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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KANLICA MANTARINDAN (Lactarius
Salmonicolor L.) POLIFENOL OKSIDAZ ENZIMININ
EKSTRAKSIYONU VE SAFLASTIRILMASI

Salam Kasam Mohammed AL-MAMOORI

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dal

Tez Danismanai:
Dr. Ogr. Uyesi A. Elif BUYUKBAYRAM
Nisan 2021, 73 sayfa

Yabani ve yenilebilir bir mantar olan Lactarius salmonicolor mantarimin polifenol
oksidaz enzimi kismen saflastirildi ve biyokimyasal ozellikleri karakterize edildi.
Enzim ekstraksiyonunun parametreleri optimize edildikten sonra elde edilen
homojenata amonyum siilfatla ¢oktiirme ve diyaliz islemleri uygulandi, elde edilen
enzim ¢oOzeltisi affinite kolonuna uygulanarak jel kromatografisi ile kismen
saflagtirildi. Protein tayinleri ve enzim aktivite 6l¢iimleri yapilarak saflastirma verimi
%21.279, saflastirma derecesi ise 15.821 olarak hesaplandi. Katekol ve L-DOPA
substratlar1 varliginda enzimin optimum &l¢iim pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 6.00
ve 40 °C olarak saptandi. Katekol substrati kullanilarak optimum ekstraksiyon pH’1,
enzimin pH ve termal kararlilig1 arastirildi. Lactarius salmonicolor enziminin kinetik
parametreleri, Vmax (maksimum reaksiyon hizi) ve Km (substratin enzim ilgisi)
belirlendi. Bu degerler katekolle yapilan dlgiimlerde 7.220 umol dak™® mL™ ve 2.694
mM olarak L-DOPA ile yapilan dl¢iimlerde 6.477 umol dak™ mL™ ve 2.494 mM



olarak hesaplanmistir. Polifenol oksidaz enziminin substrat spesifikligini arastirmak
amaciyla sekiz farkli substratla aktivite ol¢limleri yapilmis ve en yiiksek sonuglar
katekol ve L-DOPA ile elde edilmistir. Enzimin —18 °C’da bir sene aktivitesini

koruyabildigi saptanmastir.

Anahtar Sozciikler : Polifenol oksidaz, enzim ekstraksiyonu, saflagtirma, Lactarius
salmonicolor.
Bilim Kodu : 20107



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

EXTRACTION AND PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE
ENZYME FROM KANLICA MUSHROOM (Lactarius Salmonicolor, L)

Salam Kasam Mohammed AL-MAMOORI

Karabiik University
Institute of Graduate Programs

Department of Chemistry

Thesis Advisor:
Assist. Prof. Dr. A. Elif BUYUKBAYRAM
April 2021, 73 pages

Polyphenol oxidase enzyme from edible and wild mushroom Lactarius salmonicolor
was partially purified and its biochemical properties were characterized. After
optimization of parameters of enzyme extraction, the homogenized enzyme solution
was precipitated with ammonium sulfate and dialyzed. Resulting enzyme solution was
loaded to the affinity column and partially purified by gel chromatography. Yield and
purification factor were calculated as %21.279 and 15.821 after determination of
protein contents and enzyme activity measurements. Optimum measurement pH and
temperature were obtained as 6.00 and 40 °C in the existence of catechol and L-DOPA.
By using catechol substrate, optimum extraction pH, pH and termal stability were
obtained. Kinetic parameters of Lactarius salmonicolor enzyme, Vmax (maximum
reaction rate) and Km (substrate affinity) were determined as 7.220 pmol mint mL*
and 2.694 mM by catechol and 6.477 pmol mint mL* and 2.494 mM by L-DOPA. To

investigate substrate specificity of polyphenol oxidase enzyme, eight different

Vi



substrates were used for enzyme activity measurements. Highest activities were

obtained by catechol and L-DOPA. Enzyme keep its activity for one year at —18 °C.
Key Words : Polyphenol oxidase, enzyme extraction, purification, Lactarius

salmonicolor.
Science Code : 20107
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BOLUM 1

GIRIS

Tiiketicinin farkindaliginin artmasi sonucunda tiiketilen gidalarin hem saglikli hem de
damak tadina uygun olmalar1 gerekmektedir. Bu yiizden yemek sanayisinde iiretim ve
pazarlama ile ilgili yeni yontemler gelistirilmektedir [1]. Meyve, sebze ve kabuklu
deniz hayvanlarinda dévme, kesme, soyma ve dilimleme gibi mekanik hasar ve
islemlerle bazi renk degisiklikleri meydana gelir. Pembeden mavimsi-siyaha kadar
olan bu renk degisikliklerine “esmerlesme” denir. Bir¢ok meyve ve sebze iirliniinde
bu renk degisimleri bir dereceye kadar arzu edilir, ancak ¢ogu zaman istenen diizeyde
durdurulamaz. Polifenol oksidaz (PPO) enziminin aktivitesi ve fenolik maddelerin
varlig1 nedeniyle enzimatik esmerlesme reaksiyonu meydana gelir [2]. Enzimin neden
oldugu esmerlesme, sadece renkte degisiklige neden olmaz ayni zamanda lezzet ve
kaliteyi de diisliriir, bu nedenle bu sorunu azaltmak i¢in bu enzim {izerinde bir¢cok
aragtirma yapilmistir. PPO enziminin esmerlesme reaksiyonlarini engellemek igin bu
enzimin inhibe edilmesi gerekmektedir [3-5]. PPO enziminin ekstraksiyon 6zellikleri,
enzimin kaynagina gore degismektedir [6]. Bu yilizden uygun bir inhibit6ér bulmadan
once meyve ve sebzelerde bulunan PPO enziminin karakterize edilmesi ve kinetik
ozelliklerinin, optimum sicaklik, optimum pH ve sicaklik dayaniminin iyi bilinmesi

gerekir.

Enzimler gida endiistrisinde biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bazi durumlarda, enzimin
katalize ettigi reaksiyon istenen olumlu sonuglara sahiptir, baz1 durumlarda ise
olumsuz ve istenmeyen sonuglar olusabilir. Siyah c¢ayin {iretiminde kullanilan
polifenol oksidaz enzimi tarafindan katalizlenen oksidatif reaksiyonlar sonucu ¢ayin
siyah rengi olusur ve bu istenen bir sonugtur ama meyvede meydana gelen
esmerlesme, bozulma ve besin degerinin azalmasina sebep olur. Burada fenollerin

oksidasyon ile kinonlara doniisiimii olumsuz, istenmeyen bir sonugtur.



Kolay elde edilebilirligi ve yliksek besin degerleriyle mantarlar yillardan beri 6nemli
bir besin olarak tiiketilmektedir. Mantarlarin besin olarak tiiketilmesinin yaninda
kaliteli ve ucuz olmasi nedeniyle potansiyel PPO kaynagi olarak endiistrinin bir¢ok

alaninda kullanildig1 bilinmektedir [6].

Bu ¢aligmada oksidorediiktaz sinifi bir enzim olan PPO’nun varligi, biyokimyasal ve
kinetik 6zellikleri Lactarius salmonicolor (kanlica mantar1) mantarinda incelenmistir.
Calismanin amaci Karabiik etrafindan toplanan Lactarius salmonicolor’dan PPO
enziminin afinite kromotografisi ile saflastirilarak ayrintili  bir  bigimde
karakterizasyonunun yapilmasidir. Karakterizasyon ¢alismalar1 kapsaminda, enzimin
optimum pH ve sicakligi, pH ve 1s1l kararliligi, substrat konsantrasyonunun aktivite
lizerine etkisi arastirilarak, bazi kinetik verilere ulasilabilmek hedeflenmistir.
Yapilacak bu ¢aligmalar sonucunda elde edilecek verilerle, Lactarius salmonicolor
PPO’1mnin endiistride kullanilabilirligine yardime1 olunmasi ve bu mantarin gida olarak
tiketilmesi ve hatta kiiltlirliniin yapilmasi durumunda saklama ve depolama
kosullarinin ortaya konmasi noktasinda 6nemli katkilar saglayacak bir ¢aligma olmasi

hedeflenmistir.



BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. MANTARLAR

Bugiine kadar 150.000-160.000 mantar tiirii kaydedilmistir ancak bunlarin arasinda,
yenilebilir olarak mantarlarin yaklasik 100 tiirii ticari olarak yetistirilir ve yaygin bir
sekilde gida kaynagi olarak kabul edilmektedir [7]. Yenilebilir mantarlarin ¢ogu
protein, polisakkaritler, vitaminler, mineral elementler agisindan zengindir ve tiim bu
maddeler insan igin gereklidir [8,9]. Ornegin igne mantari, Pleurotus Eryngii ve
istiridye mantar1 giinliik yiyeceklerimizde kullanilirken, Ganoderma Lucidum,
Cordyceps Sinensis mantarlar1 oncelikli olarak bitkisel ilaglarda kullanilmaktadir.
Mantar tiirevi ilaglar Japonya, Giiney Kore gibi Asya iilkelerinde modern klinik

uygulamalarda kullanilmaktadir [10].

2.1.1. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgi

Mantar, insanlara ¢ok yardimci olan kullanimlara sahiptir ve eski zamanlardan beri
fayda sagladig1 bilinmektedir. Mantarlar uzun siireden beri bilinmesine ragmen ilk
olarak 16. yiizyilda Fransa'da ¢ogalmaya baslamistir. Baslangicta mevsime gore agik
havada yetistirilmis, 19. ylizyilin baslarinda ise nemin tamamen diizenli oldugu kapali
alanlarda ilkel sekilde iretilmeye baslanmistir [11]. Sekil 2.1 bir mantarin ana
pargalarint gostermektedir. Mantarin topragin altindaki kismi1 miseller parga olarak,
topragin istiinde kalan kismi ise sapka olarak adlandirilir. Miseller kisim bitki
koklerine benzer sekilde topraktan su ve besin maddelerini alir ve diger kisimlara

ulastirir.
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Sekil 2.1. Mantarlarin genel yapist.

Mantarlarin altinda yer alan lameller mantar gencken pembedir fakat zamanla tasidigi
sporlarin olgunlagmasi sonucu koyu kahve renk alir. Mantarin sapka kisminda,
lamellerde yer alan basidiosporlar olgunluga ulasinca etrafa yayilirlar ve ortam uygun
oldugunda c¢imlenirler, bunlar yeni mantarlar olusturur [11]. Mantarlar giinliik
beslenmemizde lezzetli olmalar1 ve giizel aromalari nedeniyle biiyiikk onem tasir.
Mantarlar %92 oraninda su igerir ve besin degeri agisindan sebzelerden farklilik

gostermez.

Yenilebilir mantarlar sindirimi kolay ve lezzetli bir besindir ve iyi miktarda vitamin,
mineral, protein (etin degeri kadar), karbonhidrat ve yag igerirler. Mantar proteininin
sindirilebilirligi %72-83 arasinda degismektedir. Meyve ve sebzelere kiyasla iyi bir
lizin, arginin, histidin ve treonin kaynagidir. Mantarlar brom, manganez, ¢inko,
sodyum, klor, bakir, demir, potasyum, fosfor, kalsiyum, riboflavin, nikotinik asit i¢erir

[11] ve 6nemli bir folik asit kaynagidir.

Folik asit eksikligi anemiye yol agar, bu nedenle mantarlar anemi tedavisi gérenler i¢in

bir diyet olarak kabul edilir. Aragtirmalara gore mantarlar kan sekerini diisiirmektedir



ve kalp damar hastaliklarinda kolesterol diisiiriicii 6zellige sahiptir [11]. Mantarlar
hem besin kaynagidir hem de yan etkilerden arindirilmis bir tedavi olarak bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir, bu nedenle de 6nemi giin gectikce artmaktadir.
Mantarlar dogal tiriinlerdir, kolaylikla yetistirilmeleri ve ucuz olmalar1 onlar1 arastirma
ve klinik denemeler i¢in bir kaynak haline getirir. Giiniimiizde antibiyotiklerin ¢ogu

mantar kaynaklidir.

2.1.2. Mantarlarin Simiflandirilmasi

Mantarlarin siniflandirilmasi siirekli degismekte ve gelismektedir. Tarih boyunca
bircok farklt smiflandirma sistemi yapilmistir [12,13]. Giiniimiizde gelistirilen
molekiiler teknolojiler sayesinde mantarlarin siniflandirilmasi daha dogru ve giivenilir
sonuclar vermektedir. Mantar sistemi ilk olarak 1836'da Fries tarafindan
olusturulmustur [14]. Mantarlarin organizmalar arasindaki yerini inceledigimizde,
Whittaker'in 1969'da mantarlarin bitkiler aleminde yer almasini ve tohumsuz bitkilerle
birlikte bir boliim (Mycophyta) seklinde ele alinmasini &nermistir. Ote yandan
Whittaker, diisiincesini gelistirirken yaklasik yiiz bes bin civarinda ¢esitlilik gosteren
mantarlarin ayr1 bir yasam diinyasi: olusturdugunu ve onlar1 Regnum Myceteae
(mantarlar) adli bir diinyaya yerlestirdigini kabul etti [15]. Mantar diinyasindaki
gruplar1 belirleme ve siniflandirma g¢abalari ¢ok eski olsa da 2004 yilinda baslayan ve
su anda devam eden (yeni molekiiler evrim yontemlerini kullanan) AFTOL adl ortak
bir calisma, tiim mantar gruplarini en st diizeyde siniflandirmayr amaglamaktadir.
Fungal Tree Collection Project (AFTOL) kapsaminda Hibbet vd. fungal kralliginin {ist

diizey bir siniflandirmasini yapti.
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Sekil 2.2. Mantarlarin Siniflandirilmasi ve filogenisi (AFTOL).

2.1.3. Lactarius Salmonicolor Mantarmin Ozellikleri

Kanlica mantari, Russulaceae familyasindan yenilebilen bir mantar tiiriidiir. Lactarius
salmonicolor, mantar kralliginin Homobasidiomycetae sinifi, Russulales takiminin
Russulacea ailesine aittir (Sekil 2.3). Bu mantar tiiri, ilkbahar ve sonbahar
mevsimlerinde, Ekim ve Kasim aylarinda Avrupa ormanlarinda yagmurlardan sonra
ve cam agag¢larmin asidik topraklarinda ortaya cikar. Sapka biiyiikligii 5-15 cm
kadardir. Mantarlar gencken ortast biraz oyuk ve ucu igeridedir. Biiyiidilkge merkez
daha ¢ukur ve neredeyse apikal hale gelir. Agik saridan turuncuya kadar degisen

renklere sahiptir.

Tiirkiye’nin, ozellikle kuzey ve giiney bdlgelerindeki iklim ve bitki Ortiisii yabani
mantarlar i¢in uygundur [16,17]. Lactarius salmonicolor Kuzey Amerika, Avustralya,

Yeni Zelanda, Kibris ve Avrupa'nin bazi1 bolgelerinde yetigir [18].



Sekil 2.3. Lactarius salmonicolor (Kanlica mantart).

2.2. ENZIMLER

Canli organizmalarda biyokimyasal bir reaksiyonun meydana gelebilmesi igin,
reaksiyonu katalizleyen bir enzimin olmasi gerekir ve bunlar protein yapisinda olan
biyokatalizorlerdir. Metabolizma adi verilen canli organizmalarda meydana gelen
biyokimyasal doniigiimlerin tamami enzimler yardimiyla gergeklesir. Enzimler
yardimiyla organizmadaki organik maddelerin yapimi ve yikimi, nefes alma ve kas
hareketi gibi fizyolojik olaylar gergeklesir. Deri, boya, temizlik malzemeleri, ilag,
tarim ve veterinerlik gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Enzimler gida
endiistrisinde, pastdrizasyon ve sterilizasyonun dogru yapilip yapilmadigini

belirlemek i¢in kullanilir.

