T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJIi VE GENETIK

ENDEMIK SALVIA HUBERI HEDGE TURUNUN POLIFENOL
OKSIDAZ AKTIVITESI

YUKSEK LISANS TEZi

PAKIZE OZKAYA

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr. Serap DOGAN (Tez Danismani)

Do¢. Dr. Yasemin TURHAN

Dr. Ogr. Uy. Dudu DEMIR

BALIKESIR, NiSAN - 2018



KABUL VE ONAY SAYFASI

PAKIZE OZKAYA tarafindan hazirlanan “ENDEMIK SALVIA
HUBERI HEDGE TURUNUN POLIFENOL OKSIiDAZ AKTIVITESI” adli
tez galismasinin savunma smavi 19.04.2018 tarihinde yapilmis olup asagida
verilen jiiri tarafindan oy birligi ile Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

D /( < —
anisman = =

Prof. Dr. Serap DOGAN

—

Uye
Dog. Dr. Yasemin TURHAN 7/%/“’/'_7

Uye ‘
Dr. Ogr. Uy. Dudu DEMIR

Juri tyeleri tarafindan kabul edilmis olan bu tez Balikesir Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulunca onanmastir.

Fen Bilimleri Enstitiisti MUAUIlT =~ eeeeeeeeeeeeeeeveeeeesereeereesinesneas

Prof, Dr. Necati OZDEMIR



OZET

ENDEMIK SALVIA HUBERI HEDGE TURUNUN POLIFENOL OKSIDAZ
AKTIVITESI
YUKSEK LiSANS TEZi
PAKIZE OZKAYA
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)
BALIKESIR, MART - 2018

Bu ¢alismada Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksidazin
(PFO) kismi karakterizasyonu yapilmistir. PFO, Salvia huberi L.’den ekstrakte
edilerek amonyum siilfat ¢Sktiirmesi ((NH4),SO4) ve diyaliz yoluyla kismen
saflastirilmistir. PFO’nun katalizleme giiciinii ve substrat spesifikligini belirlemek
lizere katekol, 4-metil katekol ve pirogallol kullanilmigtir. Enzimin optimum pH ,
sicaklik ve konsantrasyonu belirlenmistir. Ayrica glutatyon ve askorbik asit
kullanilarak inhibisyon tipleri belirlenmeye calisilmistir. Salvia huberi
HEDGE’nin Bradford yontemi kullanilarak protein igerigi tespit edilmistir.

PFO; katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlarina kargi aktivite
gostermistir. Enzimin katalizleme giictinii gdsteren Vyax/Ky degerine gore en iyi
substratin pirogallol oldugu ve bunu sirasiyla katekol ve 4-metil katekoliin izledigi
gozlemlenmistir. Optimum pH degerlerinin sirasiyla katekol, 4-metil katekol ve
pirogallol substratlar1 igin 7.5, 5.0 ve 7.5 oldugu bulunmustur. Optimum sicaklik
degerleri katekol substrati igin 10, 4-metil katekol substrati i¢in 25 ve pirogallol
substratr igin 35 °C oldugu belirlenmistir. Optimum tampon konsantrasyonu
degerleri katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substrati i¢in sirasiyla 60 mM, 100
mM ve 10 mM oldugu tespit edilmistir. Bradford metoduna gore belirlenen
toplam ham protein igeriginin ise 930 pg/mL™ oldugu belirlenmistir. Substrat
olarak katekol ve pirogallol kullanildiginda en etkin inhibit6riin askorbik asit,
substrat olarak 4-metil katekol kullanildiginda en etkin inhibit6riin glutatyon
oldugu bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Salvia huberi HEDGE, polifenol oksidaz, pH,
sicaklik, inhibisyon, substrat spesifikligi.



ABSTRACT

POLYPHENOLOXIDASE ACTIVITY OF ENDEMIC SALVIA HUBERI
HEDGE
MSC THESIS
PAKIZE OZKAYA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BiOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF.DR. SERAP DOGAN)
BALIKESIR, MARCH 2018

In this study, partial characterization of polyphenol oxidase (PPO)
extracted from Salvia huberi HEDGE was performed. PPO was partially purified
by ammonium sulphate ((NH),SO4) precipitation and dialysis methods after
being extracted from Salvia huberi L. In order to determine the specificity of
substrate and catalysis, catechol, 4-methyl catechol and pyrogallol were used.
Optimum pH, temperature and concentrations were determined. In addition,
inhibition types were determined by glutathion and ascorbic acid. The protein
content of Salvia huberi L. was also determined by Bradford method.

PFO showed enzyme activities against catechol, 4-methyl catechol and
pyrogallol substrates. According to Vy./Km values, representing the power of
enzyme catalysis, it was observed that the best substrate was pyrogallol followed
by catechol and 4-methyl catechol. Optimum pH values were found as 7.5, 5.0
and 7.5 for catechol, 4- methyl catechol and pyrogallol, respectively. Optimum
temperatures were found as 10 °C for catechol, 25 °C for 4-methyl catechol and 35
°C for pyrogallol. Optimum buffer concentrations were determined as 60 mM, 100
mM and 10 mM for catechol, 4- methyl catechol and pyrogallol, respectively.
According to the Bradford assay results, total protein content was found as 930
pg/ mL™. Tt was found the most effective inhibitor ascorbic acid using as substrate
pyrogallol and catechol, the most effective inhibitor glutatyone using as substrate
4-methyl catechol.

