PFO’sunun ii¢ tane izoenziminin (Cheema ve Sommerhater, 2015) oldugu
rapor edilmistir.

Bakla PFO’sunun en ¢ok ilgi duydugu substratlari en ¢ok aktivite gosterdiginden
en az aktivite gosterdigine dogru siralayacak olursak; hidrokafeik asit, 4-metilkatekol,
katekol, kuarsetin ve L-tirozin seklinde yazabiliriz (Tablo 2). En yiiksek aktivite
gosterdigi substrat ¢esidine bakildiginda bakla PFO’sunun difenolaz aktivitesine sahip
oldugu goriilmektedir. Literatiire bakildiginda difenolaz aktivitesine sahip PFO igeren
sebze ve meyve orneklerine oldukga sik rastlanmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, yabani
armut (Pyrus Elaeagnifolia) PFO’ sunun 4-metilkatekol varliginda (Baltas, 2016),
yabani erik (Prunus spinosa) PFO’sunun 4-metilkatekol ve katekol varliginda (Baltas
vd., 2017), Diospyros lotus PFO’sunun 4-metilkatekol varliginda (Faiz ve Baltas.,
2017), ¢ay yapragi PFO’sunun katekol (Oztiirk vd., 2020), tar¢in elmasi (Annona
muricata) PFO’sunun hidrokafeik (Palma-Orozco vd., 2019), sultaniye tiziimii (Vitis
vinifera L.) PFO’sunun 4-metilkatekol (Kaya ve Bagci., 2021), afrika mangosu
(Irvinga gabonensis) PFO’sunun tirozin (Adeseko vd., 2021), semizotu PFO’sunun
katekol (Giil vd., 2017), maviyemis (Vaccinum corymbosum L.) PFO’sunun katekol
ve 4-metilkatekol (Siddig ve Dolan, 2017) ve yesil elma PFO’sunun 4-metilkatekol
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substrati varliginda (Han vd., 2020) en c¢ok aktivite gosterdikleri bildirilmistir.
Difenolaz aktivitesi gosteren Bakla PFO’su i¢in elde edilen bu verilerin, hem enzimin
kiiglik substrat baglama bolgesine sahip oldugunu hemde 4-metil katekol, katekol ve
kafeik asit gibi kii¢iik molekiiler agirlikli o-difenollerin etkili substratlar olduklarini
gosteren sonuglarla uyumlu oldugu goriilmektedir (Baltas vd., 2017; Faiz ve Baltas.,
2017; Oztiirk vd., 2020; Kaya ve Bagci., 2021; Adeseko vd., 2021; Giil vd., 2017; Han
vd., 2020).

Bakla PFO’su iizerine pH’1n etkisi incelendiginde, enzimin en yliksek aktivite
gosterdigi pH degeri hidrokafeik asit igin 8.0; katekol ve 4-metilkatekol i¢in 4.0 olarak
belirlendi (Sekil 9-11). Literatiirde PFO enzimlerinin optimum aktivite gosterdigi pH
degeri 3,0 ile 9,0 araliginda degismektedir. Yabani bir erik tiiri olan Prunus spinosa
L. subsp. dasphylla PFO’ sunun 4-metilkatekol, katekol, kafeik asit, katesin ve
epikatesin substrat1 varliginda enzimin optimum pH degeri sirasi ile 7,0; 7,0; 4,0-6,0;
5,0 ve 5,0 olarak tespit edilmistir (Baltas vd., 2017). Yapilan ¢alismalarda, Pyrus
elaeagnifolia L. PFO’sunun 4- metilkatekol substrati i¢in optimum pH degeri 7.0
(Baltas, 2017), ¢cay yapragi PFO’sunun katekol substrati varliginda optimum pH degeri
9,0 (Oztiirk vd., 2020), tar¢in elmas1 (Annona muricata) PFO’sunun katekol substrati
varhiginda optimum pH degeri 6,5 (Palma-Orozco vd., 2019) ve ¢in maydonozu
PFO’sunun katekol ve 4-metilkatekol substratlart varliginda enzimin optimum pH
degeri ise sirasi ile 7,0 ve 8,0 olarak bulunmustur (Lin vd., 2016). Sultaniye tizimii
(Vitis vinifera L.) PFO’sunun 4-metilkatekol substrati varliginda optimum pH degeri
5,0 (Kaya ve Bagci., 2021), afrika mangosu (Irvinga gabonensis) PFO’sunun katekol
substrat1 varliginda optimum pH’s1 7,0 (Adeseko vd., 2021) ve rezene ¢ekirdegi
PFO’sunun katekol substrati varliginda optimum pH degerinin 5,0 ile 7,0 araliginda
degistigi (Karakus vd., 2021) rapor edilmistir. Benaceur ve digerleri (2020) ¢ikolata
mantari (Terfezia arenaria) polifenol oksidazinin 4-Metilkatekol, L-tirozin, pirogallol
ve katekol substratlar1 i¢in optimum pH degerini sirasi ile 4,0; 6,0; 6,5 ve 7,0 olarak
bulmuslardir. Peng ve digerleri (2019), mor patates (Dioscorea alata)
polifenoloksidazinin katekol substratt varliginda optimum pH degerini 6,0 olarak