Tepkimelerin laboratuvarda ger¢eklesmesi uzun zaman alir ve bazen reaksiyonun
gerceklesmesi icin yliksek basing, yiiksek sicaklik ve asidik veya bazik bir ortam gibi
0zel kosullar gerekir. Ancak enzimler kullanildiginda reaksiyon birkag saniye gibi kisa
bir siirede gerceklesir. Enzimler ¢ok spesifik molekiillerdir ve diger kimyasal
katalizorlerden daha yiiksek bir katalitik gilice sahiptir. Enzimle katalizlenen
reaksiyonun hiz1 108-10'° kez artirilabilir ve yan iiriin ve yan etkiler olmadan %100

iriin vermektedir. Katalitik reaksiyonlarda enzim reaksiyon sabitini veya dengesini



degistirmez sadece tepkimeyi hizlandirir. Enzimlerin etkili olduklari bilesiklere
substrat, substrattan tepkime sonucu olusan madde veya maddelere iiriin ad1 verilir.
Bazi enzimler isimlendirilirken substrat isminin sonuna -az eklenir, bazilarina enzimi

bulan bilim adaminin ad1 verilmistir.

Baz1 enzimler kendi baglarina aktif olabilirken ¢ogunlugu kofaktér adi verilen
molekiillerin aktif olmasii gerektirir. Kofaktorler vitamin yapilari, metal iyonlari
veya organik molekiiller olabilir. Enzimle birlikte olan Kofaktér molekiiliine
“holoenzim” denir ve kofaktdrsiiz protein kismma “apoenzim” adi verilir.
Apoenzimler kendi baslarina hareket edemezler ancak kofaktor ile katalitik aktivite
kazanirlar. Vitamin ve tiirevleri koenzim olarak énemli maddelerdir. Ornegin birgok
redoks tepkimesinde yer alan bir koenzim olan nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD") nikotinamid halkasina sahiptir ve redoks tepkimesi buradaki amid tizerinden
ylirlir. Amino grubu transferinde gorev alan koenzimlerden bazilari piridoksal,

piridoksin ve piridoksamindir (Bs vitaminleri) [19].

2.2.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler ¢ok etkili katalizorlerdir ve diger kimyasal katalizérlerden en biiyiik farki,
spesifik olmalaridir. Kimyasal katalizérler tepkime hizin1 102—10° kadar arttirabilirken
enzim katalizorleri, 10°’ye kadar artirabilirler. Enzimlerin sentezi canli hiicreler
tarafindan yapilir. Hiicre icinde kalan ve burada islevi olan enzimlerin yanisira hiicre
disina ¢ikan ve orada islev goren enzimler de vardir. Bazi enzimlerin benzer yapidaki
bir grup substrat {izerinde etkisi vardir, digerleri tek bir molekiil {izerine etki eder. Bu
yiiksek segicilik sayesinde en basit hiicrelerde bile binlerce biyokimyasal reaksiyon
ayni anda gerceklesir. Tiim enzimlerin protein kismi vardir. Bazi enzimler yalnizca
proteinlerden ve amino asitlerden yapilir. Ozgiilliik ve katalitik aktivite bu enzimlerde
protein yapisindan kaynaklanir. Amilaz, pepsin, tripsin, iireaz bu tiir enzimlerdir.
Proteine ek olarak, bazi enzimler yapilarinda organik veya inorganik maddeler de
icerir (kofaktor). Amino asit ve dizileri apoenzimlerin protein bolimiinde farklilik
yaratir. Bu ylizden enzim ozellikleri ve 0zgiilliigii apoenzim tarafindan belirlenir.
Apoenzimler tek baslarina hareket edemezler, ancak kofaktorle birlikte etkinlik

kazanirlar. Kofaktorler, anorganik iyonlar ve koenzimler olmak iizere iki cesittir.



Koenzimler kiiciik boyutlu organik molekiillerdir. Kofaktor gérevi géren inorganik
katyonlar, Ca*?, Mg*2, Zn*2, Fe*2, Cu*?, Co*?, Ni*2, Na*, K*’dur ve anyonlar CI', Br,
F, I”dir.

Alman Kimyact “Emil Fischer” 1894 yilinda Anahtar-Kilit ve Enzim-Substrat (ES)
iliskisini ortaya koydu (Sekil 2.4).

2 Edd X

Enzim Substrat Enzim-Substrat Enzim Urtin
kompleksi

Sekil 2.4. Kilit ve anahtar teorisi.

Enzimler genelde substratlardan daha biiyiik molekiillerdir. Enzim molekiiliinde
kofaktorii iceren ve enzim-substrat kompleksinin olustugu ufak bolgeler aktif
merkezleri olusturur. Enzim molekiiliiniin i¢indeki bu 6zel kisim aktif bolge olarak
adlandirilir. Aktif bolgede substrat ve enzim, enzim-substrat kompleksini olusturur.
Substrat tiriine doniistiiriliir ve ardindan enzim tiriinden ayrilarak ve tekrar serbest hale

gecer. Enzimatik reaksiyonun gerceklesmesi su sekildedir:

E+S=ES=E+P

Aktif merkez, enzimin protein kisminda bulunur ve belirli say1 ve dizideki amino
asitlerden olusur. Aktif merkez sayisi birden fazla olabilir ve aktif merkezlerin toplam
hacmi enzim yapisinda ¢ok kii¢iik bir orandadir. Substrat, H-baglari, Van der Waals

etkilesimleri ve elektrostatik kuvvetlerle aktif merkeze zay1f bir sekilde baglanir.

2.2.2. Enzim Kinetigi

ES kompleksi, enzim ve substrattan ki hizi ile olusur. Kompleksin ayrigsmasi ise ko
hizina sahip geri reaksiyonla olur ve tekrar substrat olusur. Asil reaksiyon ks reaksiyon

hiz1 ile devam eden {iriin olusum reaksiyonudur. Reaksiyon kararli duruma (steady-



state) ulastiginda, ES kompleksinin olusumu ile ayrismasi esit hiza sahiptir ve artik

konsantrasyon degismez.

Ky Ks
E+S ~ ES =~ E+P
Ky ke

1913 yilinda Michaelis-Menten tarafindan enzim reaksiyonlariin kinetigi ile ilgili ilk
kapsamli ¢alismalar yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore enzim derisimi
sabit iken reaksiyon hizinin substrat derisimiyle degisimi incelendiginde bir hiperbol
elde edilir (Sekil 2.5).

Vmax

0;5 Vinaw |- —

> [S]

ﬂKm

Sekil 2.5. Michaelis-Menten grafigi.

Maksimum hiz, hiperbolun artik substrat derisimiyle degismedigi ve sabit bir degere
ulastig1 y degeridir ve Vmax ile belirtilir. Maksimum hizin yarisina (Vmax/2) karsilik
gelen substrat konsantrasyonu Km (Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Vimax ve
Km bir enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli sabitlerdir. Parabol, Michaelis-Menten

denklemi ile ifade edilir:

y = VmaxlS] 21)
K +[S]

Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bolgede substrat derigimi
diisiik olacagindan ([S]<<Km) grafik dogrusaldir. Ikinci bolgede oldukca biiyiik
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subsrat derisimlerinde herhangi bir ihmal yapilamaz, reaksiyon karisik dereceden
yiiriir. Uglincii bolgede ise substrat derisimi oldukga yiiksektir ([S]>>Km), V= Vmax olur

ve reaksiyon sabit bir hizla devam eder.

Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik
saglamak amaci ile bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu
amacla eksen Olgekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik yollardan dogru
denklemine doniistiiriilebilir. Bunlardan en ¢ok kullanilani asagidaki Lineweaver-
Burk denklemidir [20].

1 Km 1 [S]
- = — + 2.2
4 Vmax [S]  Vmax[S] (22)

Denkleme gore ordinatta 1/Vmax, apsiste 1/[S] degerleri olmak tizere dogru elde edilir.

Bu dogrunun egimi ise Km/Vmaxdir (Sekil 2.6).

1 A
\ g
"..-\"
- Km
_i f’-’; h&\‘llrrnrarx
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\ L 1
"‘-’f Vimax } 1
A 0 [S]

Sekil 2.6. Lineweaver-Burk grafigi.

2.2.3. Enzim Aktivite Belirleme Yontemleri

Enzim aktivitesi, farkli monofenolik ve difenolik substratlarin varhiginda cesitli
barometrik, polarografik, kronometrik ve optik tekniklerin  yardimiyla
Olciilebilmektedir. Fenolik substratin oksidasyonu sirasinda kullanilan oksijen
sayesinde, sistemin oksijen tiiketimine dayali olarak spirometre yardimiyla da

Ol¢iilebilir. Kronometre yonteminde, askorbik asit varliginda reaksiyon sirasinda
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rengin ilk ortaya ¢iktig1 an tespit edilir. Spektroskopide ise substratlarin oksidasyonu
izlenir ya da esmerlesme reaksiyonu iiriinlerinden birinin olusum hiz1 dlgiilerek enzim
aktivitesi belirlenir. Bu yontem digerlerine gore daha hizli ve kolay oldugu i¢in tercih
edilir [15]. L-DOPA, katekol, pirogallol, epikatesin ve klorojenik asit bu tiir
spektrofotometrik enzim aktivitesi tayini ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan
substratlardir. Bu tekniklerin disinda niikleer manyetik rezonans (NMR), yiiksek
performansli sivi kromatografi (HPLC) teknikleri de kullanilir, ancak bu teknikler

pahali cihazlar gerektirdiginden yaygin olarak kullanilmamaktadir.

Enzimlerin varligini, etkinligini, kataliz mekanizmalarini, lokalizasyonlarini,
miktarlarim1 ve safliklarin1 belirlemek ic¢in onlarin aktiviteleri Ol¢iiliir. Saptanan
binlerce enzim igin gesitli aktivite tayin yontemleri gelistirilmistir. Herhangi bir enzim
icin ideal bir aktivite belirleme yolu yoktur, ¢iinkii bir ydontemin uygunlugu, enzimin
safligi, fizikokimyasal 6zellikleri, katalizledigi reaksiyonun tipi, lokalize oldugu yer,
Olcim yonteminin maliyeti, eldeki mevcut Slgiim cihazlarinin niteligi ve dl¢iimiin

duyarlilig1 gibi faktorlere bagli olarak degismektedir.

2.2.4. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesi cesitli faktorler tarafindan etkilenebilir, 6rnegin sicaklik, ortam pH’1,
zaman, Substrat derigimi, enzim derigimi, c¢esitli iyonlarin konsantrasyonu ve

ozellikleri, 151k ve diger fiziksel faktorlerin etkisi ve inhibitorlerin varligidir.

Sicaklik: Artan sicaklikla birlikte katalitik enzim reaksiyonlarinin hizi artar.
Sicakliktaki her 10 °C artigla enzim reaksiyonu 2 kat hizlanir. Bununla birlikte, sicaklik
belli bir degere ulastiginda enzim molekiiliiniin yapist degisiklige ugrar. Bu durum
enzimin katalitik etkisini etkiler ve tepkime ya yavaslar ya da durur (Sekil 2.7).
Bitkisel kaynakli enzimler 50-60 °C’da, hayvanlardan elde edilen enzimler 40-50 °C

arasinda optimum sicakliga ulasir [21,22].
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Sekil 2.7. Optimum sicaklik.

Ortam pH’1i: Her enzim belirli bir pH araliginda aktivite gostermektedir. Enzimin
maksimum aktivite gosterdigi pH’a o enzimin optimum pH’1 denir (Sekil 2.8.). Enzim
protein yapisinda bir molekiildiir ve lizerinde amin ve karboksil gruplari vardir. Bu
gruplar ortamin pH derecesine gore iyonlagsma gosterirler. Bu iyonlagsmaya baglh
olarak yapilarin kararliliklarinda farkliliklar gézlenir ve enzimin aktif bolgesinde bir
degisim meydana gelir. Enzimatik tepkime genellikle optimum pH’in her iki yanindaki
bolgelerde yavaslar. Bu nedenle enzimatik ¢aligmalar tampon kullanilarak optimum

pH degerinde yapilir.

Tepkime hiz

Sekil 2.8. pH etkisi.

Zamanin Etkisi: Bir tepkimenin hiz1 belirli bir zaman araliginda iiretilen tiriin miktart
ile belirlenir. Bir enzim tarafindan katalizlenen tepkime devam ederken tepkime hizi
giderek azalir. Bunun gesitli nedenleri olabilir. Olusan iiriin miktar1 arttikga aksi
yondeki tepkime olusmaya baslayabilir, enzim zamanla inaktive olabilir, tepkimeyi

Oonleyen maddeler olusabilir veya ortamda substrat kalmayabilir. Bu faktorlerin
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etkisini en aza indirmek i¢in enzimle yapilan galismalar substratin yaklasik %10'unun

tiiketildigi tepkimenin baslangi¢c zamaninda yapilir.

Substrat derisimi: Substrat derisimi reaksiyon hizini belli bir siire artirir. Sonrasinda
substrat enzimin aktif merkezlerini doldurdugunda yani enzim substrat tarafindan
doyurulmus hale geldiginde artik tepkime hiz1 degismez ve sabit bir degerde kalir
(Sekil 2.9). Bu durumda enzimin ¢alisma hizi1 maksimum degerdedir (Vimax). Km degeri
ise enzimin substratina olan ilgisini gosterir. Km degeri ile afinite ters orantilidir. K

degeri ne kadar kiigiikse enzimle substrat arasindaki afinite o kadar fazladir [21].

Tepkime Hizi

[S]

Sekil 2.9. Enzimatik reaksiyonun hizi iizerine substrat derisiminin etkisi.

Enzim Derisimi: Enzimin aktive edebilecegi substrat miktar1 ne kadar fazla ise
enzimatik reaksiyonun hizi da enzim derigimi ile dogru orantili sekilde artar. Enzim
ne kadar fazla ise birim zamanda olusacak iiriin de o kadar fazla olur. Enzim, yapisi

bozulana kadar substrati aktive etmeye devam eder (Sekil 2.10).

Tepkime L
Hizi —

Reaksiyon hizi

Enzim yogunlugu [5]

Sekil 2.10. Enzim ve substrat derisiminin tepkime hizina etkisi.
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Inhibitér: Tepkime ortaminda bulunan ve reaksiyonun hizini olumsuz etkileyen
maddelere inhibitor denir. Inhibitdrler tersinir ve tersinmez olarak siniflandirilir. Aktif
bolgeye dogrudan baglanarak aktif bolgeyi bozan veya enzim molekiiliiniin
konformasyonunu degistiren inhibitorler tersinmez davramis gosterir. Michaelis-
Menten sabitini artiran ya da maksimum tepkime hizin1 azaltan inhibitorler bu

davranig1 enzimle bilesik yaparak gosterirler ve tersinir inhibisyon yaratirlar [23].

2.3. POLIFENOL OKSIDAZ

PPO, aktif merkezinde bakir bulunduran oksidorediiktaz sinifi bir enzimdir. Bu enzim,
oksijen varliginda monofenolik bilesenlerin o-difenollere hidroksilasyonu ve o-
difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu saglayan reaksiyonlar1 katalizler. Olusan
kinonoik yapilardan kirmizi, kahverengi veya siyah polimerik pigmentler olusur
[24,25].

Enzim isimlerindeki karisikligi onlemek ic¢in bitki polifenol oksidaz enzimlerinin
adlandirilmasinda degisiklikler yapilmistir. Tirozinaz (monofenol mono oksijenaz)
EC.1.14.18.1, katekol oksidaz (katekolaz, difenoloksidaz) EC.1.10.3.2, lakkaz ise
EC.1.10.3.1 enzim kodlariyla gosterilmislerdir [26]. Bazi kaynaklarda Lakkaz
enziminin de PPO enziminin bir sinifi oldugu belirtilmistir. Lakkaz, metoksi ile yer
degistirmis polifenoller ve aromatik diaminler gibi bir ¢ok bilesigin oksidasyon
reaksiyonlarmi katalizleyen bir enzimdir. Ancak tirozinazin okside ettigi tirozini

oksitleyemez [27].