KEYWORDS: Salvia huberi HEDGE, poliphenol oxidase, pH, temperature,
inhibition, substrate specificity.
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1. GIRIS

Giinliik hayatimizda 6nemli yere sahip olan enzimler ilag, gida, kimya
endiistrisi, dericilik, boya ve temizlik maddeleri, tip, tarim, veterinerlik, biyoloji
ve biyoteknoloji bilimi gibi farkli alanlarda olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bazi durumlarda enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar gida
endiistrisi agisindan olumlu sonuglar verirken, bazi durumlarda istenmeyen
sonuglarla karsilasiimaktadir. Ayrica gida endiistrisinde pastorizasyon ve
sterilizasyonun uygun sekilde yapilip yapilmadiginin tespiti i¢in de enzimlerden
faydalanilmaktadir [1]. Sebze ve meyvelerde medyana gelen kimyasal degisimler
enzimatik ve enzimatik olmayan kimyasal reaksiyonlar ile olusurlar. Isletmeciler
ve tiiketiciler igin enzimatik kararma o6nemli bir yer tutar. Ozellikle bitki
caylarmin lezzetinin ve deminin belirlenmesinde polifenol oksidaz enziminin
(PFO; EC 1.14.18.1) etkisi olduk¢a onemlidir. Ciinkii ¢cay, kahve ve kakaonun
tiretiminde enzimatik kararma istenilen 6nemli bir prosestir. Siyah ¢ayin iiretimi
sliresince meydana gelen biyokimyasal degisimler ¢cayin lezzetini veren teaflavin
ve tearubinlerin iiretilmesi agisindan 6nemlidir. Bu c¢alismada Salvia huberi
HEDGE’den elde edilen halk arasinda bitki ¢ayr olarak kullanilan polifenol
oksidazin kismen saflagtirilmasi yapilarak substrat spesifikligi, optimum pH,
sicaklik, tampon konsantrasyonu ve inhibisyon kinetigi gibi bazi biyokimyasal

ozelliklerinin arastirilmasi amaglanmistir.

11 Enzimler

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 10%-10%° kat hizlandiran higbir yan
iriin olusmasina firsat vermeden %100 verimle calisan ve reaksiyondan hig
degismeden ¢ikan biyolojik katalizorlerdir. Enzimler, proteinler i¢in en dzgiin ve
en biyiik grubu olustururlar [2]. Organizmada organik molekiillerin solunum, kas
hareketleri, yapim, yikim olaylar1 enzimlerin yardimiyla gergeklestirilmektedir.

Bununla beraber yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor



olmalari, enzimlerden dogal ortamlar1 disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme

imkan1 saglamaktadir.

Enzimler diger pek ¢ok kimyasal katalizore gore ¢ok daha fazla iistiinliik
gosterirler. Kimyasal reaksiyonlara karsi spesifik olmalarida bunlardan bir

tanesidir [1].

1.2 Adacayi (Salvia huberi HEDGE)

Salvia huberi HEDGE, Lamiaceae familyasina ait, halk arasinda "adagay1"
olarak adlandirilan 6nemli endemik bir bitkidir. Lamiaceae familyas1 yaklasik 200
cins ve 3000 kadar tiir barindirmaktadir. Tiirkiye’de ise en zengin familyalar
arasinda bulunmakla beraber takson sayisi bakimindan 45 cins ve 513 tiir
icermektedir [3]. Yetistigi topragin pH’st 7.53-7.83 araliginda olup,yine topragi
%77.27’si hafif alkali iken %22.30’u notr durumdadir [4]. Salvia huberi
tilkemizin Kuzey Dogu Bélgesinde Erzurum-Taseli civarinda lokalize olmaktadir.
Genellikle egimli yamaclarda ve taslik alanlarda gelismektedir. Govde yiizeyi
salg tiiyleri ile kapli olan bitkinin Agustos sonlar1 meyveli donemi iken Temmuz
ay1 ¢igeklidir ve bunun yaninda bitkinin boyu 12-50 cm arasinda degismektedir
[4]. Bu tiir genellikle 1100-2200 m yiiksekliklerde bulunmaktadir. S. rosifoliaya
benzer, fakat gigcek sayisi daha azdir. Bitkinin gévdesi dallanmis yapida, yari
calims1 ve dikdortgenimsidir [5]. Yaklasik olarak bir ¢igek durumunda 2-7 ¢igek
bulunmaktadir [5]

Sekil 1.1: Salvia huberi HEDGE’nin Tiirkiye’de yetistigi yerler (@).



Sekil 1.2: Salvia huberi HEDGE’nin Erzurum ve gevresinde yetistigi yerler (@).

Ucucu yaglarindan dolayr Lamiaceae familyasi iiyeleri bir¢ok alanda
oldukg¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Kozmetik, parfiimeri, ilag ve gida endiistrisinde
yaygin olarak pek cok Salvia tiriinin ugucu yaglart kullanilmaktadir [6].
Genellikle Salvia HEDGE tiirlerinde flavonlar, ugucu yaglar ve fenolik bilesikler
yer almaktadir [7].

Sifali bitkiler icerisinde yer alan Salvia tiirlerinin adagaymin zayif
hafizalar giiglendirdigi herbalist John Gerard tarafindan ortaya atilmisti. Ingiliz
aragtirmacilar tarafindan adagayinin asetilkolini zayiflatan enzimlerin etkilerini
ortadan kaldirdigini, bu sebeple de Alzheimerin tedavi edilmesinde ve

engellenmesinde etkili olacagi ispatlanmistir [8].

Salvia huberi HEDGE grip, nezle, astim tedavisinde, karin agris1 ve dis eti
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunun yani sira kalp ve damar
hastaliklarinin tedavisi i¢in de tercih edilmektedir [9]. Ayn1 zamanda Salvia tiirleri
yapisindaki fenolik bilesiklerden dolay: giiclii birer antioksidan etkiye de sahiptir
[10]. Salvia huberi HEDGE nesli yok olma tehlikesiyle karsi karsiya olan ve

tilkemizde oldukga sinirl bélgede yetisen, ekonomik, tibbi ve zirai agidan biiyiik



oneme sahip bir bitki tiiriidiir [4]. Sekil 1.3 (a) ve Sekil 1.4’te (b) Salvia

huberi nin gorseline yer verilmistir.

Sekil 1.3: Salvia huberi HEDGE’nin fotografi (a). (Fotograf: T. DIRMENCI)

Sekil 1.4: Salvia huberi HEDGE nin fotografi (b). (Fotograf: T. DIRMENCI)



1.3 Polifenol Oksidaz

Tum filogenetik skalada bakterilerden memelilere kadar biiyiik bir yere
sahip olan, igeriginde bakir bulunduran, polifenol oksidazlar olarak adlandirilan
enzimler proteinlerin bir grubudur. Molekiiler oksijen varliginda fenollerin

oksidasyonunu katalizleme kapasitesinin bulunmasi, bu grubun ortak 6zelligidir

[11].