hesaplamiglardir.
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Hidrokafeik asit, 4-metilkatekol ve Kkatekol substratlar1 varliginda bakla
PFO’sunun optimum sicaklik degeri 30 °C olarak belirlendi (Sekil 12-14). Yabani
armut PFO’sunun 4-metilkatekol substratiyla 30 °C’de (Baltas, 2017), fil ayag bitkisi
(Amorphophallus corm) PFO’sunun katekol substratiyla 35 °C’de (Singh ve Wadhwa,
2017), mor patates (Dioscorea alata) PFO’sunun katekol substratiyla 35 °C’de (Peng
vd., 2019) ve semizotu (Portulaca oleracea) PFO’sunun katekol substratiyla 50 °C’de
(Gl vd., 2017) en yiiksek difenolaz aktivitesi gosterdikleri rapor edilmistir. Saki ve
digerleri (2018) yabani mantar (Lepiota procera) PFO’sunun L-dopa varliginda
optimum sicaklik degerini 40 °C bulmuslardir. Benaceur ve digerleri (2020) 4-
metilkatekol, L-tirozin, pirogallol ve katekol substratlar1 varliginda ¢ikolata mantari
(Terfezia arenaria) PFO’sunun optimum sicakligini sirasi ile 30 °C, 35 °C, 40 °C ve
45 °C olarak rapor etmislerdir. Sultaniye tizimii (Vitis vinifera L.) PFO’sunun 4-
metilkatekol substrat1 varliginda optimum sicakliginin 30 °C (Kaya ve Bagci1., 2021),
afrika mangosu (Irvinga gabonensis) PFO’sunun katekol substrati i¢in 50 °C (Adeseko
vd., 2021) ve targin elmas1 (Annona muricata) PFO’sunun katekol substrati i¢in 25 °C
(Palma-Orozco vd., 2019) oldugu bildirilmistir.

Bakla PFO’ sunun Km (MM) ve Vmaks (U/mg protein) degeri, hidrokafeik asit
icin 0,172 mM, 538,445 U/mg protein (Sekil 15), 4-metilkatekol i¢in 7,133 mM,
260,552 U/mg protein (Sekil 16) ve katekol i¢in 9,158 mM; 117,398 U/mg protein
(Sekil 17) olarak hesaplandi. Her bir substratin kendi Vmaks (U/mg protein) degeri Km
(mM) degerine oranlandiginda, bakla PFO’sunun substrat ilgisini hidrokafeik asit > 4-
metilkatekol > katekol seklinde siralayabiliriz (Tablo 3). Prunus spinosa L.
PFO’sunun Km ve Vmaks degeri 4-metilkatekol substrati varliginda 0,97 mM; 4753
U/mg protein, katekol varliginda 2,35 mM; 3964 U/mg protein, kafeik asit varliginda
2,49 mM; 7628 U/mg protein, katesin varliginda 4,26 mM; 1686 U/mg protein ve
epikatesin varliginda ise 6,04 mM; 2093 U/mg protein olarak hesaplanmigtir (Baltas
vd., 2017). Pyrus eleagnifolia PFO’sunun 4-metilkatekol substrati valiginda Ky ve
Vmaks degeri sirasiyla, 3,57 mM ve 4781 U/mg protein olarak saptanmustir (Baltas.,
2017). Yabani hurma (Diospyros lotus L. ) PFO’sunun 4-metilkatekol substrati igin
Km Ve Vimaks degeri sirast ile 3,8 mM ve 1250 U/mg protein olarak bildirilmistir (Faiz
ve Baltas., 2017). Cay (Camellia sinensis) yapragi PFO’sunun katekol ve 4-