PPO igerigi bitkinin tiirii ve yetistirilisine gore farkli olabilir. Bitki ve meyvelerin
olgunluk derecesine gore de bu enzimin bitki hiicrelerindeki yerlesimi farklilik
gosterebilir. Mekanik iglemler bitki, meyve ve mantarlarda “esmerlesme” ad1 verilen
renk degisimlerine sebep olur. Bu enzimatik kararmalar bir dereceden sonra
durdurulamaz ve yiyecegin tadini ve kalitesini de bozar. Bu istenmeyen durumlart
engellemek i¢in enzimin inhibisyonu yani aktivitesinin azaltilmas1 veya durdurulmasi
gerekir. Bu da ancak enzimin kinetik 6zelliklerinin ¢ok iyi bilinmesiyle miimkiindiir
[28,29]. Bu ozellikleri belirleyebilmek i¢in mantar, muz, ¢ay, musmula, enginar,

ananas, Napoleon {liziimii, patlican, elma, tiitiin, seftali, patates, vanilya tohumu, yesil
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fasulye, dut, armut, elma, domates, kiraz, kaju fistig1, enginar, brokoli, gébek marul,
nane, kayisi gibi gesitli kaynaklardan PPO enzimi saflastirilmigtir [25,28-31]. PPO
enziminin molekiiler yapisi enzimin kaynagina gore, sayisi ise enzim kaynagina ve

saflastirmada uygulanan metodlara gore degisiklikler gosterebilir [32].

PPO enzimini ihtiva eden kaynaklar ¢esitli fenolik bilesiklere sahiptir. Ancak bu
bilesiklerin bir¢ogu s6z konusu enzimin substrati degildir [33]. PPO enziminin meyve
ve sebzelerde bulunan en 6nemli substratlar1 katekinler, sinamik asit esterleri, 3,4-
dihidroksifenil alanin (L-DOPA), 3,4-dihidroksifenil etilamin (dopamin) ve tirozin
gibi flavonoid tipi fenollerdir ve basit fenollerin en yaygin dogal substrati da klorojenik
asittir [34,35].

2.3.1. PPO Enziminin Kaynaklar1 ve Dogadaki Rolii

[k olarak 1856 yilinda yemeklik mantarlarda bulunan PPO enzimi, dogada yaygin
olarak bulunur [15]. Polifenol oksidaz enzimiyle birlikte polifenoller de bitkilerde
yaygin olarak bulunmaktadir. Mikroorganizmalarda, 6zellikle mantarlarda ve bazi
hayvansal organizmalarda da bulunabilir. Kabuklu deniz hayvanlarinda (beyaz
karides, kiigiik karides) bu enzimin varligina rastlanmistir [36]. Dogada genis 6lgiide
yayilim gosteren ve doku yaralanmalarindan sonra istenmeyen enzimatik kararmaya
sebep olan bu enzim, bitkilerde kloroplast tilekoidlerinin membranlarinda lokalize
olmus durumdadir. Bitkilerde PPO’nun 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Bunlardan birisi,
bitki viral veya mikrobiyal bir enfeksiyona maruz kaldiginda direncinin artiritlmasidr.
Ornegin viral enfeksiyona sahip dokularda PPO enzimi saglikli dokulara gére daha
fazla bulunmaktadir. Bu dokular enzimatik kararmaya kars1 daha hassastir ve burada
olusan kinonlarin triptofan ile etkileserek indol asetik asit olusturduklar1 ve boylece
kallus dokusu olusturarak o bélgeyi koruduklar1 disiiniilmektedir [37]. Patojen
bakterilerin 6rnegin, Pseudomonas syringe’nin yol agtigi enfeksiyon durumunda
savunma amactyla PPO gereginden fazla kullanilir. Ayrica yine benzer bir savunma
durumu bocek istilalart sirasinda da goriiliir. Pancar kurdu, domates meyve kurdu,
yesil seftali aphidi gibi kiiciik zararli boceklerin yol agtig1 yaralanmalardan sonra PPO
boceklere karsi bir savunma olusturmaktadir [38]. Patateste viriisle enfekte olan

dokular enzimatik kararmaya karsi daha hassastir ve bu dokular saglikli dokulara
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oranla daha fazla fenol igerigi bulundurur. Diger taraftan, lipid igerigi enfekte olmus
dokularda daha diisiiktiir. PPO’nun tabiattaki en dnemli gorevi bu sekilde bitkilerin
viral veya mikrobiyal enfeksiyonlara ve muhtemelen de degisik iklim sartlarina kars1
direncinde rol oynamasidir. PPO polifenol sisteminin bitki patolojisindeki rolii
hakkinda ¢ok ¢esitli arastirmalar yapilmigtir. Tatli patates dokularmin Ceratocystis
fimbriata mantarindan elde edilen patojenik veya patojenik olmayan bir izolatla
asillanmasi1 dokularda PPO aktivitesinin artisina neden olmaktadir. Tatli patates
koklerinin diisiik konsantrasyonlardaki etilene maruz birakilmasi da ayni sekilde
Ceratocystis fimbriata enfeksiyonuna karsi direnci arttirdigi gibi PPO aktivitesini de
arttirmaktadir [39]. Bitkilerin enfeksiyona karsi direncinde PPO’nun rolii sdyledir:
enzimatik tepkime sonucu olusan kinonoik yapilar polimerleserek suda ¢oziinmeyen
koyu renkli yapilar olusturur. Bu polimerik pigmentler dokulari doldurur ve
enfeksiyonun yayilmasina karsi bariyerler olusturur. Bazi aragtirmacilar bu olay1
PPO’nun ana gorevi olarak kabul etmektedir. Bu dokularda lipid igerigi de azalir ve
bu durum hiicre membranlarinin gegirgenligini degistirerek enzimin substratlariyla
bulusmasini dolayisiyla “bariyer” olusumunu artirtyor olabilir. Zit iklim kosullarina
direncli bitkilerde genel olarak direngsizlere oranla daha fazla PPO aktivitesine
rastlanmistir. Ornegin kis sartlarina dayanikli bir erik tiirii olan Prunus ussuriensis
yapraklarinda ve yine kis sartlarina dayanikli asmalarda dayanikli olmayanlara oranla
daha fazla PPO aktivitesi bulunmustur [40]. Insanlarda ise tirozinaz cildin, sacin ve

g6zlin pigmentasyonundan sorumludur.

2.3.2. PPO Enziminin Yapisi

Tirozinaz ilk olarak 1856 yilinda Schobenbein tarafindan mantarda kesfedilmistir.
Tirozinaz iki bakir atomu ve herbirine bagl ii¢ histidin aminoasit grubu bulundurur ve
bu yap: aktif merkezde bulunmaktadir. ki oksijen atomu aktif merkezde yer alan iki
bakir atomuyla etkilesim durumundadir. Sekil 2.11°de tirozinaz enziminin yapisi
gosterilmektedir. Bakir atomlart yesil renkte, molekiil yiizeyi kirmizi renkte, aktif
merkezdeki bakir atomlar1 ile koordine olmus histidin aminoasitleri mavi ¢izgi

seklinde belirtilmistir.
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Sekil 2.11. Tirozinaz enziminin yapisinin degisik agilardan gosterimi (A,B,C,D,E).
2.3.3. PPO Enziminin Biyokimyasal Ozellikleri

Tiim PPO’lar indirgenme-yilikseltgenme tepkimelerini katalizler ve bu nedenle
Uluslararas1 Biyokimya Dernegine (IUB) bagli enzim komisyonu tarafindan yapilan
siniflandirmada birinci sinifa dahil edilirler. Buna goére PPO’nun iki farkli aktivitesi
vardir: monofenolaz aktivitesi (tirozinaz, kresolaz) [E.C.1.14.18.1] ile monofenolleri
difenollere  doniistirir, difenolaz  aktivitesi  (katekolaz,  difenol-oksijen
oksidorediiktaz) [E.C.1.10.3.2] ile de difenolleri kinonoik yapilara doniistiirtir (Sekil
2.12) [41]. Bu yapilar polimerleserek melanin pigmentleri olusturur ve bitkilerdeki

esmerlesmenin sorumlusu olusan bu kahverengi pigmentlerdir.

H
OH
—difenolaz _ Polimerlesme .
(katekolaz) Melaninler
(l',Hz

?Hz

H:2N—CH—COOH H2N—CH—COOH
Dihidroksifenilalanin Dopakinon
(L-DOPA)

Sekil 2.12. PPO’nun difenolaz aktivitesi.
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PPO ortalama 55-65 kDa molekiil agirligina sahip olup enzimde iki bakir-baglanma
bolgesinin bulundugu belirtilmistir. Bakir igeriklerinin patates, tiitin ve mantarda %
0.2-0.3 arasinda degistigi bulunmustur. Taze hazirlanan enzim ekstraktlarinda bakirin
Cu (I) seklinde oldugu ancak zamanla Cu (II) sekline yavas¢a okside oldugu gozlenmis
ancak bu degisimin aktivitede bir kayiba yol agmadigi belirlenmistir. Bakirin
uzaklastinldigi apoenzim aktif degildir ancak Cu (Il) nin ilavesi ile aktivite geri
kazanilabilmistir [42]. Apoenzim, saf enzimin sulu ¢ozeltisinin potasyum siyaniir
igeren ¢ozeltiye karsi diyaliz edilmesi ile hazirlanabilmistir. Saf PPO renksizdir, ancak
benzer bir aktivite gosteren lakkaz enzimi mavi renklidir. Konsantre edilen PPO
cozeltileri notral pH degerlerinde oldukga kararlidir. Bu ¢ozeltiler kisa bir siire igin 60
°C’a kadar 1sitildiginda ise enzim tamamen inaktif olur. Bu enzimin nétral pH
degerlerinde ve fosfat tamponundaki derisik ¢ozeltileri +4 °C veya —25 °C’da
dondurulmus olarak aktivitede herhangi bir kayip olmaksizin birkag ay saklanabilir.
Bununla birlikte uzun siirelerde saklandiginda aktivitede kayiplar gozlenebilir ve
aktivitedeki bu kayip doniisiimsiizdiir. PPO aktivitesi, bakir ile kararli kompleksler
olusturabilen H.S, KCN, CO ve p-aminobenzoik asit gibi maddelerle inhibe edilebilir.

2.3.4. PPO Enziminin Reaksiyon Mekanizmasi

Kimyasal ve spektroskopik ¢aligmalar, PPO’nun biniikleer bakir kompleksi i¢eren bir
aktif bolgeye sahip oldugunu gostermistir. PPO’nun aktif merkezi, Tip3 bakir merkezi
olarak bilinmektedir. Bakir atomunun merkezde bulunuslari, sirasiyla “metoksi”,
“deoksi” ve “oksi” halleridir [43]. Metoksi durumunda, enzim Cu**—Cu?" aktif
bolgeli metpolifenol oksidazdir. Deoksi formunda, Cu™*—Cu* aktif bélgeli PPO’nun
indirgenmis halidir. Oksi durumunda, Cu**—0,>—Cu?" aktif bolgeli oksipolifenol
oksidazdir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13.PPO’nun bakir merkezleri.

Ilk olarak monofenolik substrat, oksi merkezin aksiyal pozisyonundaki iki bakir
atomundan birine koordine olur [44]. Uggen bipiramit ara bilesigindeki yeniden
diizenleme peroksit vasitastyla monofenolun hidroksilasyonuna ve su ¢ikisina ve
deoksi formundaki kompleksin olusumuna yol agar [45]. Olusan kompleks ya
katekolaz dongiistindeki ilk adim olan serbest difenolu verir ya da aktif bolgeye bagh
difenolat ara bilesigi oksidasyona ugrar ve bir kinon ve bir indirgenmis bintikleer bakir
enzim bolgesi (deoksi) verir. Bu forma molekiiler oksijen baglandiktan sonra, oksi

PPO tekrar rejenere edilir.
PPO tarafindan katalizlenen monofenollerin hidroksilasyonu ve o-dihidroksi

fenollerin o-kinonlara oksidasyonu igin Onerilen reaksiyon mekanizmalari Sekil

2.14’de verilmektedir [46].
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Sekil 2.14. PPO aktivitesinin reaksiyon mekanizmasi.

2.3.5. PPO Enziminin Aktivitesi

PPO aktivitesi, palografik, manometrik, kronometrik ve spektofotometrik gibi ¢esitli
teknikler yardimiyla 6lgiilebilmektedir. Oksidasyon reaksiyonunda kullanilan O2, bir
bir respirometre ile dlgiilerek sistemin oksijen harcamasi saptanabilir. Kronometrik
yontemde ise askorbik asit ortaminda tepkime esnasinda rengin ilk goriildiigii an
saptanir. Spekrofotometrik metotta ise genelde ya substratlarin oksidasyonu izlenir ya

da olusan kinonoik yapilarin olusum hiz1 6l¢iiliir ve enzim aktivitesi bulunur ve bu

metot daha ¢abuk ve kolay oldugundan digerlerine gore tercih edilir [47].

Son zamanlarda 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) gibi kuvvetli bir
niikleofil varliginda PPO aktivitesi tayini olduk¢a yaygin kullanilan spektrofotometrik

bir metottur. Bu metod, enzim katalizli iiretilen 0-kinonlarin niikleofille verdigi renkli

katilma tirliniiniin 500 nm civarindaki absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanir [48].
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2.3.6. PPO Enziminin Substratlari

Meyve ve sebzeler oldukga cesitli fenolik bilesik ihtiva ederler. PPO’nun meyve ve
sebzelerdeki en yaygin substratlar1 flavonoid tipi fenollerle basit fenollerdir [49] (Sekil
2.15). Meyve ve sebzenin cinsi, yetistirilisi ve enzimin ekstrakte edildigi bitki bolgesi
gibi faktorler enzimin substrat spesifikligini belirler. Aktivite 6l¢iimiiniin yapildig:

pH’1n da substratin kullanilabilirligine etkisi vardir [1].

OH OH OH
OH OH
CHs CHg
katekol prkrezol 4-metilkatekol

Sekil 2.15. Yaygin olarak kullanilan bazi basit fenollerin kimyasal yapisi.

Flavonoidler bitkilerin yenilebilir kismi ile kok, gévde, yaprak, meyve ve tohum

kisimlarinda bulunurlar. Genel yapilar1 Sekil 2.16°da goriilmektedir.

94
Sekil 2.16. Flavonoidlerin genel yapisi.

Katesinler flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleridir. Katesinler dogada (+) - katesin ve
onun stereoizomeri olan (-) - epikatesin olarak bulunurlar [50] (Sekil 2.17).
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O OH

HO o) O
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Sekil 2.17. a) Katesin, b) Epikatesin.

PPO’nun en yaygin dogal substrati sinamik asit esterlerinden biri olan klorojenik

asittir.

HO_ CO,H

@ 1
HO™ 0" ~F

o OH

OH
Sekil 2.18. Klorojenik asit (5-0-kafeilkinik asit)

Flavonoller, antoksantin pigmentleri olarak da tanimlanip ¢ok g¢esitli teknikler
yardimiyla izole edilip karakterize edilmislerdir. Bu yapilar bir¢ok durumda mirisetin,
kuersetin ve kamferol olarak isimlendirilen bir¢ok tiirevleri halinde esmerlesme
reaksiyonlarina dogrudan katilirlar (Sekil 2.18). Antosiyaninler ise, pelargonidin,
siyanidin ve delfinedin olarak tanimlanan tiirevleri halinde daha c¢ok ikincil

reaksiyonlarda rol oynarlar.
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Sekil 2.19. Bazi flavonollerin kimyasal yapisi a) kuersetin, b) mirisetin.