Bircok meyve ve bitkide gozlenen renk degisimi bir diger adiylada
enzimatik kararma olarak da bilinmektedir. Olusan bu renk degisimlerinin nedeni
enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlardir. Enzimatik kararmaya (renk

degisimi) sebep olan baslica enzim polifenol oksidazdir [12].

Polifenoloksidaz (PFO) (E.C.1.14.18.1) Polifenollerin oksidasyonunu,
monofenollerin hidroksilasyonunu katalizleyen bir monooksigenazdir. PFO,
oksijen yardimiyla hidrojen yakaladigindan dolay1 oksidorediiktaz sinifinda yer
almaktadir [13]. PFO; mantarlarda, hayvansal dokularda ve yiiksek bitkilerde bol
miktarda bulunmaktadir [14]. Bu enzim mantar ve bitkiler alemindeki biiyiik yer
tutan substrat spesifikligine bagli olarak gesitli isimlerle de bilinmektedir. Bunlar;
katekol oksidaz, monofenol oksidaz, tirozinaz, o-difenol oksidaz, fenolaz, o-
fenolaz, fenolazdir [15,16]. Polifenoloksidaz, iki tip reaksiyonu katalizlemektedir.
Polifenoloksidaz molekiiler oksijen varliginda o-dihidroksi fenollerin o-kinonlara
oksidasyonunu (katekolaz aktivitesi) ve monofenollerin o-dihidroksi fenollere
hidroksilasyonunu (kresolaz aktivitesi) katalizler. Meydana gelen kinonlar koyu
renkli pigmentlere kondense olabilecegi gibi bazi proteinlerin yapisina da
baglanabilirler [17]. Sekil 1.5’te katekolaz ve kresolaz aktivitesine ait sekle yer

verilmistir.
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Sekil 1.5: PFO’nun varliginda monofenoliin difenole (Kresolaz aktivitesi) ve
difenoliin o-benzokinona oksidasyonu (Katekolaz aktivitesi) [13].

Polifenoloksidaz olgunlagmis bir bitkinin sitoplazmasinda yer alir ve
patojen mikroorganizmalara karsi bitkinin direng gostermesini saglar. Ayrica
PFO’nun aktivitesi ile olusan suda ¢6ziinmeyen polimerler vasitasiyla zedelenmis

dokularda tampon vazifesi goriirler [13].

1.3.1 Polifenol Oksidazin Tabiattaki Dagilimi

Polifenoloksidaz, yemelik mantarlarda Schoenbein tarafindan ilk olarak
1856 yilinda kesfedilmistir. Bitkilerde polifenoller ve polifenol oksidaz yaygin
olarak bulunmaktadir. Bunun yaninda PFO bazi hayvansal organizmalarda,
mikroorganizmalarda ve 6zellikle de mantarlarda da bulunur [18]. Bu enzimin
varligina kabuklu deniz hayvanlarindan; beyaz karides ve kiigiik karideste de
rastlanmistir [19]. PFO, bitkisel gidalarda renk degisimine sebep olurken, aym
degisim hayvansal gidalarda da s6z konusudur [20]. Ayrica bu enzim sayesinde
boceklerdeki dis iskeletin gelisimi saglanir. Sentezlenen melanin yardimiyla da
mikroorganizmalardan korunma gergeklesir. Polifenol oksidaz insanlarda da

g6ziin, cildin ve sagin pigmentasyonunda gorevlidir [21].



1.3.2  Polifenol Oksidazin Bitkilerde Biyolojik Onemi

Polifenol oksidazin yapilan ¢aligmalar sayesinde hastalik direncine karsi
onemli bir yerinin oldugu ortaya konulmustur [13, 22]. Dogada genis bir skalaya
yayilan ve doku zedelenmelerinden kaynakli istenmeyen renk degisimine neden
olan bu enzim, bitkilerin kloroplast tilekoidlerinin membranlarinda lokalize
olmustur. Ornegin patojen bakteri olan Psedudomonas syringe’nin sebep oldugu
enfeksiyon durumunda savunma maksadiyla PFO gereginden fazla ekspire olur.
Yine buna benzer savunma durumu bgcek istilasi sirasinda da gozlenir. PFO, yesil
seftali aphidi, pancar kurdu, domates meyve kurdu gibi kiigiik zararli béceklerin
yol agtig1 zedelenmelerden sonra ekspire olur ve bdceklere karsi bir savunma
gelistirir. Bunlara ek olarak Mehler reaksiyonunda PFO’nun kloroplast

mezofillerinde fonksiyonel oldugu bildirilmektedir [22].

Diger yandan ekmek, makarna gibi iiriinlerin PFO aktivitesinden kaynakli
kararma gosterdigi enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan kinonlarin bir araya
gelerek hazmolma ozelliklerini ve bu arada lisin aminoasidinin faydalarini
azalttigr belirtilmistir [23]. Enzimatik kararmanin istendigi tiriinler ise kakao,
kahve ve ¢aydir. Siyah ¢ayin liretimi boyunca olusan biyokimyasal degisiklikler
cayin lezzetini veren tearubinler ve teaflavinlerin iiretilmesi bakimindan énemlidir

[24].

1.3.3 Polifenol Oksidaz Substratlar:

Basit fenoller ve flavonoid tipi fenoller bu enzimin meyve ve sebzelerde
en yaygin goriilen substratlaridir. Flavonoidler , bitkilerin yenilebilir kisimlari ile
tohum, meyve, yaprak, kok ve govde kisimlarinda fakat konsantre bir sekilde
olmayip, c¢esitli boliimlerinde homojen olarak dagilmiglardir. Polifenoller
yenilebilir {riinlerin biiyilik bir kisminda kararmaya sebep olan reaksiyonu
meydana getirirler [13]. Sekil 1.6’da flovonoidin yapisi gériilmektedir.

Farkli  tiirdeki  flavonoid  bilesiklerinden  yalmizca  Kkatekinler,
lI6koantosiyanidinler, flavonoller, sinnamik asit tiirevleri ve basit fenoller

bitkilerde dogal olarak bulunup, besinlerin 6nemli bir kismini olustururlar [19].



Sekil 1.6: Flavonoidin yapist.

Bir¢ok flavonoidin hidroksilli tiirevleri resolsinol (A halkasi) ve bir
katekol birimi (B halkasi) bulundururlar. Katekinlerin yapist i¢in gelistirilen
modellerden flavonoid halkasinin kirilma, parcalanma ve sentez reaksiyonlari

incelenmistir. Katekinler, (+) katekin ve onun steroizomeri (-) epikatekindir [13].