metilkatekol substrati i¢in Km degeri sirast ile 3,782 mM ve 3,881 mM olarak
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bildirilmigtir. Ayn1 substratlar i¢in Vmaks degeri sirasi ile 1,676 pmol/L ve 1,912
pmol/L olarak rapor edilmistir (Oztiirk vd., 2020). Tar¢in elmas1 (Annona muricata
L.) PFO’sunun kafeik asit, 4-metil katekol, trihidroksifenol ve katekol substratlar
varliginda Km degerini sirasi ile 0,47 mM; 0,86 mM; 1,42 mM ve 3,16 mM olarak
hesaplamiglardir. 4-metilkatekol, katekol, trihidroksifenol ve kafeik asit substratlar
icin Vmaks/ Km (U mM? dak?) degerini siras1 ile 1067; 866; 631 ve 385 olarak
bulmuslardir (Palma-Orozco vd., 2019). Bununla birlikte sultaniye tiziimi (Vitis
vinifera L.) polifenol oksidazinin 4-metilkatekol substrati i¢in Km Ve Vmaks degeri
sirastyla 4,8 mM ve 2000 EU/mL olarak hesaplanmistir (Kaya ve Bagci, 2021). Afrika
mangosu (Irvinga gabonensis) kabugu PFO’sunun katekol, L-dopa ve tirozin
substratlar1 varliginda Ky degeri sirasi ile 14,34; 17,84 ve 20,32 MM, Vmaks degeri ise
sirasi ile 0,46; 0,42 ve 0.39 U/dak olarak rapor edilmistir (Adeseko vd., 2021). Yabani
mantar (Lepiota procera) PFO’sunun L-dopa, kafeik asit ve 4-metilkatekol substratlari
icin Km degeri sirasi ile 0,12; 0,27 ve 0,46 mM olarak hesaplanmistir (Saki vd., 2018).
Erik (Prunus domestica) polifenol oksidazinin klorojenik asit, katesin, 4-metilkatekol,
katekol ve L-dopa substratlari igin Km degeri sirasi ile 0,091 mM; 1,57 mM; 15,5 mM;
26,3 mM ve 77,5 mM olarak hesaplanmigtir (Lonita vd., 2017). Semizotu (Portulaca
oleracea) PFO’sunun katekol, L-dopa ve 4-metilkatekol substratlart igin Km Ve Vmaks
degerleri siras1 ile 4,40 mM/5503 Udak*; 4,60 mM/1655 Udak? ve 6,75 mM/4504
Udak™? olarak hesaplanmustir (Giil vd., 2017). Yesil elma (Malus domestica Borkh.)
PFO’ sunun 4-metilkatekol, katekol, klorojenik asit ve pirogallol substrati icin Km
degeri sirasiyla 7,31 mM; 11,92 mM; 32,14 mM ve 53 mM olarak hesaplamiglardir
(Han vd., 2020). Fil ayag bitkisi (Amorphophallus corm) polifenol oksidazinin
katekol substrati varliginda Km ve Vmaks degeri 17,56 mM ve 0,023 U/mL/dak olarak
bulunmustur (Singh ve Wadhwa, 2017). Maviyemis (Vaccinum corymbosum L.)
PFO’sunun Katekol substrati i¢in Km Ve Vmaks degeri 15 mM ve 2,57 AA420 nm/dak
olarak rapor edilmistir (Siddiq ve Dolan, 2017).