Her bitkide bulunan tirozin ayn1 zamanda proteinlerin yapisini olusturan amino asitlerden
biridir. Dopamin (3,4-dihidroksifeniletilamin) ve tirozinin PPO ile hidroksilasyonu
sonucu olusan L-DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin) bitki dokularinda mevcuttur (Sekil
2.19). Elma gibi baz1 kaynaklardan elde edilen PPO, L-DOPA’y1 dehidrojenasyona
ugratmasina ragmen, tirozine karsi aktivite gostermez, fakat p-krezolu hidroksiller.
Seker pancart PPO enzimi, tirozine Kkarsi aktivite gostermezken L-DOPA’y1
dehidrojenasyona ugratmaktadir. Fakat ilging olan sudur ki seker pancar1 dokularinda
kayda deger miktarda L-DOPA bulunmazken, olduk¢a fazla miktarda tirozin
bulunmaktadir [51]. Bu da bazi arastirmacilar tarafindan 6ne siiriilen “PPO enziminin
elde edildigi bitkilerde her zaman en iyi PPO substratlari bulunmaz” tezini
desteklemektedir. L-DOPA 1967 yilindan beri Parkinson hastaliginin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir norotransmitter olan dopaminin eksikligi bu
hastaliga sebep olur. L-DOPA kan beyin bariyerini asabilen bir dopamin
prekiirsoriidiir. Giintimiizde L-DOPA Knowles yontemiyle ticari boyutda kimyasal
olarak iretilmektedir. L-DOPA yiiksek ticari degere sahiptir fakat yiiksek {iretim
maliyeti nedeniyle bu ilacin alternatif iiretim yontemleri arastirilmaktadir. Bunlardan
biri PPO’nun immobilizasyonu ve enzim sayesinde L-Tirozinden L-DOPA’nin
tretilmesidir (Sekil 2.20). Burada enzim immobilizasyonu ile pahali bir enzim olan
PPO’nun tekrar tekrar kullanimi ve bu sayede liretim maliyetinin diisiiriilmesi

amaclanmaktadir.
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Sekil 2.20. L-Tirozin ve L-DOPA’nin yapisi.

2.3.7. Enzimatik Kararma

Mekanik zedelenmeler bitki, meyve ve bazi kabuklu deniz canlilarinda esmerlesme
ad1 verilen renk degisimlerine sebep olur. Canlinin dokularinda bulunan fenolik
bilesikler polifenol oksidaz enzimi tarafindan kinonlara oksitlenir. Bu yapilar
polimerleserek esmerlesmeye sebep olan kahverengi melanin pigmentlerini olusturur.
Bu friinlerin endiistriyel proses asamalarinda olusabilen esmerlesme tepkimeleri
kaliteyi azaltir ve ekonomik degerin diismesine sebep olur. PPO enziminin aktivitesi
icin oksijen gerekir ve hiicrede enzim oksijensiz bir ortamda iken yaralanma
sonucunda enzim agiga ¢ikar ve oksijenle bir araya gelerek aktivite gdsterir. Bu da
esmerlesme tepkimelerini baslatir. Bu tepkime enzim, substrat ve oksijenin birarada
bulunmasiyla gerceklesir ve esmerlesmeyi engellemek i¢in bunlardan birinin
ortamdan uzaklastirilmas: gerekir. Boylece tepkime ya azaltilir ya da durdurulur.
Enzimin aktivitesini etkileyen sicaklik, pH gibi parametreler degistirilerek de
tepkimeler engellenebilir. Enzimatik kararma reaksiyonlar: iki adimda olusur. Birinci
adim, polifenol oksidazin katalizledigi reaksiyon ile monofenollerin ya da difenollerin
o-kinonlara enzimatik oksidasyonu, ikinci adim ise enzimatik oksidasyon sonucu
olusan o-kinonlarin, enzimatik olmayan kondenzasyon ya da polimerizasyon
reaksiyonlart sonucu melanin bilesiklerini  olusturmasidir. Bu esmerlesme
reaksiyonlar1 stres kosullar1 altinda olusur. Ciinkii bu kosullar altinda hiicre igi
parcalanma meydana gelir ve PPO substratlar: (fenolikler ve oksijen) ile temas kurar.
Enzimatik esmerlesme reaksiyonlari olduk¢a karmasiktir. Bircok monofenolik ya da
difenolik bilesik, PPO ile etkileserek ¢ok farkli tiirde kinonoik tiriinlere ya da
kondenzasyon firiinlerine donistiiriiliirler. Fenolik substratlardan, PPO aktivitesi
sonucu iretilen o-kinonlar renkli tiirler olmasina ragmen, enzimatik esmerlesmenin

tipik kirmizi-kahverengimsi rengi, o-kinonlarin enzimatik olmayan ikinci adim
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reaksiyonlart sonucu olusan melaninlerden kaynaklanir. Fenolik bilesiklerin
oksidasyon tiriinleri, besinlerdeki proteinlerle etkilesim potansiyeline sahiptir ve bu
etkilesimler sonucunda kovalent baglanma reaksiyonlari olusur. Bu baglanma
reaksiyonlar:1 sonucu, proteinlerin yapilarinda, fonksiyonlarinda ve besinsel
degerlerinde degisimler meydana gelir. Proteinlerin besinsel degerindeki azalma,

esansiyel aminoasitlerinin kinonlarla etkilesmesinden kaynaklanir.

2.3.8. PPO Enziminin inhibitorleri

Sebze ve meyvelerin taze olarak pazara sunulmasi, satilmasi ve servis yapilmasi
sirasinda meydana gelen enzimatik kararmalar hem miisteriler tarafindan istenmeyen
bir durumdur, hem de gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu yiizden enzimatik kararmalarin kontrolii gida isleme
endistrisinde olduk¢a Onemli bir yer tutmakta ve aragtirmacilar tarafindan da ilgi
gormektedir. Giiniimiizde gida sektoriinde PPO kaynakli enzimatik kararmalari
onlemek icin ¢esitli PPO inhibitorleri kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan
inhibitorler triinlerin tadina, kokusuna ve kalitesine etki etmeyen, toksik olmayan ve

ekonomik olarak uygun maddeler olmalidir.

PPO aktivitesini engellemek tizere kullanilan inhibitorler etkilerine gore 6 grupta
toplanabilir [51]:

e Indirgeyici ajanlar (askorbik asit ve analoglar, siilfitler)

e Selat yapici ajanlar (EDTA, sodyum dietilditiyokarbamat (DIECA), sodyum

azid)

e Kompleks yapici ajanlar (siklodekstrinler, kitosan)

e Asitlik diizenleyiciler (Askorbik asit, sitrik asit, malik asit, fosforik asit)

¢ Enzim inhibitorleri (substrat analoglari, halojeniirler)

e Diger enzimlerle muamele (proteazlar, o-metiltransferaz)

Gida endiistrisinde indirgeyici ajanlar siklikla kullanilmaktadir. Bunlar o-kinonlarin
birikimini 6nleyerek melanin olusumunu inhibe eder veya kararli renksiz iriinler
olusturabilir. Enzimatik kararma inhibitorlerinden en ¢ok kullanilanlar kiikiirt dioksit

veya siilfitlerdir, 6zellikle sodyum siilfit, sodyum bisiilfit ve sodyum metabisiilfittir.
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Siilfitler ¢ok kullanilan PPO inhibitrii olmalarima ragmen, bitki ve meyvelerde
yumusama yaptig1 ve tadi etkiledigi bilinmektedir. Askorbik asit ve onun izomeri olan
erithorbik asit, stilfide alternatif olarak kullanilan indirgeyici ajanlardir ve meyve suyu,
pureleri, dondurulmus dilimli meyveler, kutulanmis meyve ve sebzelerin {iretiminde
esmerlesme Onleyici ajan olarak kullanilmaktadirlar. Askorbik asit olugturdugu asidik
cevre ile enzimin katalitik aktivitesi iizerine etki etmektedir. Sitrik asit de selatlama
ozelligiyle PPO inhibitorii olarak rol oynamaktadir. PPO {izerinde etkili bir diger
inhibitor sisteindir. Sisteinin, enzimin difenolaz aktivitesiyle olusan o-kinonlarla tiyol
konjugatlart olusturmak suretiyle etki ettigi diisiiniilmektedir. PPO prostetik grup
olarak bakir igeren bir metaloenzim oldugu i¢in siyaniir, karbon monoksit, sodyum
dietilditiyokarbamat, merkaptotiyazol, dimerkaptopropanol, azid veya potasyum metil
ksantat gibi metal selatlayici reaktiflerle inhibe olmaktadir. Dogal kaynaklarda da PFO
enziminin inhibisyonuna yol agan polifenoller ve aldehid tiirevi bilesikler
bulunmaktadir. Bazi potansiyel PPO inhibitorleri bitkilerde bulunan kampferol,
kuersetin, luteolin gibi flavonoidlerdir. Flavonoidlerin inhibisyon ozelligi aktif
bolgedeki bakirla selat yapabilme 6zelliginden ileri gelmektedir. Trans sinnamaldehit,
anisaldehit ve kuminaldehit gibi gibi cesitli aldehid tiirevleri ile ilgili ¢alismalar
yapilmis ve bunlarin inhibitor etkilerinin enzimin primer amino gruplartyla Schiff bazi
olusturmasindan kaynaklandigi diisliniilmiistiir. PPO’mn baska birgok inhibitorii
bilinmektedir. Hidrojen peroksit, hidroksilamin, tiyoller, aromatik karboksilik asitler
gibi kimyasallar, lignanlar ve baz1 alkaloidler gibi dogal bilesikler de bunlar
arasindadir [52].

2.3.9. Polifenol Oksidaz Enziminin Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

PPO enzimi pek ¢ok kaynaga sahip oldugu i¢in ayni1 oranda farkli ekstraksiyon ve
saflastirma metotlart mevcuttur. Metot se¢imi, enzimin kaynagina, istenen saflastirma
derecesine, protein miktarina, safsizlik oranina ve enzimin kullanim amacina gore
degisebilir. Calismalarin ¢ogunda, ekstraksiyonu takip eden bir ¢oktiirme asamasi
vardir ve bunu takiben saflagtirma yontemi uygulanir. Ekstraksiyon genellikle PPO
kaynaginin fosfat veya asetat tamponuyla, pH 5-7 araliginda blender yardimiyla
homojenize edilmesidir. Bu ekstrakta daha sonra farkli yontemler uygulanir. Cogu

caligmada bir sonraki asama derisik tuz ¢ozeltisiyle proteinlerin ¢oktiiriilmesi veya
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¢oziicii temelli ¢coktliirme veya sicaklik degisimine dayali faz ayrimi olabilir ve son
asama kromatografik yontemlerle saflagtirmadir [53-55]. Ekstraksiyon ¢ozeltisinde
bulunan fenollerin enzime baglanarak enzimin aktivitesini azaltmasi1 ve saflastirma
basamagini zorlastirmasi sebebiyle genellikle ortama polivinilpirolidon (PVP) veya
askorbik asit gibi polifenolleri engelleyen maddeler eklenir [19,56,57]. Enzimin
¢Oziiniirliglinli artirmak ve Ozellikle membran enzimlerinin de ekstrakte
edilebilmesini saglamak amaciyla ortama sodyum dodesilsiilfat (SDS) gibi diisiik
derisimli yiizey aktif madde eklenir [58]. Ekstraksiyon ¢ozeltisine gegen proteaz
enzimlerinin PPO’ya etki etmesini engellemek amaciyla da fenilmetilsiilfonilflorit

(PMSF) gibi proteaz inhibitorleri eklenir [59].

2.3.10. PPO’nun Endiistrideki Kullanim Alanlari

Tirozinazin gida, aritim, saglik ve kozmetik endiistrisi gibi bir¢ok uygulama alani
vardir. Enzim, meyve ve sebzelerin prosesi esnasinda enzimatik kararma
tepkimelerine yol agtig1 i¢in ilk olarak bu acidan ilgi ¢ekmistir. Enzimatik kararma
tirtintin kalitesini diistirmekte dolayisiyla maddi kayiplara yol agmaktadir. Bu nedenle
hasat ve proses esnasinda enzimin aktivitesini en aza indirmek i¢in pek ¢ok arastirma
yapilmistir. Gida endiistrisinde tirozinaz aktivitesinin kontrolu ve esmerlesme
tepkimelerinin Onlenmesi ¢ok Onemlidir ve inhibitorler iizerindeki arastirma
caligmalar1 devam etmektedir [60,61]. Baz1 gidalar igin tirozinaz aktivitesi dnlenmesi
gereken bir durum olmakla birlikte bu enzimin aktivitesi ¢ay, kahve, kakao, kuru
tizlim, kuru erik, kuru incir vb. gibi {iriinler i¢in gereklidir ve bu iirlinlerin kalitesini

artiran bir Ozelliktir.

Tirozinaz enziminin aritim, kozmetik ve tibbi uygulamalara yonelik 6nemi ise son
zamanlarda giderek artan bir yogunlukta dikkatleri gekmektedir [62]. Endiistriyel ve
evsel atiklarda bulunan fenolik maddeler ¢evre sularini kirletmektedir ve bu maddeler
sulardaki canli yasam i¢in tehdit olusturmaktadir. Atik sularin, dogada toksik etki
gosteren bu maddelerden arindirilarak dogaya verilmesi gerekir. Bu amacla enzimlerin
kullanilmast etkili ve basit bir yol olarak yayginlagsmaktadir. Tirozinaz enziminin
zararli fenoliklerin uzaklastirilmasinda kullanimi konusu hala miihendislik alaninda

pek ¢ok arastirma konusudur. Atik sularda tirozinaz kullanildiginda fenolikler enzim
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tarafindan segici olarak kinonlara oksitlenir. Kinonlar polimerleserek ¢okerler ve atik

sudan bu yolla uzaklastirilirlar [63].

Melanin suda ¢oziinmeyen bir heteropolimerdir. Kozmetik sanayi tarafindan giinesin
ultraviyole 1sinlarindan korunma amaciyla tirozinaz enzimi tarafindan iretilir ve
kozmetik {iirtinlerde kullanilir. Tipta en dnemli kullanim1 ise Parkinson hastaliginin
tedavisinde dopamin prekiirsorii olarak kullanilan L-DOPA’nin sentezidir. Tirozinin

tirozinaz enzimi tarafindan hidroksilasyonu ile iiretilir.

2.4. YUZEY AKTIiF MADDELER

Tiim ylizey aktif veya ylizey gerilimli molekiiller, yliksek molekiil agirliginda polar
molekiillerdir. Polar molekiiliin bir ucu suda ¢6ziinen diger ucu yagda ¢oziinen 6zellige
sahiptir. Molekiil bir ucunda karboksil, siilfat, siilfonat veya hidroksil gruplarinin
(COO", Na*-S0Os, Na*-SOsz, Na*—OH’) bulunmasindan dolayr suda ¢oziiniirlik
kazanir. Ote yandan organik grup igeren diger ug ise yagda ¢oziiniirliik saglar [64].
Sentetik yiizey gerilimli maddeler {i¢ ana gruba ayrilirlar: iyonik (anyonik, katyonik),
iyonik olmayan (noniyonik) ve amfoterik (hem (-) hem (+) u¢lu) maddeler [65,66].

Triton X-100 yiizey aktif maddesi laboratuvar arastirmalarinda yaygin olarak tercih
edilen bir noniyonik deterjandir. Hiicre ig¢indeki proteinlerin hiicre disina alinarak
ekstraksiyon veriminin artirtlmasinda kullanilir. Hiicre membraninin gegirgenligini

artirarak organellerin ve hiicre i¢i proteinlerin aciga ¢ikmasini saglar.

2.5. AYIRMA VE SAFLASTIRMA

Elde edilmek istenen molekiil grubunu diger maddelerden ayirarak saf bir sekilde elde
etmek i¢in bir dizi islem uygulanir. Bu islemler karisimdaki molekiil gruplarinin
genellikle ¢oziinme oOzelliklerine, yogunluk, elektriksel yiik gibi fiziksel
karakteristiklerine veya diger molekiillere ilgisine gore birbirlerinden ayrilmalarim

saglayan yontemleri kapsar [35].
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Enzim kaynagindan enzimin ¢ikarilmasi: Genellikle her kaynak i¢in farkli bigimlerde
yapilir. Mesela bakteri i¢in sonikasyon kullanilirken, bitki i¢in ezme yoOntemi

kullanilabilir.