Asidik ortamda isitilarak antosiyanidinlere doniisen 16koantosiyanidinler
kirmizi-mavi bitki pigmentlerinin biiyiik bir grubudur. Lokoantosiyanidinler biitiin
olgunlagmis bitkilerde ve 6zellikle de ¢igek, meyve ve yapraklarda ayni zamanda

govde ve koklerde de yer almaktadir [13].

Antoksantin pigmentleri olarak da adlandirilan flavonoller agik yesil renkli
ve genellikle glikozidler halinde bulunurlar. Bazen enzimatik Kkararma
reaksiyonlarina bizzat katilirlar. Sinnamik asit tiirevleri bir flavonoid olmamasina
ragmen Cs-C; fenil propan biriminin olugmasinda ilk olarak B halkasinin

sentezlenmesinde kullanildigi belirtilmistir [20].

Katekol en basit fenoldiir ¢linkii hidroksilli B halkasina sahiptir. Gallik
asit, hidroliz olabilen taninlerin esas birimini olusturur. Gallik asit serbest olarak

az miktarda birka¢ meyvede ve diger gidalarda bulunur.

Bir¢ok gidada yer alan ve Onemli bir aminoasit olan tirozin, melanin
olusumunda da klasik monohidroksifenolik bir substrattir. Ayrica tirozinin

hidroksilasyon {iriinii olan dopa ve dopamin bitki dokularinda bulunur [20].



1.4 Enzimatik Kararma

Besinlerin toplanmasi ve depolanmasi sirasinda gézlenen enzimatik
kararma meyve ve sebzelerde dokularin bir sekilde kesilmesi, yaralanmasi ya da
kabuklarinin soyulmasi sonucu meydana gelebilmektedir. Bu renk degisimleri
enzimatik ve enzimatik olmayan kimyasal reaksiyonlar sonucu olusmaktadir [24,
25]. Gida endiistrisinde 6nemli bir problem teskil eden enzimatik kararma ya da
fenolik kararma bazi {iirlinlerde istenmeyen tat, renk ve koku olusumuna sebep
olur. Ancak bitki ¢aylarinin hazirlanmasinda, iiziimiin ve erigin olgunlagsmasinda
enzimatik kararma arzulanan bir prosestir. Yesil ¢cayin orijinal flavonoid igeriginin
%20’si fermantasyon siiresince ¢dziinmeyen ve infilizyondan sonra kahverengi cay

yapraklarmin kalmtilaridir [13].

Bir diger taraftan da enzimatik olmayan kararma indirgen sekerler ile
aminoasitler arasinda olusan ve Maillard reaksiyonu olarak da tanman bir
kimyasal siirecin sonucudur. Bu reaksiyonlar oksijensiz ortamlarda etki ederler.
Fakat oksijen bu reaksiyonlar i¢in katalizér durumundadir. Enzim olmadig
durumlarda da devam eden renk bozunmalart {iriiniin islenmeye baglanip
tilketimine kadar stiregelirler [26]. Lakkaz, peroksidaz ve polifenol oksidaz
(tirozinaz) fenolik maddeleri okside etme yetegi olan enzimlerdir. Bu ti¢ enzimin
substrat tercihleri birbirine benzerdir. Bu enzimlerin ayirt edilmesi i¢in secilmis

inhibitorlerin kullanilmasi biiyiik yarar saglamaktadir [27].

Polifenol oksidaz renksiz olan fenolik molekiilleri okside ederek renkli
tirlinlerin ortaya c¢ikmasina neden olur. Kresolaz aktivitesi i¢in bu siiregte ilk
olarak monofenoller difenollere yiikseltgenir ve bunun sonucunda olusan iiriinler
polifenol oksidaz wvasitasiyla o-kinonlara yiikseltgenerek katekolaz aktivitesi
olusur. Meydana gelen o-kinonlar polimerize olurlar. Olusan aminoasitler ve
proteinlerle kompleks olusturarak kahverengi pigmentlere doniisiirler. Olusan
pigmentler yiiksek molekiiler agirliga sahip birer polimerdir. Dogal flavonoid
maddelerden olan sebze ve meyvelerde bol miktarda yer alan, Kkatekinler,
proantosiyanidinler (I6koantosiyanidinler), antosiyanidinler, flavonoller ile bunun
yaninda hidroksibenzoik, hidroksisinamik ve bunlarin tiirevleri olan ¢esitli

bilesikler; kafeik, ferulik, p-kumarik, kuinik, gallik, sinamik ve klorogenik asitler



gibi ¢ok cesitli basit fenolik maddeler ve polifenollerin enzimatik kararma

reaksiyonlarinda rol oynadig1 gézlenmektedir [28].
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Sekil 1.7: Polifenol oksidazin kararmadaki rolii [13].

Bazi fenolik maddeler inhibitdr rolii oynarken bunun tam aksine,
enzimatik kararma reaksiyonlarinda bir¢ok polifenolik madde de substrat olarak
rol oynar. Sekil 1.7’de PFO enziminin kararmadaki rolii anlatilmaktadir.
Enzimatik kararma reaksiyonlarinin olustugu ortamda bulunan bazi maddeler,
renk degisimlerinin kilit maddesi olan o-kinonlar1 geriye, yani o-fenolik formlara
indirgeme niteligine sahiptirler. Boylece enzimatik kararma olayi, o noktada
durmakta ve renk bozulmamaktadir. Bu indirgen maddelerin basinda askorbik asit
gelmektedir. Askorbik asit olusan o-kinonlari, o-fenolik bilesiklere indirgeyerek
renk bozunmasini engellemekte ve bu sirada askorbik asit pargcalanmaktadir.
Ayrica askorbik asit ortamdaki oksijeni indirgeyerek de kararma reaksiyonlarini

ikinci bir yolla inhibe etme 6zelligine sahiptir [29].