Bakla PFO’sunun pH kararliligin1 incelemek i¢in enzimin optimum pH’s1 olan
4,0 ve 8,0 ile fizyolojik pH’ya yakin pH 7,0’de hazirlanan enzim-tampon karigimlari
+4 °C’ de inkiibe edilerek 2, 3, 5, 7 ve 10. cu giinlin sonunda optimum sartlar altinda
aktivite olgtimleri yapildi. 2. gliniin sonunda pH 4,0’te enzim aktivitesinin % 95’ ini,

pH 7,0’ de % 97’ sini ve pH 8,0’ de ise % 85’ini korudugu gozlendi. 5.ci giiniin sonunda
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pH 4,0’de enzim aktivitesinin % 70’ ini, pH 7,0’ de % 75’ ini ve pH 8,0’de ise %
73’linli korudugu goézlendi (Sekil 18). 10. cu giin bittiginde ise, pH 4,0’ te enzim
aktivitesinin % 52’sini, pH 7,0’da % 58’ini ve pH 8,0’de ise % 59’unu korudugu
kaydedildi (Sekil 18). Hurma PFO’ sunun pH 5,5’ te 80 °C’de 70 dakika inkiibasyonu
sonucunda aktivitesinin %90’ 1n1 kaybettigi ve 60 °C’de 10 dakika inkiibe edildiginde
enzim aktivitesinin %90 1 kaybettigi rapor edilmistir (Navarro vd., 2014). Prunus
spinosa L. subsp. dasphylla PFO’ sunun pH kararlilik ¢alismasinda pH 5,0 ve 7,0 de
yedi giin boyunca inkiibe edildiginde aktivitesini %80 ve %75 oraninda korudugu
gozlemlenmistir (Baltas vd., 2017). Erik (Prunus domestica) polifenol oksidazinin pH
6,0’ da 25 °C ile 65 °C degisen sicaklik araliginda aktivitesini ¢ok iyi korudugu ve
oldukea kararh oldugu gozlenmistir (Lonita vd., 2017).

Bakla PFO’sunun 1s1l kararlilik ¢alismalarinda enzim optimum sicaklik degeri
olan 30 °C’ de 10 giin boyunca inkiibe edildi ve 1, 2, 3, 5,7 ve 10.cu giiniin sonunda
ayni saatte hidrokafeik asit substrati varliginda optimum sartlarda aktivite ol¢limii
yapildi (Sekil 19). Olgiimler sonucunda 2.ci giiniin sonunda enzimin aktivitesinin
tamamini korudugu, 3.cii gliniin sonunda aktivitesinin %3’ {inii kaybettigi, 5.ci giiniin
sonunda aktivitesinin %9’ unu kaybettigi ve 10.cu giiniin sonunda aktivitesinin %77’
sini korudugu gozlendi. Targin elmasi (Annona muricata L.) PFO’ sunun 1s1l kararlilik
calismalarinda enzimin 30 °C’ de 30 dakika sonra aktivitesinin %20 azaldigini, 60 °C’
de ise aktivitesinin neredeyse tamaminin bittigini belirtmislerdir (Palma-Orozco vd.,
2019). Erik (Prunus domestica) polifenol oksidazinin pH 6,0° da 25 °C ile 65 °C
degisen sicaklik araliginda aktivitesini ¢ok 1yi korudugu ve oldukga kararli oldugu
gozlenmistir (Lonita vd., 2017). Altin ¢ilek PFO’ su 70 °C* de 30 dakika inkiibe
edildiginde 4-metilkatekol varliginda orijinal aktivitesinin %30’ unu, klorojenik asit
substrat1 varliginda %20’sini korudugu gézlenmistir. Altin ¢ilek PFO’sunun 80 °C’ de
30 dakika inkiibe edildiginde orijinal aktivitesinin %90’ 11 kaybettigi bildirilmistir
(Bravo ve Osorio, 2016).

Enzimatik esmerlesmeyi Onlemek amaciyla en sik basvurulan yol PFO
inhibitorlerin kullanimidir. PFO inhibitorii olarak en ¢ok kullanilan bilesikler arasinda;
askorbik sit, sodyum azid, tiyoiire, L-sistein, benzoik asit, sitrik asit, siringik asit,
vanilik asit, sodyum benzoat, p-hidroksi benzoik asit, sinnamik asit, kumarik asit,

ferulik asit, sodyum dietilditiyokarbamik asit, sodyum metabisiilfit ve tiyoiire
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sayilabilir. Bu inhibitorlerden beklenen ve istenen en 6nemli &zellik meyve yada
sebzelerdeki esmerlesmeyi inhibe etmesi ya da durdurmasinin yanisira insan sagligina
zarar vermemesidir.