Santrifiijleme: Bu yontem, partikiillerin yiiksek hizda dondirilen bir cihazda
merkezka¢ kuvveti sayesinde ayrilmasina dayanir. Hiicre organellerinin ve biiylik
partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilabilen ve ¢esitli asamalarda basvurulabilecek

bir islemdir.

Coktiirme: Bu yontemde istenen ya da istenmeyen molekiiller ¢oziicii ortaminda
coktiiriilerek kat1 halde ayrilmalari saglanir. Bunun i¢in siklikla kullanilan tuzlar
amonyum ve sodyum siilfat tuzlaridir ve proteinleri ¢oktiirme amactyla kullanilirlar.
Farkli molekiil agirhigina sahip proteinler belli bir doygunluk derecesine sahip
amonyum siilfat ortaminda ¢oktiiriiliir. Bu ¢oktiirme isleminde istenen doygunluk

aralig1 bulunursa enzim ¢oktiiriilerek diger proteinlerden ayrilir.

Diyaliz: Bu teknikte kiigiik molekiilleri geciren fakat makromolekiillein gegisine izin
vermeyen bir membrandan yapilmis diyaliz tiipii kullanilir. Istenmeyen kiigiik
maddelerden kurtulmak i¢in yapilan bir islemdir. Cozelti diyaliz tlipline konarak saf
su veya tampon igine yerlestirilir. Ultrafiltrasyon temeline gore kii¢iik molekiiller
diyaliz tlipliniin disina ¢ikarken igeride ayirimi istenen makromolekiiliin konsantre bir

¢Ozeltisi kalir.

Isitma: Aranilan enzimin 6zellikleri goz 6niinde bulundurarak belirli dereceye kadar

1sitma islemi yapildiginda ilgilenilmeyen diger proteinlerden kurtulmus olunur.

Kromatografi: Kromatografi tekniginde ayrimi yapilacak molekiiller biri hareketli
digeri sabit iki faz arasinda hareket ederek kromatografi kolonunda ilerler. Bu hareket
esnasinda molekiiller farkli derecede adsorbsiyon veya farkli dagilim 6zellikleri veya
iyon degisimine ugramalar1 sebebiyle ayrilirlar. Proteinler cogunlukla kolon
kromatografisiyle ayrilir. Bu teknikte protein karisimi iceren ¢ozelti porlu bir tutucu

iceren kolondan gegirilir. Kolonda yer alan tutucu tipine gore kromatografik yontem
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iyon degisimi, afinite kromatografisi veya jel filtrasyonu olarak adlandirilir.

Saflagtirma yontemlerinden en yiiksek saflastirma ylizdesi veren yontemdir.

Stizme (Filtrasyon): Karisim filtre edici bir materyalden gegirilerek, siispansiyonda
bulunan partikiillerin sivi kisitmdan ayrilmasidir. Bu yolla, kullanilan gézeneklerin
capma gore, filtreden gecen kisimda belli biiyiikliikte partikiil bulunabilecegi gibi,

bunlarin tamami da filtrenin tizerinde kalabilir.

2.6. MANTARDAN PPO iZOLASYONU iLE ILGILI CALISMALAR

Fan ve Flurkey Potabella mantarindan tirozinaz enzimini saflastirip karakterize
etmislerdir. Enzim pH 3.3’ilin {lizerinde aktivite gostermistir. Difenolik substratlar
denenmis, en yiiksek aktivite katekolle elde edilmistir. Katekolle yapilan kinetik
calismada, Km ham 6ziitte 5.3 mM, saflastirilmig enzimde 4.3 mM olarak bulunmustur.

Saflastirilmis enzimin molakiil agirligi 75 kDa’dur [67].

Yang vd. Yiizey aktif maddelerin mantar tirozinazinin aktivitesi ve stabilitesi lizerine
etkisini arastirmislardir. Bu amagla anyonik AOT, noniyonik Brij52 ve katyonik
CTAB deterjanlarin1 denemisler ve bu deterjanlarin etkisini saptayarak karsilagtirma

yapmuslardir [68].

Nunez-Delicado vd. Triton X-114 yiizey aktif maddesini kullanarak iki fazli sulu
sistemde tirozinazin mantardan kismi saflastirmasini yapmigslardir. Enzim 5.5 kez
saflastirilmis ve %84 verim elde edilmistir. Bu calismada katyonik ve anyonik
deterjanlar denenmis, kinetik karakterizasyon ve inhibisyon ¢alismasi yapilmistir. En

etkili inhibitor olarak tropolon bulunmustur [69].

Kolcuoglu vd. Macrolepiota mastoidea mantarinin monofenolaz ve difenolaz
aktivitesini arastirmiglardir. Elde ettikleri ham Oziitiin gosterdigi optimum pH’lar
monofenolaz ve difenolaz aktivite i¢in sirasiyla pH 6.0 ve 4.0 olarak bulunmustur. Bu
pH’larda monofenolaz aktivite %100, difenolaz aktivite %60 korunmustur. Tiyoiire ve
askorbik asit monofenolaz aktiviteye, yine askorbik asit ve sodyum metabisiilfit

difenolaz aktiviteye karsi en etkili inhibitorlerdir [70].
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Ozel vd. Boletus erythropus mantarindan elde edilen PPO’yu incelemisler ve organik
¢oziiclilerde enzimin katalitik aktivitesini arastirmiglardir. PPO, Sepharose 4B-L-
tirozin-p-amino benzoik asit afinite kolonuyla saflagtirilmistir. Optimum pH ve
sicaklik 4-metilkatekol substratiyla 8.0 ve 20 °C olarak bulunmustur. Enzim 24 saat
inkiibasyondan sonra pH 3.0 ve 9.0 araliginda oldukg¢a stabil davranis géstermistir. 4
saat inkiibasyondan sonra 10 ve 30 °C araliginda yine stabil oldugu saptanmistir. Km
Ve Vmax, 2.8 mM ve 1430 U/mg protein olarak bulunmus, enzim aktivitesi sodyum
metabisiilfit, askorbik asit, sodyum azit ve benzoik asit tarafindan inhibe edilmistir.

Enzim diklorometan, dikloroetan ve toluende etkin katalitik aktivite gostermistir [71].

Kolcuoglu Macrolepiota gracilenta mantarindan PPO enzimini Sepharose 4B-L-
tirozin-p-amino benzoik asit afinite kolonuyla saflastirmis ve enzimin monofenolik ve
difenolik aktivitelerini karakterize etmistir. Enzimin optimum pH’lart monofenolaz ve
difenolaz aktivite icin sirastyla pH 7.0 ve 5.0, Km degerleri ise sirastyla 0.8 mM ve 1.0
mM olarak bulunmustur. Vmax ise 2000 U/mg protein olarak hesaplanmistir. Enzim
optimum pH’larda 5 giin inkiibasyondan sonra monofenolaz aktivitesinin %40’ 11,
difenolaz aktivitesinin %60’m1 korumustur. Tiyolire en etkili inhibitér olarak

saptanmustir [72].

Colak vd. Ug¢ mantar gesidini; Armillaria mellea, Lepista nuda ve Hypholoma
fasciculare mantarlarini incelemisler ve ham oziitteki PPO enziminin 4-metikatekole
kars1 oldukga aktif oldugunu saptamislardir. Optimum pH {i¢ enzim i¢in de 7.0 olarak
bulunmus, optimum pH’da 24 saatlik inkiibasyondan sonra L. nuda ve H. fasciculare
enzim aktiviteleri sirasiyla %26 ve %18 azalmis, A. mellea enzim aktivitesi ise %11
artmistir. Optimum sicaklik A. mellea, L. nuda ve H. fasciculare igin sirasiyla 30, 30,
20 °C olarak saptanmistir. Cr*® ve Cu*? herbirinin aktivitesini inhibe etmis, sodyum

metabisiilfit ve askorbik asit ise giiclii inhibisyon etkisi gostermistir [73].

Zaidi ve Ali Agaricus bisporus ve Pleurotus ostreatus mantarlarindan tirozinaz
enzimini saflagtirmis ve karakterize etmislerdir. Enzim, amonyum siilfatla ¢oktiirme,
diyaliz ve Sephadex G-100 jel filtrasyon ve DEAE Seliiloz iyon kromatografileriyle
saflastirilmastir. A. bisporus i¢in saflastirma derecesi 16.36, verim %26.6 ve spesifik

aktivite 52.19 U/mg olarak, P. ostreatus igin verim %20.3 spesifik aktivite 46.4 U/mg

32



olarak bulunmustur. Molekiil agirliklar ise sirasiyla 95 ve 75 kDa’dur. Saflastirilmig
enzimin optimum pH degerleri 7.0 ve 6.0, optimum sicaklik ise 35 °C’tir. iki enzim de
en yiiksek aktiviteyi L-DOPA substratina karsi gostermis, Km degerleri ise sirastyla

0.933 mM ve 0.119 mM olarak hesaplanmistir [74].

Dedeoglu ve Guler Lactarius salmonicolor mantarindan PPO enzimini 4B-L-tirozin-
p-amino benzoik asit afinite kolonu kullanarak saflagtirmiglar ve katekol, 4-
metilkatekol, pirogallol substratlarina karst Km ve Vmax degerlerini elde etmislerdir.
Optimum pH ve sicaklik bulunmus, ¢esitli inhibitorler denenerek ICso degerleri

saptanmis, en etkili inhibitor olarak L-tirozin bulunmustur [75].

Oz vd. PPO enzimini 4B-L-tirozin-p-amino benzoik asit afinite kolonu ile Lactarius
piperatus mantarindan izole etmislerdir. Optimum pH ve sicaklik katekol kullanilarak
7.0 ve 20 °C olarak bulunmustur. Enzim aktivitesini optimum pH ve 4 °C’ta, 72 saat
stireyle korumus, 20 °C’ta ise 4 saatlik inkiibasyon sonucu yine stabilitesini korudugu
saptanmistir. Km Ve Vmax degerleri, 1 mM ve 25 U/mg protein olarak hesaplanmis,
inhibisyon calismasinda ise en etkili inhibitdr olarak askorbik asit bulunmustur.
Diklorometan, heptan, toluen c¢oziiciilerinde etkin bir biyokatalizor olarak

davranmustir. [76].

Gouzi ve Benmansour Agaricus bispora mantarindan PPO’yu kismen saflagtirmis ve
karakterize etmislerdir. Enzim monofenolaz ve difenolaz aktivite gdstermis, amonyum
stilffat ¢oktiirmesiyle 2 kat saflastirilmistir. Monofenolaz aktivite 3.35 EU/mL,
difenolaz aktivite 189.3 EU/mL olarak bulunmustur. PPO -15 °C’ta 44 giin satbilitesini
korumaktadir. 35 ©°C'in iizerindeki sicakliklara dayamiksizdir ve aktivitesi
azalmaktadir. PPO enzimi substrat olarak pirogallol kullanildiginda pH 5.3 ve 7.0
olmak {tizere iki optima gostermistir. Kinetik parametreler pirogallol i¢in; Vmax = 78
EU/min/mL, Kn = 1.4 mM, katekol i¢in; Vimax = 168 EU/min/mL, K = 0.40 mM olarak
bulunmustur. Inhibisyon calismasinda ise benzoik asit ve sodyum azit yarismali

inhibisyon, L-sistein ve sodyum florit ise karisik tip inhibisyon gostermislerdir [77].

Zaidi vd. Tirozinaz enzimini istridye mantar1 Pleurotus ostreatus’tan ekstrakte

etmisler, amonyum siilfatla ¢6ktiirme, Sephadex G-100 ve DEAE kromatografileriyle
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saflastirmiglardir. Saflastirilmis enzimin spesifik aktivitesi 46.4 U/mg, verim ise %
20.3 olarak bulunmustur. SDS/PAGE jel elektroforezinden molekiil agirligir 75 kDa
olarak saptanmistir. Optimum pH ve sicaklik 6.0 ve 35 °C’tir [78].

Matsumoto-Akanuma vd. Agaricus brasiliensis mantarindan PPO enzimini kismen
saflastirmiglar, Triton X-114 yiizey aktif maddesiyle iki fazli ayirma ve amonyum
stilfatla ¢oktiirme yapmislardir. SDS/PAGE ¢alismasindan molekiiler agirliklar: 70 ve
45 kDa olarak bulunmustur. Enzim 1.6 mM SDS varliginda aktive edilmis, bu islem

sonucunda Vmax degeri 2 katina ¢ikmis, Km degeri ise degismemistir [79].

Saki vd. PPO enzimini Lepiota procera mantarindan 3 fazli sistem kullanarak kismen
saflastirmislar ve saflagtirma derecesini 8.4 olarak bulmuslardir. SDS/PAGE sonucu
saflagtirilmis enzimin molekiil agirligi 35 kDa olarak saptanmistir. Enzim L-DOPA’ya
kars1 yiiksek aktivite gostermis (Km = 0.12 mM), bunu kafeik asit (Km = 0.27 mM) ve
4-metilkatekol (Km = 0.46 mM) izlemistir. Optimum sicaklik ve pH 40°C ve 7°dir [80].

Wu vd. Agaricus bispora’dan PPO enzimini amonyum siilfatla ¢oktiirme ve DEAE-
Sepharose ve Phenyl Sepharose CL-4B kromatografileriyle saflagtirmiglardir. Molekiil
agirlip1 43 kDa, optimum sicaklik ve pH 20 °C ve 6.5-7.0 olarak bulunmustur. Enzimin
30 ve 40 °C’'ta 60 dakika inkiibasyondan sonra stabilitesini korudugu saptanmuistir.
Katekol icin Km Ve Vimax degerleri 0.67 mM ve 3333 U/mL dak™¥dir [81].

2.7. CALISMANIN AMACI

Bu ¢alismanin amaci, PPO enziminin Karabiik Kanlica mantarindan izolasyonu ve
saflagtirilmasidir. Bu amagla 6nce PPO enzimi, Kanlica mantarindan ekstrakte
edilmig, daha sonra amonyum siilfat c¢oktiirme yontemiyle ¢oktiiriilen enzim,
diyalizlenerek afinite kromatografisi kolonuna uygulanmis ve kismen saflagtirilmistir.

Enzimin kinetik 6zellikleri arastirilmis, optimizasyon ve karakterizasyonu yapilmistir.
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1. KIMYASAL MALZEMELER VE CiHAZLAR

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Deneysel calismalarda kullanilan tampon malzemeleri sodyum asetat, asetik asit,
sodyum hidroksit, Na2HPO4 ve NaH2PO4 Merck, Tris Bazi ve Trisma hidroklorik asit
Sigma-Aldrich  markalidir.  Amonyum siilfat, Triton X-100 Merck’den,
fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF), Sephadex G-100, Folin-Ciocalteau reaktifi, gallik asit
Sigmadan tedarik edilmistir. Sodyum karbonat Riedel de Haen, diyaliz membran1 ve
polivinilpirolidon (PVP) Sigma-Aldrich, polivinilpolipirolidon (PVPP) ve serum
alblimini Acros, 4-metil katekol ve 4-tersiyerbiitilkatekol Sigma-Aldrich markalidir.
Coomassie Brilliant Blue G-250, p-krezol, pirogallol TCI kimyasaldan temin

edilmistir. Macherey-Nagel filtre kagitlart kullanilmustir.