1.5 Polifenol Oksidaz ile Yapilan Calismalarin Ozeti

Mayende ve arkadaslari, ¢iiriiyen yapraklardan elde ettikleri termofilik
Basillus spp.’den aldiklar1 seliilaz ve PFO aktivitelerini 6l¢miislerdir. Bunun

sonucunda seliilaz ve polifenol oksidaz igin sicaklik optimumlari sirasiyla 70 ve
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40 °C olarak belirlenmis, maksimum seliilaz aktivitesi, 1.333 mg glikoz olarak
saptanmig, maksimum polifenol oksidaz aktivitesi 5.111 nmol/ ml”" dak™ olarak
bulunmus [30]. Durigan ve arkadaslari, Averrhoa carambola L.’nin yedi
genotipinde PFO aktivitesini aragtirmiglardir ve dlgiimler sonucunda biiyiik 6lgiide
kararma saptamislar en yiiksek polifenol oksidaz (PFO) konsantrasyonunu katekol
ile muameleri sonucunda gozlemisler. [31]. Nunez- Delicado ve arkadaslari,
Napoleon tizimlerinden elde ettikleri latent PFO’yu Triton X-114 ile iki fazli
b6lme yaklasimimi kullanarak elde etmisler ve optimal aktivite degerlerini
bulmuslardir, SDS yoklugunda, enzimin pH 3,0°da maksimum aktivite gosterdigi
saptanmis bunun yaninda substrat olarak 4-tert-biitilkatekol (TBC) kullanilarak %
0.2 SDS varliginda pH 3.0 ve pH 6.0'da kinetik olarak karakterize edildigini
gozlemisler ve enzimin oldukga 1siya kararli oldugu ,aktivitenin% 80'inin 70 °C'
de kaldigini bulmuslar [32]. Khan ve arkadaglari, amonyum siilfatla ¢oktiirdiikleri
patates proteinlerinden bir adsorbant olan celite 545 iizerinde PFO’yu direkt
immobilize etmislerdir. Sonu¢ olarak immobilize edilmis PPO aktivitesinin
verimi, pH 7.0 tamponu i¢inde maksimum olmustur. Polifenol oksidaz aktivitesi,
Triton X 100 ve Tween 20 gibi iyonik olmayan deterjanlarin konsantrasyonunun
artmastyla belirgin sekilde arttirilmistir [33]. Dogan ve arkadaslari, farkli patlican
kiiltiirlerinden PFO’yu kismen saflastirmiglar ve PFO aktivitesi iizerine pH,
sicaklik, substrat spesifikligi ve 1s1 inaktivasyonu gibi bazi kinetik parametrelerin
etkilerini saptamiglardir. Patlican PFO'1 i¢in optimum pH, substrat olarak katekol
kullanildiginda 7.0, 4-metilkartekol kullanildiginda ise 6.0 bulunmus bunun
yaninda optimum sicakligida her iki substrat i¢in 30 °C bulmuglar. [34]. Matsui ve
arkadaglari, yesil hindistan cevizi suyundan elde ettikleri PFO ve peroksidaz
enzimlerinin termal inaktivasyonlarini incelemislerdir ve tuzlar ile enzimler
arasindaki temas sayesinde, baslangigtaki aktivitenin siddetli bir sekilde
azalmasini saglamiglardir [35]. Sojo ve arkadaslari, muz polifenol oksidazi ile bir
tetrahidroizokinolin olan salsolinoliin oksidasyonunu arastirmiglar ve bu
oksidasyonun pH‘ya baghh oldugunu ve o&zellikle asidik pH degerlerinde
maksimum seviyeye ulastigini bulmuslar, fizyolojik kosullari taklit etmek igin
dopamin, reaksiyon ortamina eklendiginde, salsolinol dopamin-kuinon ile birlikte
oksitlenmistir [36]. Nagai ve Suzuki, Cin kabagindan (Brassica rapa L.) PFO’yu
kismen saflastirmislar ve PFO aktivitesi lizerine zamanin, pH’nin, sicakhigin,

substratlarin ve inhibitorlerin etkilerini bulmuslardir sonug olarak optimum pH’1
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5.0 bulurken optimum sicaklig1 40 °C bulmuslardir, en etkili inhibitorler sirasiyla
askorbik asit, glutatyon ve L-sistein olarak bulunmus [37]. B6yiikbayram ve
arkadaslari, kirmizi saraptaki kararli fenolik bilesiklerin belirlenmesinde
kullanilan iletken  kopolimerlerde PFO’nun immobilizasyonu vasitasiyla
biosensorlerin  hazirlanmasint  saptamiglardir, karakterizasyonlar, Fourier
transform infrared spektroskopi (FTIR) ve taramali elektron mikroskopisi (SEM)
tizerine kurulmus, enzim elektrotlarinin stabilitesini ve raf 6mriinii aragtirmiglardir
[38]. Marusek ve arkadaslari, bitki ve fungus tiirlerinden elde ettikleri PFO’nun
karsilagtirmali analizini ¢alismislardir, dizilim hizalamalari ve ikincil yapi
tahminlerine gore, polifenol oksidazlarin C-terminal alanlarinm iigiinciil yapida
hemosiyanininkine benzeyebilecegini sonucuna varmiglardir [39]. Maki ve
Morohasi,  domateste  tohumlarin  koklenmesinden  sonra  mikropilar
endospermdeki PFO aktivitesinin arttigin1 bulmuslardir ve doku baski analizleri,
aktivitenin biiyiik kisminin mikroskopik alanda lokalize oldugunu gostermistir
[40]. Gutes ve arkadaslari, polifenolokidaz biyosensorleri vasitasi ile fenolik
bilesiklerin belirlenmesini incelemislerdir [41]. Unal, Anamur muzundan elde
ettigi PFO’nun optimum sicaklik, pH, termal inaktivasyon ve inhibisyon
calismalarint saptamistir; muz PFO aktivitesi igcin optimum sicakligi 30 °C,
optimum pH aktivitesini 7.0 olarak bulmuslardir. Bunun yaninda Km ve Vmax
degerleri sirasiyla 8.5 mM ve 0.754 OD410 dk™ en etkili inhibitorlerin ise
askorbik asit ve sodyum metabisiilfit oldugunu saptamislardir [42]. Mdluli,
Afrika’da yetisen Scalerocarya birrea subsp. Caffra’den elde ettigi PFO ve
peroksidazi saflastirarak karakterizasyonunu belirlemeye c¢alismistir; PFO’nun
katekol i¢in optimum pH’mi 7.0 olarak, Ky degerlerinin de Kkatesin, 4-
metilkatekol, 3,4-dihidroksifenil propanoik asit (DHPPA) ve katekol igin de
sirastyla 1.41mM, 1.43 mM, 3.73 mM ve 4.99 mM degerlerine sahip oldugunu
bulmuglardir [43]. Gui ve arkadaslari, karbondioksite maruz birakilan elma
suyundaki PFO’nun inaktivasyonunu  calismislardir [44]. Broothaerts ve
arkadaslari, elma ve tiitiin yapraklarindan elde edilen PFO aktivitesi iizerine TX-
100, SDS, pH, substrat konsantrasyonunun ve inhibit6rlerin etkisini
saptamiglardir; ekstraksiyon ile Triton X-100 ilavesi sayesinde elma ve tiitiinden
alman PFO aktivitesinde sirasiyla % 44 ve %74 artis saglamislardir. Elma
PFO’sunun 4-metil katekol i¢in Ky degeri 8,1mM; tiitiin PFO’sunun 4-metil