Bilinen en yaygin PFO inhibitorlerinden olan askorbik asit, benzoik asit,
sodyum metabisiilfit ve sodyum azid i¢in, hidrokafeik asit substrati varliginda enzim
aktivitesini yariya diigiiren inhibitor konsantrasyonu (ICso) hesaplandi (Sekil 20-23).
Askorbik asit, benzoik asit, sodyum azid ve sodyum metabisiilfit i¢in ICso degeri siras1
ile 8,25 uM; 11,00 mM; 60,00 mM ve 116,00 uM olarak bulundu (Sekil 20-23, Tablo
4). Prunus spinosa L. PFO’sunun sodyum metabisiilfit, askorbik asit, sodyum azid,
benzoik asit ve tiyolire i¢in, 4-metilkatekol substrat1 varliginda, ICso degeri sirasi ile
0,01 mM; 0,04 mM; 50,02 mM; 5,92 mM ve 3,95 mM olarak bulunmustur (Baltas vd.,
2017). Yabani armut PFO’ sunun 4-metilkatekol substrati varliginda, askorbik asit i¢in
ICso degeri 0,036 mM olarak rapor edilmistir (Baltag, 2017). Diospyros lotus L.
(yabani hurma) PFO’ su iizerine en etkin inhibisyon gosteren askorbik asit i¢in 1Cso
degeri 0,121 uM olarak hesaplanmistir (Faiz ve Baltas, 2017). Cay yapragi PFO’ su
icin sodyum metabisiilfit, sodyum siilfit, askorbik asit ve glutatyon inhibitdrleri i¢cin
ICs0 degeri sirasiyla 21,65 uM; 23,90 uM; 69,31 uM ve 99,08 uM olarak rapor
edilmistir (Oztiirk vd., 2020). Cin maydonozu PFO’su i¢in sitrik asitin yarismali ve L-
sisteinin yarigmasiz inhibisyon gosterdigi bildirilmistir (Lin vd., 2016). Sultaniye
tiztiimi (Vitis vinifera L.) PFO’sunun askorbik asit, sodyum bisiilfit, sitrik asit ve
benzoik asit inhibitdrleri i¢in ICso degeri sirast ile 0,0086 mM; 0,286 mM; 27,3 mM
ve 7,75 mM olarak hesaplanmistir. Askorbik asit ve benzoik asit inhibitorlerinin
yarismali, sodyum bisiilfit ve sitrik asit inhibitérlerinin ise yarismasiz inhibisyon
gosterdigi ifade edilmistir (Kaya ve Bagci, 2021). Semizotu (Portulaca oleracea)
PFO’sunun askorbik asit, sitrik asit ve sodyum azid i¢in K degeri siras1 ile 0,36 mM;
4,47 mM ve 2,76 mM olarak hesaplanmistir (Giil vd., 2017). Mor patates (Dioscorea
alata) PFO’ su i¢in en etkili inhibitorlerin L-sistein den sonra sirasi ile askorbik asit
ve sodyum siilfit oldugu ifade edilmistir (Peng vd., 2019). Rezene ¢ekirdegi
PFO’sunun sodyum metabisiilfit, askorbik asit, benzoik asit, L-sistein, [-
merkaptoetanol, tiyotire ve glutatyon inhibitdrleri igin katekol, 4-tersiyerbiitil katekol,
4-metilkatekol ve pirogallol gibi difenolik substratlar varliginda K ve 1Csg degerleri