3.1.2. UV - VIS Spektrofotometre

Enzimin aktivitesini tayin etmek amaciyla yapilan 6lgiimlerde Shimadzu UV-1201V
model spektrofotometre kullanildi. Enzim aktivitesi, enzimatik reaksiyon sonucu
olusan iiriiniin 410 nm’de olusum hiz dl¢timleri yapilarak belirlendi. Protein dlgtimleri

ise 280 nm’de Thermo Fisher GEN 10S spektrofotometre ile yapildi.
3.1.3. Santrifiij Cihaz1
PPO enziminin mantardan saflastirilmasi sirasinda Eppendorf 5702 R marka sogutmali

santrifiij kullanild1. Ekstraksiyonda ham ekstrakti elde etmek i¢in ve amonyum siilfatla

yapilan ¢oktiirme islemlerinde 5 °C’da, 60 dak, 4400 rpm’de santrifiijleme yapilmistir.
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3.1.4. pH metre

Hanna Instruments HI 221 marka pH metre kullanilmistir. Bu cihaz elektrik sinyali
iireten bir elektrot kullanilarak sinyali, pH birimine ¢eviren potansiyometrik bir 6l¢iim
saglar. Sinyal potansiyel olarak olgiiliir. pH Ol¢iimii yapabilmek i¢in gerekli olan;
algilama elektrodunun iirlin i¢indeki hidrojen iyon aktivitesinin logaritmasina oransal
olarak sagladig1 gerilim ile referans elektrodun ideal olarak iirliniin aktivitesinden
bagimsiz, sabit ve siirekli sagladigi gerilimdir. Elektriksel sinyal bu iki gerilim
arasindaki fark ile olusur. Referans ve algilama elektrodu arasindaki gerilim farki pH

metre tarafindan dl¢tilerek pH degerine gevrilir.

3.1.5. Manyetik Isiticili Karistirici

Hazirlanan ¢ozeltilerin bir balik (miknatis) yardimiyla ve manyetik alan etkisiyle ayni
devir sayisinda ve ayni sicaklikta homojen bir sekilde karistirilmast MTOPS MS300

HS marka 1siticili manyetik karistirici ile saglanmustir.

3.1.6. Calkalayic1 Su Banyosu

Farkli sicakliklarda alinan oOl¢timler Nuve ST 30 calkalamali su banyosu ile
yapilmustir. Sicaklik optimizasyonu ve sicaklik stabilite deneylerinde su banyosu +4
°C ve 70 °C arasindaki sicakliklara getirilerek aktivite dl¢ciimleri yapild: ve enzimin en

1yi calistig1 sicaklik saptandi

3.1.7. Homojenizator

Mantardan PPO enzimi ekstraksiyonu yapilirken Philips marka blender kullanilmistir.
Mantarlart pargalamak ig¢in blender belirli araliklarla ¢aligtirilarak numuneler

ekstraksiyon ¢ozeltisiyle homojenize edilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler siiziilerek

homojenat elde edilmistir.
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3.2. KULLANILAN METOTLAR

3.2.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Mantarlar Karabiik pazarlarindan elde edildikten sonra yikandi, kir ve ¢amurdan
arindirild: ve kiiciik pargalara boliinerek 2.5 gramlik numuneler halinde —18 °C’da
sakland1. Ekstraksiyon ¢ozeltisi %5 PVP, 0.001 M PMSF ve %5 Triton X-100 ylizey
aktif maddesi i¢eren fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.00) seklinde hazirlandi. 2.5 gramlik
mantar numunesi 50 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ile blender yardimiyla 5x10 sn siire
homojenize edilmistir. Karisim 20 dakika manyetik karistirici yardimiyla karistirildi.
Filtre kagidindan siizlildiikten sonra elde edilen siiziintiler santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra elde edilen siipernatantlar “ham enzim ekstrakti” olarak toplandi ve
cokeltiler atildi. Tiim bu islemler buz banyosunda yapildi ve +4 °C’da sogutulan

¢oOzeltiler kullanildi.

3.2.2. Amonyum Siilfatla Coktiirme

Bu islem %0-80 arast doygunlukta amonyum siilfat ¢ozeltileri kullanilarak yapildi.
Coktiirme esnasinda kullanillan kati amonyum siilfat miktarlar1 verilen formdille

hesaplandi [82].

_ 1.77XVX(SZ—S]_)

gr[(NH,)250,4] 3.54-5,

(3.1)

V : slipernatant hacmi.
S1: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu.
Sz : I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu.

Coktiirme esnasinda amonyum siilfat ham 6ziite az miktarlarda yavas yavas eklendi,
her ilave sonrasinda daha once eklenen (NH4)2SO4’in ¢6ziinmiis olmasina dikkat
edildi. Amonyum siilfat ekleme islemi bir saat siireyle buz banyosunda devamli
karistirilarak yapildi. Kat1 amonyum siilfat eklenerek %65 doygunluga getirilen ¢ozelti
4400 rpm’de, sogutmali santrifiijle, +4 °C’da bir saat santrifiijlendi. Ham 0ziitiin
tamami1 santrifiijlendi, istte kalan sivi kisimlar atilarak tiiplerin dibinde kalan

¢okelekler toplandi ve 10 mL fosfat tamponunda (0.1 M, pH 7.00) ¢oziildii.
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3.2.3. Diyaliz

Diyaliz en eski yontemlerden biridir ve 6zellikle biyolojik molekiillerin ayriminda
kullanilir. Molekiillerin boyutlarinin farkli olmasi ile ayrim yapilir. Diyaliz tiipleri
genellikle molekiil agirligi 10000 den fazla molekiillerin gegisine izin vermeyecek
kadar kiiciik porlara sahiptir. Bu nedenle diyaliz torbasinin igindeki kiigiik boyutlu
molekiiller disar1 c¢ikip tampona karisirken, makromolekiiller icerde kalarak
temizlenmis olur. Kiiclik boyutlu molekiillerin ¢ikisi torbanin igindeki ve disindaki
derisimler esit oluncaya kadar devam eder. Bu denge durumu genelde 4-6 saat iginde
olusur ve sonrasinda disardaki tampon degistirilerek diyalize devam edilir. Bu islem

24-48 saat siireyle 3-6 kez tampon degistirilerek yapilir.

<
)

— *

(a) (b) (c)

Sekil 3.1. Genel diyalizin uygulanis sekli: a) Diyaliz tiipiiniin baglanmasi, b) Diyaliz
tiiptiniin doldurulmasi, ¢) Tuzlarin uzaklastirilmasi.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim c¢ozeltisi diyaliz tiipiline
yerlestirilmis ve +4 °C’da 2.0 L fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.00) kullanilarak diyaliz
islemi yapilmistir. 48 saat boyunca igleme devam edilmis ve her 6 saatte bir diyaliz
tamponu yeni bir 2 L’lik tamponla degistirilmistir. Amonyum siilfat ve diyaliz
islemleri sonucu elde edilen enzim artik kismen saf hale getirilmistir. Elde edilen bu

enzim ¢ozeltisi —18 °C’da depolanmustir.

38



3.2.4. Sephadex G-100 Afinite Kolonuyla Ayristirma

Jel filtrasyonu veya molekiiler elek kromatografisi olarak da adlandirilan jel
gecirgenlik kromatografisinde ayirma, molekiiliin biiytikliigline gére yapilir. Bu metot
binlerce protein, niikleik asit, polisakkarit ve diger biyolojik molekiillerin
saflagtirilmasinda kullanilir. Jel filtrasyonu kolonunda hareketli ve sabit fazlar vardir.
Sabit faz kiigiik boyutlu porlara sahip inert partikiillerden meydana gelir. Hareketli faz
akis halindeyken, farkli biiyiikliikte molekiiller iceren numune kolona uygulanir ve
hareketli faz akistyla kolondan gegirilir. Bu islem sirasinda sabit fazin porlarindan
biiylik olan molekiiller bu porlara giremez ve partikiillerin disinda kaldig1 i¢in kolonda
daha hizli ilerler. Partikiillerin porlarina yayilabilen kiiciik molekiiller ise kolonda daha
yavas ilerler. Bu ¢aligmada afinite jeli olarak Sefadex G-100 kullanilmustir. 2.125 g
malzeme 40 mL fosfat tamponunda (0.1 M, pH 7.00) bir giin bekletilerek jelin olusumu
gerceklestirilmistir. 1.0 cm ¢apinda ve 25 cm boyunda bir kolon segilerek dibi cam
pamugu ile kapatilmis, fosfat tamponu gegirilerek hava kabarciklar1 ¢ikarildiktan
sonra jel kolona yerlestirilmistir. Kolondan bir giin boyunca tampon gegirilerek jel

stabilize edilmis ve akis hiz1 belirlenmistir (0.40 mL dk™?).

3.2.5. Enzim Cozeltisinin Kolona Uygulanmasi ve Eliisyonu

Bu islemlerden sonra amonyum siilfat ¢coktiirme ve diyaliz islemleri sonucu elde edilen
kismen saflastirilmis enzim ¢ozeltisi kolona uygulanmis ve kolonun muslugundan 3’er
mL’lik eluentler alinmistir. Kolondan alinan her 3 mL’lik ¢ozeltinin, 280 nm’de
spektrofotometrik olarak absorbans degeri okunmustur. Protein hi¢ gzlenilmeyinceye
kadar ayirma igslemine devam edilmistir. Bu islemlerden sonra 3’er mL’lik alinan
cozeltiler tliplere konularak numaralandirilmis ve her tiiplin absorbans degeri ile
grafige gecirilmistir. Belli yerlerde pik gdsteren tiipler birlestirilerek PPO enziminin
aktivitesine bakilmigtir. PPO aktivitesi gosteren c¢ozeltilerdeki protein miktar

Bradford yontemi kullanilarak hesaplanmustir.
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— kicik mokkiller

Sekil 3.2. Farkl biiytikliikteki molekiillerin jel filtrasyon kromatografisi ile ayrilmast.

3.2.6. Protein Tayini

Saf eluentteki kalitatif protein tayini 280 nm’de absorbans Ol¢iimleriyle yapildi.
Buradaki absorbans dl¢limleri proteinlerin yapisinda bulunan bazi amino asitlerin
aromatik halkaya sahip olmasina dayanir ve bu halkaya sahip proteinler 280 nm’de

UV 1sinlarim absorplar.

Ham o6ziitteki ve saf eluentteki kantitatif protein tayini ise Bradford metoduyla yapilda.
Metotda kullanilan Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi fosforik asit ortaminda
proteinlerle kompleks olusturur. Olusan kompleksin absorbans1 595 nm’de 6l¢iiliir. Bu
metodun hassasiyeti yiiksek, tayin simirt disiiktiir. Tekrarlanabilir sonuglar alinir,

olusan kompleks stabildir ve uygulama siiresi kisadir.

Protein tayini islemlerinde 6nce Bradford reaktifi hazirlandi. 25.0 mg Coomassie
Brilliant Blue G-250, 12.5 mL %95’lik etanol iginde ¢6ziildii, tizerine 25 mL %85’lik
fosforik asit eklendi ve karistirilarak su ile 250 mL’ye tamamlandi. 1.0 M NaOH
¢ozeltisi hazirlandi. Protein standard: olarak serum albumini kullanildi. Kalibrasyon
grafigi icin serum albumininden 0.05, 0.15, 0.30, 0.45, 0.60, 0.75 ve 1.00 mg mL*
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olacak sekilde protein standartlar1 hazirlandi. Bu standartlarla asagidaki islemler

gerceklestirilerek 595 nm’de absorbanslari alindi.

100 uL 100 puL 5 mL
Protein + 1M &teki Bradford ﬂ» 595 nm
standardi NaOH reaktifi

Kor hazirlanirken protein standardi yerine su kullanildi. Numune Ol¢limleri iginse
yukaridaki islem, protein standardi yerine 100 pL numune kullanilarak tekrarlandi.

Hazirlanan kalibrasyon grafiginden numunelerin protein derisimleri hesaplandi.

3.2.7. Polifenollerin Tayini

Singleton ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen Folin-Ciocalteau metodu toplam
fenolik madde igerigini 6lgmek i¢in kullanilir. Bu yontem, suda ve diger organik
¢oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli
bilesik olusturmasi [83] ve bu renk yogunluguna goére absorbans 6l¢limii esasina
dayanir.  Yonteme admi veren Folin-Ciocalteau reaktifi (FCR)  bir
molibdofosfotungstik  heteropoliasittir  (3H20.P205.13W03.5M003.10H.0) ve
varsayilan aktif merkezi Mo (VI)’dir.

Mo (VI) (sar1) + e (antioksidan) — Mo (V) (mavi)

Fenolik bilesikler FCR ile yalniz bazik kosullar altinda reaksiyona girerler ve sodyum
karbonat ¢ozeltisiyle ortamin pH’1 10’a ayarlanir. Fenolik bir protonun ayrilmasi,
FCR’yi indirgeme yetenegine sahip bir fenolat anyonun olusmasina neden olur ve
fenolat ile FCR arasinda mavi renkli bilesikler olusur. FCR, fenolik olmayan pek ¢ok
bilesik tarafindan da indirgenebilir ve fenolik bilesiklere spesifik degildir. Bu metot
gercekte bir 6rnegin indirgeme kapasitesini 6lger. Analiz sirasinda ortamda bulunan

askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkilesime ugrayabilir [84].

Bu dezavantaja ragmen metot, basit, duyarli ve kesinligi yiiksek olmasi,

tekrarlanabilirligi ve diger metotlarla gosterdigi korelasyondan dolay1 oldukga sik
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kullanilmaktadir. Metot sonuglar1 standart bir fenolik madde, genellikle gallik asit es

degeri olarak verilmektedir.

Metot farkli derisimlerde gallik asit standartlarinin kullanimini igerir. 0.5-2.5 mM
araliginda 5 derisim olacak sekilde su ile hazirlanan standartlardan 450 uL alinarak
tizerine 900 puL %10’luk Folin-Ciocalteau reaktifi eklendi. Karistirildi ve 5 dakika
bekleme siiresinden sonra 1200 pL 0.7 M NaxCOs ¢ozeltisi eklendi, karistirildi. 2 saat
bekleme siiresinden sonra ¢ozeltilerin absorbanslar1 765 nm’de 6l¢iildi ve kalibrasyon

grafigi olusturuldu.

450 pL 900 pL vorteks 1200 L. vorteks
—_— > —_—»
Gallik asit + %10 5 dak 0.7 M 2 saat
standardi FCR Na,COs

765 nm

Kor i¢in ayni islemler 450 pL su alinarak uygulandi. Numuneler i¢in gallik asit
standard1 yerine 450 pL numune alindi ve ayni islemler yapildi, absorbans degerleri
olgtilerek kalibrasyon egrisinden numunelerdeki total polifenol miktart mM gallik asit

esdegeri olarak tespit edildi.

3.2.8. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Polifenoloksidaz enziminin aktivite tayini, spektrofotometrik olarak 410 nm’deki
absorbans artis1 kaydedilerek yapilmistir. Kuvartz numune hiicresinde 0.1 mL kismen
saflastirilmis enzim ¢ozeltisi ve fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.00) kullanilarak
hazirlanan 2.9 mL katekol ¢ozeltisi karistirllmis ve 25 °C’de 2 dakika siiresince
absorbans artiglar1 kaydedilmistir. Kor olarak, diyalizat renkli oldugundan, 0.1 mL
enzim ¢ozeltisine eklenen 2.90 mL fosfat tamponu kullanilmistir. Daha sonra
absorbans degerleri zamana karsi grafige gegirilerek egimden enzim aktivitesi
hesaplanmistir. Bir tinite PPO enzim aktivitesi, 25 °C’da 1 dakikada 1 mikromol
substratt {irline ¢eviren enzim miktaridir. Enzimin hacimsel aktivite ve spesifik
aktivite degerleri asagidaki formiillerle belirlendi:

Hacimsel aktivite (U/mL) = Unite / Enzim Hacmi (mL)

Spesifik Aktivite (U/mg) = Hacimsel Aktivite / mL’deki mg protein miktar1
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3.2.9. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi

Enzim 6ziitiindeki PPO aktivitesi tizerine pH’1n etkisini incelemek amaciyla, asetik
asit-sodyum asetat (pH 3.50-5.00), NaH2PO4-Na,HPO4 (pH 6.00-7.00) ve Tris HCI-
Tris Baz (pH 7.50-10.00) tampon sistemleri kullanildi. Optimum 6lgiim pH’in1
saptamak amaciyla herbir pH’da katekol c¢ozeltileri hazirlanarak 0.1 mL enzim
¢ozeltisi + 2.9 substrat ¢6zeltisi kullanilarak ayri ayr aktivite tayinleri yapildi. Elde
edilen degerler pH’a kars1 grafige gegirildi. Aktivitenin en yiiksek oldugu pH degeri
optimum o6lgim pH’1 olarak tespit edildi ve bundan sonraki calismalarda aktivite

tayinleri optimum pH degerinde gergeklestirildi.