katekol i¢in Ky degeri 4,3 mM oldugunu bulmuslardir [45]. Jiang ve arkadaslar
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sabunagac1 meyvesinden elde ettikleri polifenoloksidazi Sephadex G-100 jelini
kullanarak saflagtirmislar sonucunda glutatyon, L-sistein ve sitrik asitin, PFO
aktivitesini belirgin sekilde inhibe ettigini saptamislardir [46]. Gawlik-Dziki ve
arkadaslari, brokoliden elde edilen PFO’nun karakterizasyonunu incelemisler ve
maksimum aktivitenin katekol ve 4-metilkatekol substratlari i¢in pH 5,7°de ve en

etkili inhibitériinde sodyum siilfat oldugunu saptamislar [47].

1.6  Enzim Kinetigi

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyon hizlarinin incelenmesine enzim
kinetigi denir. Biyolojik kataliz6rler olan enzimler substratlar1 ile yada bazen
koenzimleri ile kompleks olustururlar. Ortamdaki tiim enzim doygunluk
durumuna ulastiginda ES kompleksi olustururlar. Asagidaki esitlik enzim-

substrat arasindaki reaksiyon igindir [29].

ks
ki ~
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Michaelis-Menten denklemi bu kimyasal reaksiyon i¢in asagidaki gibi verilebilir:

_ Vmax. [§]
~ [S]+ Km

Burada; Vi, enzimin substrata doydugu andaki hiz (EU dak™),
Km, maximum hizin yarisina ulasildigi andaki substrat konsantrasyonu
[S], substrat konsantrasyonu,

Vo, baslangi¢ hizi (EU dak™)

Asagidaki sekilde enzimli bir reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile
degisimi yer almaktadir. Substrat konsantrasyonu diisiik oldugunda reaksiyonun

hiz1 substrat konsantrasyonu ile orantili olarak artar bu da demektir ki reaksiyon
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substrata gore birinci dereceden. Substratin konsantrasyonu arttirildiginda
reaksiyon hizinda bir azalma gézlenir bu durumda reaksiyon sifir ile birinci derece
arasinda yer alir. Substrat konsantrasyonu daha ¢ok arttirildiginda ise hiz sabitlesir
ve substrat konsantrasyonu ile degismez. Bu durumda reaksiyon sifirinci

derecededir. Sonug olarak tiim enzim molekiilleri substrat ile doymus hale gelir.

Vingx

3 ) s
Vimax w
Yo 4 ’

%Vmax -

Vmax
I /

i

1 |

o Km 2Km 3Km 4Km SKm
5

Sekil 1.8: Michealis-Menten egrisi.

Michaelis-Menten esitliginin parametrelerini belirlemek igin birka¢ metot
vardir. [S]'nin ¢ok yiiksek degerlere ulastigindaki baglangic hizi (Vo) Vmax’a
yaklasir. Bununla beraber Sekil 1.8°de gosterildigi gibi Vo'in [S]’ye Kkarsi
grafiginden Vmax’u dogru olarak belirlemek ¢ok zordur. Vmax ve Km’nin
degerlerini belirlemek icin daha iyi bir metot Lineweaver-Burk tarafindan
gelistirilmistir. Bu denklem Michaelis-Menten denkleminin ters ¢evrilmis
bi¢imidir.

1 Km 1 1

V0 Vmax [S] +Vmax

Bu esitlikte 1/Vo'in  1/[S]’ye karst egrisi, egimi Km/Vmax ve
ekstrapolasyonu 1/ Vmax olan diiz bir dogru verecektir. [48].
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1/ve

Egim= Km/Vmax

YVmax | e )
{S1=0.5Km

o

; o

-1/Km 0 1/{8]

Sekil 1.9: Lineweaver-Burk grafigi [29].

1.7  Inhibisyon

Enzim inhibisyonu, enzimin katalitik ya da diizenleyici merkezleri olarak
tanimlanan aktif bolgelerine spesifik olarak baglanan inhibitorler ile enzim
aktivitesinin dusiiriilmesi olarak tanimlanabilir. Enzimlerin bazi hiicre dis1 ve
hiicre i¢i aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan dusiiriilmesi hatta yok
edilmesine "inhibisyon" denir. Bu olaya neden olan bilesiklere de "inhibit6r" adi
verilmektedir. Kiiciikk molekiil agirligina sahip bilesikler ve iyonlar genellikle
inhibitorleri olusturur. Enzimatik inhibisyon doniisiimlii veya doniisiimsiiz olarak
ikiye ayrilir. Dontigiimsiiz inhibisyonda, inhibitér enzime ya kovalent olarak
baglanir ya da ayrigsmasi zor olan bir kompleks olusturur. Doniisiimlii inhibisyon
ise enzim ve inhibitor etkilesmesi bir denge reaksiyonu olusturur. Déntistimlii
inhibisyon 3’e ayrilir [48]. Bunlar; yarigmali inhibisyon, yari-yarismali inhibisyon

ve karisik tiir inhibisyondur.