hesaplanmistir (Karakus vd., 2021). Yapilan PFO saflastirma ve karakterizasyon
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calismalar1 incelendiginde, askorbik asit, sodyum metabisiilfit, tiyoiire, benzoik asit,
L-sistein ve glutatyon en etkili PFO inhibitdrleri olarak rapor edilmistir (Lin vd., 2016;
Baltas vd., 2017; Giil vd., 2017, Baltas., 2017; Faiz ve Baltas, 2017; Peng vd., 2018;
Oztiirk vd., 2020; Benaceur vd., 2020; Kaya ve Bagc1, 2021; Adeseko vd., 2021).
PFO aktivitesi iizerine Na*, K*, Ba?*, Mg?*, Mn?*, Hg?*, Ni?*, Cu, Ca?* ve Fe?*
iyonlariin etksini incelemek amact ile 1 mM, 5 mM ve 10 mM son katyon
konsantrasyonlarinda hidrokafeik asit substrat1 varliginda aktivite dl¢iimleri yapildi.
Metal katyonlarmin 1 mM’ lik nihai konsantrasyonun da hidrokafeik asit substrati
varhginda, Fe?* katyonu harig, diger iyonlarm bakla PFO’sunu arttirdiklari gozlendi
(Tablo 5). 5 mM’ lik nihai iyon konsantrasyonunda, Ni%* varliginda PFO aktivitesinin
% 24,47 sini, Fe?* varliginda % 13,67’sini, Na* varhginda % 9,36’si1 ve Ca?'
varliginda yaklastk %1° ini kaybettigi gozlendi. Fe?*, Ba?* ve Ni?" iyonlarnin 5
mM’lik son konsantrasyonlarmin enzim aktivitesini sirasiyla % 19,78; % 38,48 ve %
65,11 inhibe ettigi kaydedildi (Tablo 5). Diospyros lotus L. (yabani hurma) PFO’sunun
Fe*, Sr*2, Zn*2 ve K" iyonlarinin 1 mM’ lik son konsantasyonunda enzimin ciddi
derecede inhibe oldugu rapor edilmistir (Faiz ve Baltag, 2017). Na® iyonunun
Sultaniye tizimi (Vitis vinifera L.) PFO’su aktivitesi tizerine etkisine bakildiginda, 1
mM’ lik son konsantrasyonda enzim aktivitesinin % 44,19’ unu, 10 mM da ise
aktivitesinin % 49,45’ ini korudugu bulunmustur. K*, Mg*?, Cu*? ve Al*? iyonlarmin
her iki konsantrasyonda da enzim aktivitesini ciddi derecede azalttig1 gozlenmistir.
Ozellikle 10 mM Cu*? varhginda enzim aktivitesinin % 99,16’ s kaybettigi
bildirilmistir (Kaya ve Bagc1, 2021). Rezene ¢ekirdegi PFO’su iizerine Cu*?, Mg*?,
K*, Mn*?, Co*2, Zn*2, Ba*?, Fe*?, Cd*2 ve Al*®iyonlarinin 0,1 mM ve 5 mM’ lik son
konsantrasyonunda inhibisyon ¢alismalar yapilmistir. Ozellikle Fe*?, Cd*2 ve Al*®
iyonlarinin 5 mM’ lik son konsantrasyonunda enzimin ciddi derecede inhibisyona
ugradigr kaydedilmistir (Karakus vd., 2021). Cikolata mantar1 (Terfezia arenaria)
PFO’su iizerine Cu*?, Mg*?, K™, Mn*2, Zn*2, Fe*2, Cd*? ve Al*3 iyonlarinin 2 mM ve
5 mM’ lik son konsantrasyonunda, katekol ve L-tirozin substratlar1 varliginda
inhibisyon calismalar1 yapilmigtir. 5 mM’ lik Al*® iyonlarinin son konsantrasyonunda
enzim aktivitesinin %78’ inin inhibe oldugu saptanmistir (Benaceur vd., 2020).
Maviyemis (Vaccinum corymbosum L.) PFO’su iizerine inhibitér ve metal iyon

etkisini incelemek amaci ile benzoik asit, siringik asit, vanilik asit, sodyum benzoat,
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p-hidroksi benzoik asit, sinnamik asit, kumarik asit, ferulik asit, askorbik asit, L-
sistein, sodyum dietilditiyokarbamik asit, sodyum metabisiilfit ve tiyoiire
inhibitorlerinin 0,2 mM; 1,0 mM ve 2,0 mM son konsantrasyonlarinda inibisyon
calismalar1 yapilmistir (Siddig ve Dolan, 2017).

Bu calismadan elde edilen sonuglar incelendiginde, Bakla PFO’sunun
biyokimyasal &zelliklerinin, hesaplanan kinetik parametrelerinin, metal iyonlarina ve
inhibitorlere karsi sergiledigi davranislarin diger sebze ve meyvelerden karakterize

edilen PFO enzimleri ile ¢okga benzerlikler ve bazi farkliliklar gosterdigi belirlendi.
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