Optimum ekstraksiyon pH’1n1 saptamak amaciyla yukarida anlatildig: sekilde pH 3.5—
10.0 tamponlart hazirlandi ve herbir pH’ta ayr1 ayr1 ekstraksiyonlar yapildi. Elde

edilen ham o6ziitlerle yapilan aktivite 6l¢timleri pH’a kars1 grafige gegirildi.

3.2.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Enzim 6ziitiindeki PPO aktivitesi tizerine sicakligin etkisini incelemek amacr ile 10—
70 °C sicakhik arahiginda, sicakhk degeri 10 °C artirilarak aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Enzim ve substrat ¢ozeltisi su banyosunda 3 dakika bekletilerek
istenilen sicakliga getirildi ve bekletmeden hizli bir sekilde aktivite 6lgiimii alindk.
Aktivitenin en yiiksek oldugu sicaklik degeri optimum ol¢iim sicakhigi olarak

belirlendi.

3.2.11. Polifenol Oksidazin pH Kararhhg

Enzim 6ziitliniin i¢erdigi PPO’nun pH kararliliginin incelenmesi amaciyla, asetik asit-
sodyum asetat (pH 3.5-5.0), NaH2PO4-Na;HPO4 (pH 6.0-7.0) ve Tris HCI-Tris Baz
(pH 7.5-10.0) tampon sistemleri hazirlandi. 0.4 mL enzim ¢6zeltisi 11.6 mL her bir
tampon ¢Ozeltisine ayr1 ayri eklenerek 2 saat +4 °C’da bekletildi. Aktivite 6l¢timii 0.1
mL katekol ¢dzeltisi (150 mg mL™?) {izerine 2.9 mL enzim ¢dzeltisi eklenerek yapildi

ve Olclim her pH i¢in tekrarlandi. Tampon igindeki enzim ¢ozeltileri +4 °C’da
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bekletilmeye devam edildi ve 5. giin yukarida anlatilan aktivite 6l¢iimii tekrar edilerek

enzimin 2 saat ve 5 giinliik pH kararlilig1 saptanmig oldu.

3.2.12. Polifenol Oksidazin Termal Kararhhg:

Enzim 6ziitliniin i¢erdigi PPO enziminin aktivitesine ait termal kararlilik degerlerini
belirlemek amaciyla enzim ¢6zeltileri 4-70 °C aras1 sicakliklarda su banyosunda ayri
ayn inkiibe edildi. Her bir sicaklikta 3 saat boyunca su banyosunda bekletilerek her
30 dk’da bir aktivite oOlglimii yapildi. Aktivite yiizdesi inkiibasyon islemi
uygulanmamis enzim c¢ozeltisinin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeri ile

karsilastirilarak hesaplandi. Kor olarak her pH’1n kendi tamponu kullanilda.
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BOLUM 4

DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. ENZIM EKSTRAKSIYONU VE SAFLASTIRMA CALISMALARI

4.1.1. PVP Derisiminin EtKisi

Polivinilpirolidon polifenolleri hidrojen bagiyla kendine baglar ve bu maddelerin
ortamdan uzaklastirilmalarini saglar. Homojenizasyon sonrasi siizme islemiyle ortam
polifenollerden temizlenir ve PPO-polifenol tepkimeleri bir 6l¢iide engellenmis olur.
Ekstraksiyonda kullanilan PVP miktarinin optimizasyonu amaciyla %0.01 — 2.00
araliginda farkl ylizdelerde PVP kullanilmis ve her bir PVP derisiminde ekstraksiyon
yapilmistir. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi baslangicta PVP derisimi arttikga enzim
aktivitesi artmis daha sonra ise sabit kalmistir. Artan PVP miktariyla polifenollerin
ortamdan uzaklastirilmasi serbest enzim miktarini dolayisiyla enzim aktivitesini
artirmistir. Bunun i¢in %1.00 PVP miktarinin yeterli oldugu, bu derisimin tizerindeki
ylizdeler daha fazla aktivite artis1 saglamadig i¢in %1.00 oranindaki PVP’nin yeterli
miktarda polifenolii uzaklastirdigi sdylenebilir. Ote yandan, burada yapilan enzim
aktivite olgtimleri ekstraksiyonu takiben yapilmistir. Zamanla olusabilecek polifenol
etkisini de (kinonoik yapilarin olusumu) g6z 6niinde bulundurmak amaciyla ham
oziitte Folin-Ciocalteau yontemiyle her bir PVP derisimi i¢in fenoliklerin tayini

yapilmigtir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1 Ekstraksiyonda kullanilan PVP derisiminin enzim aktivitesine etkisi.
Ham oziitteki polifenol madde miktarinin PVP kullanimiyla degisimi %1.50 — 5.00

araliginda incelenmis ve polifenol miktarinin bu aralikta azalma gosterdigi

gbzlenmistir. Calismalarda PVP miktar1 %5.00 oraninda kullanilmistir.

Absorbans, 765 n
o

0,00
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PVP Derisimi, %

Sekil 4.2. Ham oziitte PVP derisimine bagli toplam polifenol miktari.

4.1.2. Triton X-100 Derisiminin EtkKisi

Triton X-100 arastirmalarda yaygin olarak kullanilan yiizey aktif maddelerdendir.

Enzim ekstraksiyonlarinda ekstraksiyon ¢ozeltisine verimi artirmak amaciyla genel
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olarak %1.0 — 1.5 oraninda eklenir [87]. Burada deterjanin ekstraksiyon verimine
etkisini incelemek amaciyla %0.0 — 10.0 (h/h) araliginda Triton X-100 igeren
ekstraksiyon ¢ozeltileri hazirlanarak herbir ylizdede ham 6ziit elde edilmis ve enzim
aktivitesi hesaplanmistir. Sekil 4.3’den de goriildiigii gibi ekstraksiyon verimi %5.0
derisimde maksimuma ulagsmis bunun iizerindeki derisimlerde verim sabit kalmistir.

Caligmamizda Triton X-100 yiizey aktif maddesini %5.0 (h/h) oraninda kullanmay1
tercih ettik ve ¢alismanm diger kisimlarinda bu derisimi kullandik. Ote yandan
ekonomik agidan %5.0 derisimin yiiksek oldugu sdylenebilir ve yontemin uygunlugu
amaciyla ekstraksiyon enzim veriminden 6diin verilerek Triton X-100 %2.5—3.0 (h/h)
oranlarinda kullanilabilir. Enzim ekstraksiyon verimini artirmanin yanisira bu
deterjanin enzimin stabilitesini de artirdigimi gézlemledik. Triton X-100 eklenmeden
yapilan ekstraksiyonlarda ham o6ziit 4-5 giin i¢cinde hizli bir sekilde bozulurken,
deterjanl ekstraksiyonlardan alinan ham 6ziitler cok daha dayanikli olmakta ve 1 ay

gibi uzun siireler bozulmadan kalabilmektedir.
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Sekil 4.3. Triton X-100 derisiminin enzim aktivitesine etkisi.
4.1.3. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz
Boliim 3.2.2°de anlatilan sekliyle, %65 oraninda amonyum siilfat eklenerek yapilan

¢oktiirme ¢aligmasindan sonra ¢oken proteinler toplanmis ve diyaliz tiipiine konarak

fosfat tamponu ile (0.1 M, pH 7.00) diyalize tabi tutulmustur. Diyalizden sonra tiipten
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alman enzim ¢ozeltisi yine fosfat tamponuyla 10.0 mL’ye seyreltilmis ve ayirma

kolonuna uygulanmistir.

4.1.4. Enzimin Affinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Diyalizden elde edilen enzim ¢ozeltisi Boliim 3.2.4°de tarif edilen sekilde hazirlanan
kromatografi kolonuna uygulandi. Kolondan fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.00)
gecirilerek 3’er mL’lik eluentler tiiplere toplandi. Tiiplerdeki eluentlerin 280 nm’de
absorbanslar1 Olciilerek protein kalmayincaya kadar toplanmaya devam edildi.
Kalitatif protein tayininin yanisira her tiipiin 410 nm’de katekol substratiyla enzim
aktivitesi Ol¢lildii. 0.1 mL enzime 2.9 mL substrat ¢ozeltisi eklenerek yapilan
Olglimlerde kor olarak renkli olmasindan dolay1 enzim ¢6zeltisi kullanildi (0.1 mL
enzim + 2.9 mL tampon). Protein tayininde ise kor olarak tampon kullanildi. Elde
edilen protein absorbans degerleri ve enzim aktivite degerlerine karsilik gelen eluent
tip numaralariyla Sekil 4.4’de goriilen grafik cizildi. Kromatografik ayirma
sonucunda aktivite gosteren eluentler birlestirilerek saf enzim ¢ozeltisi elde edildi.

Saflagtirma sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

2,000 - - 4,00
1,800 - / 350 T
€ +00 / - 3,00 3
£ 1,400 / ’ g
o \ L 2,50 <.
™~ 1,200 4 ’ 5,:
»
£ 1,000 - L 200 &
2 T
e i —— 3
§ 0,800 \ Absorbans | 150 B
< 0,600 A \ — = Enzim Aktivitesi %
- 1,00 =
0,400 4 3"
0,200 - \ \ - 0,50 |:
N —
0,000 s “. T T T T T T T |* e —0—0—0—0—0— 0,00

012 3 45 6 7 8 9101112131415 16 17 18 19 20

Eluent Tip No

Sekil 4.4. Eluent tiip numarasina kars1 degisen protein miktar1 ve enzim aktiviteleri.
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Cizelge 4.1. Saflastirma sonuglart.

Topl Topl Topl Spesifik
Saflastirma op ,a ™ Aktivite OP, a.m Protein op a'm Aktivite . Saflagtirma
Basamag Hacim (U/mL) Aktivite (mg/mL) Protein (Um %Verim Derecesi
8 (mL) ) (mg) 8
protein)

Ham Oziit 55 5.595 307.725 1.915 105.325 2.923 — —
Coktiirme ve 7 17.643  123.501 2.305 23.050 5.358 40.134 1.833
Diyaliz
Afinite 3 21.827 65481 0472 1416 46244 21279 15.821
Kromatografisi

4.1.5. Protein Tayini

Saflagtirma islemlerinin tiim basamaklarinda kantitatif protein tayini yapilmis ve
Bradford yontemi kullanilmistir. Bu yontem kisa stirede uygulanmasi, dis faktorlerden
etkilenmemesi, olusan renkli kompleksin dayanikli olmasi ve tayin simirmin diisiik
olmasi nedeniyle tercih edilmistir [88]. Boliim 3.2.6’da anlatildigi gibi hazirlanan
standartlarla kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 4.5) ve ham o6ziit ve kromatografik
saflagtirma sonrasi aliman enzim ¢ozeltilerine yine Bradford yontemi uygulandi,

kalibrasyon egrisi yardimiyla protein igerikleri saptandi (Cizelge 4.2).

1,200 -
1,100 4 S
1,000 4 E

0,900
0,800 - * .
0,700 - $*

0,600 -
0,500 - * .
0,400 °

0,300

Absorbans, 595 nm

0,200 -
0,100 A

v =0,9957 + 0,1259
* R?=0,9628

0,000

0,00 0,10 0,20 030 040 050 060 0,70 0,80 0,90

1,00 1,10
Sigir Serum Albiimini, mg mL

Sekil 4.5. Bradford kalibrasyon egrisi.
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Cizelge 4.2. Protein derisimleri.

Protein Derisimi, mg mL-1

Ham Oziit 0.348
Coktiirme ve

1.411
Diyalizden sonra
Saf Eluent 0.472

4.1.6. Polifenollerin Tayini

Polifenolik maddeler tirozinaz enzimi aktivitesiyle kinonlara, kinonlar da
polimerleserek kirmizi-kahverengi pigmentlere doniisiir. Bu pigmentlerin olusumunu
engellemek ve kinonlarin enzim iizerinde yaptig1 inhibisyon etkisinden kurtulmak igin
polifenolik maddelerin enzim ¢ozeltisinden uzaklastirilmasi istenir. Bu amagla
ekstraksiyon c¢ozeltisinde PVP kullanilir. Kalan fenoliklerin bir kismi diyalizle
uzaklastirilir. Son basamakta, bu istenmeyen maddeler kromatografik uygulamada
ayrilir ve enzim aridirilir. Enzimin saflagtirma asamalarinda ne kadar fenolik madde
kaldigin1 saptamak amaciyla Folin-Ciocalteau yontemi kullanilarak kalibrasyon
grafigi cizilmis (Sekil 4.6) ve enzim ¢ozeltilerinde toplam fenolik tayini yapilmistir.
Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi polifenollerin ekstraksiyonda kullanilan PVP ile
baglanmasi ve filtre edilmesi sonucunda ham o6ziitte kalan fenolik derigimi 0.236 mM
gallik asit esdegeridir. Diyalizden sonra biiyiik boliimii uzaklastirilmig, kalan 0.079
mM’lik kisim da ayirma kolonunda tutulmus ve saf eluent polifenolik maddelerden

arinmis olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.6. Folin-Ciocalteau yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi.

Cizelge 4.3. Enzim ¢ozeltilerinde polifenol derigimleri.

Polifenol Derisimi, mM

(gallik asit esdegeri)
Ham Oziit 0.236
Diyaliz Sonrasi 0.079
Saf Eluent 0.000

4.2. OPTIMUM pH VE SICAKLIK DEGERLERI

4.2.1. Olgiim pH’1 Etkisi

Enzim aktivite Ol¢iimlerinde substratlarin hazirlandigi tamponlarin pH’1t enzim
kaynagina gore degisebilmektedir. Tamponun pH’1 enzimin yapisini, iizerindeki
yiikleri degistirebilmektedir. Literatiirde PPO enzimi aktivite 6l¢iimlerinde yaygin
olarak fosfat tamponu kullanilmaktadir. Bu nedenle bu calismada sodyum fosfat
tamponu tercih edildi. Yapilan pH taramasinda enzimin pH 3.00-5.50 arasinda diisiik
aktivite gosterdigi, 8.50-10.00 arasinda ise aktivitesini tamamen kaybettigi
gozlenmistir. Sekil 4.7°de gorildiigii gibi enzim pH 6.00—7.50 arasinda yiiksek aktivite
gbstermis ve bu aralikta gozlenen aktiviteler birbirine yakin oldugu i¢in tampon
pH’min bu aralikta herhangi bir degere ayarlanarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir. Bu ¢calismada pH 7.00 tercih edilmistir.
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6,000 A

5,000 A

4,000 4

3,000 A
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1,000 -

Enzim Aktivitesi, pmol dak* mL*

0,000

2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00

Sekil 4.7. Ol¢iim pH’1mnin enzim aktivitesine etkisi.

4.2.2. Ekstraksiyon pH’1 Etkisi

Ekstraksiyonda kullanilan tampon pH’min ekstraksiyon verimini nasil etkiledigini
saptamak amaciyla pH 3.00—10.00 arasinda hazirlanan ekstraksiyon ¢ozeltileriyle ayr1
ayr1 herbir pH’da ekstraksiyon yapilmis, elde edilen herbir ham 6ziitle enzim aktivite
Olciimii yapilarak Sekil 4.8’de goriilen grafik elde edilmistir. pH 3.00—4.50 arasinda
ve pH 8.50’un iizerinde aktivite diismiis, pH 5.00-8.00 arasinda ise birbirine yakin
degerler gozlenmistir. Bu sonuca gore ekstraksiyon ¢ozeltisi pH’1 5.00-8.00 arasinda

olabilir ve ¢aligmada ekstraksiyonlar pH 7.00°de yapilmistir.