1.7.1 Yarismah Inhibisyon

Inhibisyonun bu tiiriinde inhibitor, enzimin aktif merkezine baglanmak
icin enzimin substrati ile yarisir. Aktif bélgeye ya inhibitdr (engelleyici) veya
substrat baglanmasi gerceklesir. Bunlarin ikisininde birlikte baglanma durumu
miimkiin degildir.
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E+S = ES —> E+P
+
I

|

El

K,

2 \e

Lineweaver-Burk denklemi (yarigmali inhibisyon igin) asagidaki gibi olabilir:

1 _(aKm) 1 1
VO

Vmax/ [S] Vmax

Bu esitligin egrisi diiz bir dogrudan olusur ve bunun yaninda egimi a Ky/

Vmax ve ekstrapolasyonu maksimum 1/Vp,’dir. Yarismali bir inhibitér igin

yukaridaki denklem 1/V, ekseninde 1/Vmax kaymmina sahiptir. Bu da diger

inhibisyon tiirleri ile karsilastirildiginda yarigsmali inhibisyon igin 6zel bir durum

teskil eder [13].
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Sekill.10: Yarismali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri.

1.7.2 Yari-yarismal Inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda inhibit6r ( engelleyici) serbest olan enzime degil

dogrudan enzim substrat (ES) kompleksine baglanir.

E+S=—— ES—— E+P

_f..
I
6,
K/ T
ESI
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Lineweaver-Burk denklemi (Yari-yarigmali inhibisyon i¢in) asagidaki gibidir:

1 _( Km) 1 N o
VO  \Vmax/ [S] Vmax
(1]
=14
o +Ki'

Yari-yarismali inhibisyonda Lineweaver-Burk egrisinin egimi (Ky/Vmax)
ve ekstrapolasyonu (a'/Vmax) olan diiz bir dogrudan meydana gelir. Cesitli yari-
yarismali inhibitér konsantrasyonlarinda bir seri Lineweaver-Burk eggrileri
birbirine paralel dogrulardan olusur. Bu yari-yarigmali inhibisyon igin 6zel bir

durum meydana getirir.

1/vo

7wt | (Inhibitérsiiz)

Egim = gkmnvmax
[f]
L
K

O 18]

Sekil 1.11: Yari-yarismali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri.

1.7.3 Kansik Tiir Inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda inhibitérler (engelleyici); hem enzim, hem de enzim-

substrat kompleksine baglanma gésterirler.
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E+S =—— ES—— E+P

ElI + S = ESI

Lineweaver-Burk denklemi (karisik inhibisyon i¢in) asagidaki gibidir:

!

[S] +Vmax

1 _(aKm) 1 o
VO '

Vmax

Bu esitligin egrisinin egimi (o Ky/Vmax) ve ekstrapolasyonu (o'/Vmax)
olan dogrulardan olusur. Ki=Ki' (a=a') oldugu 6zel durum igin, kesisim 1/[S]

ekseni iizerinde meydana geldigi gézlemlenir.
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Sekil 1.12: Karisik tiir inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri.

1.8 Calismanin Amaci

Salvia huberi HEDGE (adagay1) giiniimiizde ¢ay olarak kullanilan 6nemli
tibbi bir bitkidir. Alternatif tipta kullanilan bu bitki ekonomik olarak da dnemli
degere sahiptir. Polifenol oksidaz bircok gidada gozlenen enzimatik kararma
reaksiyonlarini gergeklestiren ve gida prosesinde onemli bir enzimdir. Ozellikle

bitki ¢aylarinin lezzetinin ve deminin belirlenmesinde polifenol oksidaz enziminin

(PFO; EC 1.14.18.1) etkisi olduk¢a 6nemlidir.

Bu calismanin amaci, Salvia huberi HEDGE’den polifenol oksidazi
amonyum siilfat ve diyaliz ile saflagtirarak substrat spesifikligi, optimum pH,
optimum tampon konsantrasyonu, optimum sicaklik, inhibisyon ve protein igerigi

gibi baz1 biyokimyasal 6zelliklerini belirlemektir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahismada Kullanilan Bitkinin Temini-Analize Hazirlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan Salvia huberi HEDGE Balikesir Universitesi
Necatibey Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi Anabilim Dali 6gretim tiyesi Prof.
Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan Erzurum yé6resinden temin ve teshis edilmistir.
Bitki -80 °C’de saklanmigtir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck ve
Sigma’dan satin alindi. Enzim analizleri ise Cary 1E g UV-Visible

spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir [12].

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

[u—

Potasyum fosfat

2. Sodyum hidroksit
3. Nitrik asit

4. Amonyum siilfat
5. Katekol

6. 4-metil katekol

7. Pirogallol

8. Glutatyon

9. Askorbik asit

10. Polietilen glikol
11. Commesie

12. Etanol

13. Fosfarik asit

14. S1g1ir serum albumin (BSA)
15. Sodyum karbonat
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16.

I B N I S

—_
S

Diyaliz torbasi

2.1.3 Calismada Kullanilan Cihazlar

Pipetler

Hassas terazi
Blender

Sogutmalr santrifiij
-80 dondurucu

+4 sogutucu
Vorteks

Manyetik karistirict
pH metre

. Lambda 35 UV/Vis spektrofometre

2.1.4 Cahismada Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi

0,1 M KH,PO, pH :4-8 arasi
13,609 gr potasyum fosfat hassas terazi ile tartildi. Sonrasinda tartilan
patasyum fosfat behere alindi ve magyetik karistirici iizerinde hacmi saf su ile 1
L’ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢dzeltinin pH’1 pH metre yardimu ile 4, 4.5, 5,
5.5,6,6.5,7,7.5, 8 olarak ayarlandi. Bu ayarlamalar NaOH ve HNOs ile yapildi.

Hazirlanan bu ¢ozeltiler optimum pH’1 bulmak i¢in kullanildi.

Substrat Cozeltileri

0.1 M Katekol:

1,1011 gr katekol hassas terazide tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye

eklendi. Daha sonra iizeri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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0.05 M 4-metil katekol :

0,620 gr 4-metil katekol hassas terazide tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye

eklendi. Daha sonra tizeri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0.01 M Pirogallol :

0,126 gr pirogallol hassas terazide tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye

eklendi. Daha sonra tizeri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Inhibitér Cozeltileri

0.01 M Glutatyon:

0,307 gr glutatyon hassas terazide tartilip 100 mL’lik balon jojeye alindi.

Sonrasinda tizeri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0.01 M Askorbik asit:

0,176 gr askorbik asit hassas terazide tartilip 100 mL’lik balon jojeye alindi.