4,000 -
3,500 A
3,000 A
2,500 A
2,000 -
1,500 -

1,000 4

Enzim Aktivitesi, pmol dak’* mL?

0,500 4

0,000 T T T T T T T T |
200 300 400 500 600 700 800 9,00 10,00 11,00
pH

Sekil 4.8. Ekstraksiyon pH’inin enzim aktivitesine etkisi.
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4.2.3. pH Kararhhlik Deneyi

Lactarius salmonicolor PPO enziminin kararliligini incelemek tizere Boliim 3.2.11°de
anlatildigr gibi pH 3.50-10.00 aras1 hazirlanan tamponlarda +4 °C’da bekletilen
enzimin pH davranis1 Sekil 4.9’da verilmistir. 2 saat bekletildikten sonra enzimin
katekol substrati ile gosterdigi optimum pH 6.5 olarak belirlenmistir fakat degerlerin
birbirine yakin olmasi nedeniyle enzimin kararlilik gosterdigi pH’m 6.00—7.00 aralig1
oldugu sdylenebilir. Ote yandan enzimin 5 giin bekletilmesi ile elde edilen sonug,
enzimin pH 4.00 ve 5.00’de kararli oldugunu géstermektedir (Sekil 4.10) ve enzim 5

giinii asan siirelerde bekletilmesi durumunda pH 4.00-5.00 tamponunda saklanabilir.

14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00
6,00
4,00 -

2,00 A

Enzim Aktivitesi, pmol dak'! mL?

0,00

3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00
pH

Sekil 4.9. Iki saat beklemenin pH kararligina etkisi.

Enzim Aktivitesi, umol dak'* mL*

3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00
pH

Sekil 4.10. Bes giinliik beklemenin pH kararligina etkisi.
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4.2.5. Olgiim Sicakhig

Su banyosunda ayarlanan sicaklikta 3 dakika bekletilen enzim ve katekol ¢ozeltisi UV-
Vis kiivetinde karistirilarak tepkime hizi 6l¢iilmiis ve aktiviteler hesaplanmistir. Sekil
4.11°de enzim aktivitesine karsilik sicaklik grafiginden goriildiigii izere +4 °C’ta elde
edilen diistik aktivite 10-30 °C araliginda yiikselmis ve bu aralikta birbirine yakin
degerler gostermistir. Enzim aktivitesi 40 °C’ta ani bir yiikselisle maksimum degere
ulagmistir. Daha ytiksek sicakliklarda ise enzim aktivitesini kaybetmeye baslamis ve

denaturizasyona ugrayarak 70 °C’ta oldukga diisiik bir aktivite degeri gostermistir.

8,00 1
7,00 A

6,00 -

Enzim Aktivitesi, pmol dak* mL?

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik, °C

Sekil 4. 11 Olgiim sicakligmin enzim aktivitesine etkisi.

4.2.6. Termal Kararhhk

Lactarius salmonicolor mantart PPO enziminin termal kararliligini saptamak igin
enzim ¢ozeltisi 3 saat istenen sicaklikta inkiibe edilmistir. Her yarim saatte bir katekol
substratiyla alinan tepkime hiz1 dl¢limleriyle enzim aktiviteleri hesaplanmistir. Sekil
4.12°de goriildigi gibi +4 °C’ta bekletilen enzim en yiiksek aktiviteleri gostermistir.
10, 20, 30 °C’taki aktiviteler daha diistiktiir. Bu sicakliklarda enzim birbirine yakin
aktivite degerleri gdstermistir. Bu {i¢ sicaklikta enzim aktivitesi ilk 2 saat boyunca
azalmis daha sonra 2 ve 3. saatler arasinda sabitlenmistir. 40 °C ve iizerinde ise ilk 30
dakikalik inkiibasyon sonunda aktivite gozlenmemistir. Lactarius salmonicolor

mantart PPO enziminin diger bitki ve mantar PPO’larina gore sicakliga karst daha
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dayaniksizdir ve elde edilen sonuglara gore saklama kosullarinin +4 °C’tan yukari

olmamasi gerekir.
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Sekil 4.12. Sicaklik ve bekletilme siiresinin termal kararliliga etkisi.

4.2.7. Enzimin Depolanma Kararhhg:

Lactarius salmonicolor PPO enzimi, yapilan raf 6mrii dl¢limlerine gore +4 °C’ta 1 ay
siireyle aktivitesini koruyabilmektedir. Ote yandan —18 °C’ta 1 sene siireyle yapilan

Olctimler aktivitesini bu siire zarfinda korudugunu gostermistir.
4.3. ENZIMIN KINETIK KARAKTERIZASYONU

Kinetik parametreleri belirlemek amaciyla 0.1-14.0 mM araliginda derisimlere sahip
katekol ¢Ozeltileri hazirlanmustir (Sekil 4.13). 0.1 mL enzim ¢ozeltisine 2.9 mL katekol
cozeltisi eklenerek baslatilan enzim-substrat tepkimesinin herbir katekol derisimi i¢in
tepkime hiz1 6l¢iilmiis ve enzim aktiviteleri hesaplanmustir (¢ = 1623 M cm?) [74].
Elde edilen Michaelis-Menten grafiginden x ve y degerlerinin resiprokalleri alinarak,
1N’ye karst 1/[S] grafigi (Lineweaver-Burk grafigi) c¢izilmis ve bu grafikten
Lineweaver-Burk denklemi kullanilarak Vmax Ve Km degerleri 7.220 pmol dak™* mL?

ve 2.694 mM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4. 13 Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.14. Lineweaver-Burk grafigi.

4.4. FARKLI SUBSTRATLARIN ARASTIRILMASI

4.4.1. Substrat Spesifikligi

Lactarius salmonicolor mantart PPO enziminin gesitli substratlara kars1 gosterdigi
aktiviteyi saptamak amaciyla farkli substratlar kullanilarak enzim aktivite olgtimleri
alimmistir. Bu amagla denemesi yapilan substratlar tirozin, p-krezol (monofenolikler),
katekol, 4-metilkatekol, 4-tersiyerbiitilkatekol, L-DOPA (difenolikler), pirogallol,
gallik asittir (trifenolikler). Enzim aktivite 6l¢iimii, olusan kinonoik iiriiniin olusum
hizina gore belirlenir ve Olglimlerde her substratin kinon yapisindaki {irtinii farkh

oldugundan bu iiriinlerin maksimum absorbans dalga boylar1 da farklidir. Bu nedenle
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herbir substrat i¢in {irliniin maksimum absorbans yaptig1 dalga boyu arastirilmistir

(Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. PPO substratlarinin absorbans spektrumlari.
Enzim ve substrat karistirtlarak 10 dakika {iriiniin olugsmas1 i¢in beklenmis ardindan

300-800 nm arasinda spektrum alinarak en yiiksek absorbans gosterdigi dalga boyu

saptanmustir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Kullanilan substratlarin 6zellikleri.

Substrat A (nm) Derisim (mM)
Tirozin Monofenol 475 5.0
p-Krezol Monofenol 400 3.3
Katekol Difenol 410 10.0
4-metilkatekol Difenol 400 10.0
4-tersiyerbiitilkatekol Difenol 400 2.5
L-dopa Difenol 475 10.0
Pirogallol Trifenol 400 50.0
Gallik Asit Trifenol 375 50.0

Substratlarla yapilan aktivite 6lgimleri saptanan dalga boylarinda yapilmistir. Sekil
4.16°da gorildiigl gibi enzimin monofenolik ve trifenoliklere kars1 aktivitesinin zayif
oldugu buna karsin difenoliklerden katekol ve L-DOPA’ya karsi oldukca yliksek
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuca dayanarak ¢alismada katekol substrati
kullanilmig, L-DOPA’nin ise pH ve sicaklik optimizasyonlar1 ve kinetik

karakterizasyonu yapilmistir.

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

Enzim Aktivitesi, umol dak* mL?

0,00

Sekil 4.16. Substratlarin enzim aktiviteleri.
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4.4.2. L-DOPA ile Ol¢iim pH’1 Optimizasyonu
pH 3.50-10.00 arasinda tampon c¢ozeltileri hazirlanmig, bunlardan hazirlanan L-

DOPA ¢ozeltileriyle aktivite Olgiimleri yapilmistir. Optimum Ol¢im pH’1 Sekil
4.17°den de goriildiigii gibi pH 6.00 olarak belirlenmistir.

14,00 1

= =
o »
o o
o o

8,00 -

6,00 -

4,00 A

Enzim Aktivitesi, pmol dak'* mL?

0,00

3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00
pH

Sekil 4.17. L-DOPA ile 6l¢iim pH’1nin enzim aktivitesine etkisi.

4.4.3. L-DOPA ile Sicakhik Optimizasyonu

Sicaklik taramast 4-70 °C arasinda yapilmig, Sekil 4.18’de goriildiigii gibi 2040 °C
aras1 yiiksek enzim aktivitesi gozlenmistir. Bu aralikta birbirine yakin aktivite
degerleri alinmigtir. 40 °C’den sonra ise enzim denaturizasyona ugrayarak 70 °C’de

aktivitesini tamamen kaybetmistir.
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Sekil 4.18. L-DOPA ile sicakligin enzim aktivitesine etkisi.

4.4.4. L-DOPA Kinetik Karakterizasyonu

Enzimin L-DOPA ile verdigi kinetik parametreleri saptamak amaciyla pH 6.00 fosfat
tamponuyla 0.005-10.00 mM arasinda degisen derisimlerde L-DOPA ¢ozeltileri
hazirlanmis ve Sekil 4.19°da goriildiigii gibi 475 nm’de yapilan tepkime hizi
dlgiimleriyle enzim aktiviteleri hesaplanmistir (¢ (-popa = 3600 M cm™) [89]. Sekil
4.20’de ise derisime karsi enzim aktivite grafiginden Lineweaver-Burk grafigi

cizilmistir. Vmax Ve Km degerleri sirastyla 6.477 umol dak* mL™ ve 2.494 mM olarak

hesaplanmuistir.
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5,00 4
4,00 A

Enzim Aktivitesi, umol dak* mL?
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Sekil 4.19. L-DOPA ile Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.20. L-DOPA ile Lineweaver-Burk grafigi.
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BOLUM 5

SONUC

Bu ¢alismada oksidorediiktaz siifindan bir enzim olan polifenol oksidaz Lactarius
salmonicolor mantarindan izole edilerek biyokimyasal ve kinetik 6zellikleri
arastirtlmistir. Bu amagla enzim, Lactarius salmonicolor mantarindan %5 PVP, %5
Triton X-100 yiizey aktif maddesi ve 1.0 mM PMSF igeren fosfat tamponuyla
ekstrakte edilip amonyum siilfatla ¢oktliriilmiis ve diyalizlenmistir. Afinite
kromatografisi uygulanarak saf enzim ¢ozeltisi elde edilmistir. Enzimin spesifik
aktivitesi ham enzim Oziitiinde 2.923 olarak bulunmus, afinite kromatografisinden
sonra elde edilen saf enzim eluentinde ise 46.244 olarak elde edilmistir. Buna goére
Lactarius salmonicolor PPO enzimi 15.821 kat saflastiriimistir.

Enzimin substratlar1 ile yapilan c¢alismada monofenolik, difenolik ve trifenolikler
denenmis, monofenolikler olan tirozin ve p-krezol, trifenolikler, pirogallol ve gallik
asit Lactarius salmonicolor PPO’1 tarafindan yiikseltgenememis, Ote yandan
difenoliklerden katekol ve L-DOPA’ya kars1 yiiksek aktivite gostermistir. Bu sonuglar
Lactarius salmonicolor PPO’inin difenolaz aktivite gosterdigini ortaya koymustur.
Optimum substrat olarak katekol belirlenmistir. Katekolle ¢izilen kalibrasyon
egrisinden LOD 0.168 mM, L-DOPA ile 0.0121 mM olarak elde edilmis, L-DOPA ile

hassasiyetin daha yiiksek, tayin sinirinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Katekol ve L-DOPA ile yapilan 6lgiim pH’1 ve sicaklik optimizasyonunda optimum
degerler pH 6.00 ve 40 °C olarak belirlenmistir. Lactarius salmonicolor PPO enzimi
pH kararliligin1 aragtirmak iizere farkli pH’larda, +4 °C’ta 2 saat ve 5 giin inkiibasyona
maruz birakilmistir. 2 saatlik bekleme siiresi sonunda enzimin optimum pH’inin
degismedigi, 5 giinliik inkiibasyondan sonra ise optimum pH’mn 6.00-7.00 araligindan
4.00-5.00 arahigina kaydig1 dolayisiyla enzimin pH’a karst duyarli oldugu

gbzlenmistir. Lactarius salmonicolor PPO’sunun termal kararliligini incelemek

amaciyla enzim 4-70 °C araligindaki sicakliklarda 3 saat inkiibe edilmis ve her yarim
saatte bir 0l¢ciim alinarak kalan aktivitesi belirlenmistir. Buna gore enzimin kararli
oldugu sicakliklarin 10, 20, 30, 40 °C olarak saptanmis, bu sicakliklarda 30 dakikadan
itibaren enzim aktivitesi degismemistir. 50, 60, 70 °C’larda ise 30 dakikadan sonra
enzim aktivitesi kalmamugtir. Lactarius salmonicolor PPO enziminin 10-40 °C
araliginda 3 saatlik inkiibasyonu sonucunda termal kararliliginin yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Daha yliksek sicakliklarda ise enzim denatiire olmakta ve aktivitesini

kaybetmektedir.

Degisen substrat derisimleri kullanilarak, enzim aktivitesine karsilik substrat grafigi
elde edilmis ve Lactarius salmonicolor PPO’sunun Michaelis-Menten kinetigine
uydugu goriilmiistiir. Cizilen grafikten enzimin 5 mM katekol derisiminde doygunluga
ulastig1 ve daha yiiksek substrat derisimlerinde artik enzim aktivitesinin degismedigi
saptanmistir. Bu deger L-DOPA i¢in 10 mM olarak bulunmustur. Lineweaver-Burk
grafiginden elde edilen Km Ve Vmax katekolle yapilan galigmadan 2.694 mM ve 7.220
umol dak* mL? olarak, L-DOPA ile yapilan ¢alismadan ise 2.494 mM ve 6.477 pmol

dak™* mL™* olarak elde edilmistir.

Enzimlerin endiistriyel uygulamalarda kimyasal katalizorlere gore iistiin olmasi bu
enzimlerin kullanimiin artmasma, bu ylizden de enzimin farkli kaynaklardan
izolasyonuna yonelik ¢aligmalarin giderek gelismesine sebep olmustur. PPO bazi
klinik kimyasallarin sentezinde ve kozmetik sanayiinde kullanilabilirligi yaninda
cevre sularinda kirlilik yaratan fenoliklerin kantitatif tespit ve tayinine kadar genis bir

uygulama alanma sahiptir. Bu nedenle bu enzimin saflagtirma calismalar1 ve
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karakterizasyonu, enzimin endiistride kullanilabilirligi {izerine yapilan arastirmalar

agisindan onemlidir.

PPO’nun sebep oldugu esmerlesme tepkimelerinin bitki, meyve veya mantardaki
fenolik igerige ve PPO aktivitesine gore degistigi bilinmektedir. Enzimatik
esmerlesme tepkimelerinin dolayisiyla PPO aktivitesinin kontrol edilebilmesi enzim
aktivitesine etki eden parametrelerin iyi bilinmesiyle miimkiindiir. Bu nedenle bitki,
meyva ve mantarlardan izole edilen enzimin karakterizasyon calismalar1 énemli ve
gereklidir. Bu amagla, bu ¢alismada Lactarius salmonicolor PPO’su incelenmis ve

karakterize edilmistir.
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