Sonrasinda tizeri saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Protein Tavini icin

Coomassie Brillant-Blue G-250 Reaktifi:

0,1 gr Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL’lik etanol igerisinde
¢oziildiikten sonra iizerine 100 ml de fosfarik asit eklenir. Daha sonra da saf su ile

1 L’ye tamamlanir.

Bovin Serum Albumin (BSA)

0,1 gr BSA tartilip 100 ml saf su igerisinde ¢dzdiriildi.
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2.2 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Toplandiktan hemen sonra -80 °C de saklanan Salvia huberi HEDGE
orneklerinden 10 gr almmustir. Uzerine 4 gr polietilen glikol, 10 mM askorbik asit
ve 100 ml pH’1 7 olan fosfat tamponundan eklenip 2 dakika boyunca bir blender
yardimiyla homojenize edildi. Daha sonra bir tiilbent ile bu homojenat siiziildii.
Stiztintii esit bir sekilde santrifiij tiiplerine alindi. 5000 rpm de 15 dakika siire ile
+4 © C’de santrifiij edildi [12, 49]. Sonrasinda elde edilen siipernatant 1 giin
boyunca diyaliz tamponu (0.01 M pH’1 7.0) iginde diyalize birakildi. Diyaliz

sonrasinda ekstrakt ¢calismanin devami igin kullanildi [29].

2.3 Polifenol Oksidazin Kismen Saflastirilmasi

Diyaliz sonrasindaki ekstraktin amonyum siilfat doygunlugunun test
edilmesi i¢in %60 ve %80 de denendi. %80 doygunlukta en iyi amonyum siilfat
miktarinin oldugu belirlendi. Coktiirme icin kullanilacak (NH4),SO4 (amonyum

stilfat) miktar1 belirlendi. Bu miktar agagidaki formiil ile belirlenmektedir

_1.77V(8, -8,)
8w, ),50,] = 3.54-8S,

Bu formiile gore;

» 'V : Siipernatant hacmini,
» Si: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugunu,
» S, : I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugunu

gostermektedir.

Tartilan amonyum siilfat, erlen igerisindeki ham ekstrakta, magnetik
karistiric1 lizerinde buz banyosu icinde azar azar eklenir. Bu siire¢ yaklasik
olarak 45 dakikayr bulur. Ciinkii icindeki kati partikiillerin tamamen
¢oziinmesi gereklidir. Bu islemden sonra olusan siispansiyon santrifiij

tiiplerine yine esit miktarlarda olacak sekilde alind1 ve 60 dakika boyunca +4
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°C’de 15000 g’de santrifiij edildi [50]. Santrifiij sonrasinda iistteki sivi kisim
atildi, altta kalan ¢okelek 2 mL pH’1 7.0 olan 5 mM fosfat tamponunda
cozdiiriildii. Bu ¢ozelti diyaliz torbasina alindi ve 24 saatlik diyalize birakildi.

Kismen saflagtirilmis olan PFO deneylerin devaminda kullanildi.

2.4  Spektrofotometrik Ol¢iimler

Spektrofotometrik analizler totalde 3 mL hacimli, 1 cm 151k olan kuartz bir
kiivet icinde gerceklestirildi. Olgiimler Lambda 35 UV/Vis Spektrofotometrede
alindi. Analizler 2,3 mL fosfat tamponu, 0,6 mL substrat ve 0,1 mL enzim
karigimi kullanilarak gergeklesti. Bu karisimda enzim en son ilave edildi ve kiivet
hizlica karistirilarak absorbans 6lgiimii yapildi. Olgiimlerde kullanilan substratlar
ve absorbanslari ise ; katekol 420 nm, 4-metil katekol 420 nm ve son olarak da
pyrogallol de 320 nm’de 2 dakika siire ile 6l¢timler gergeklestirildi. Enzim {initesi,

1 mL enzim ¢ozeltisi i¢in 1 dak’da absorbansta olusan 0,001°lik degisme olarak

tanimlanmigtir[51].
OH
@ ::\/\ : OH
OH OH H
4-metilkatekol Katekol Pirogallol

Sekil 2.1: Deneyde kullanilan substratlarin kimyasal yapilari.

2.5 Enzim Aktivitesine pH’in Etkisi

Salvia huberi HEDGE o6rneginden meydana gelen PFO enziminin
optimum aktivite gosterdigi pH degeri icin 4-8 araliginda olan pH degerligine
sahip 0,1 M fosfat tampon hazirlandi. Tampon ¢ozeltilerin pH ayarlart NaOH ve
HNO:; ile yapildi. Substrat olarak katekol, 4-metil katekol ve pirogallol kullanildi.
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Optimum pH i¢in karisim miktarlar1 2,3 mL tampon, 0,6 mL substrat, 0,1 mL

enzimden olusturuldu. Ol¢iimler iicer kez tekrarland [34].

2.6  Enzim Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

PFO, enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklig1 belirlemek i¢in 10-
25-35-45-55 ve 65 °C arasindaki degerlerde &lglilerek gerceklestirildi. Tampon
cozeltilerin ve substratlarin sicakligi su banyosu yardimi ile ayarlandi. Substrat
olarak katekol, 4-metil katekol ve pirogallol kullanilirken reaksiyon karigiminda
yine 2,3 mL tampon, 0,6 mL substrat, 0,1 mL enzim kullanilarak aktivite 6l¢timii

alindi.

2.7  Enzim Aktivitesine Tampon Konsantrasyonunun Etkisi

Salvia huberi HEDGE bitkisinden elde edilen PFO enziminin optimum
aktivite gosterdigi tampon konsantrasyonu 10-40-60-80-100 mM degerlerinde
olgtimler yapilarak tespit edildi. Aktivite 6lgtimiindeki reaksiyon karigimi 2,3 mL
tampon, 0,6 mL substrat ve 0,1 mL enzimden olusturuldu. Bu veriler i¢in substrat

olarak katekol, 4-metil katekol ve pirogallol kullanildu.

2.8  Inhibisyon

Polifenol oksidaz enziminin inhibisyonu i¢in glutatyon ve askorbik asit
inhibitorleri kullanildi. Inhibisyon galismasi katekol, 4-metil katekol ve pirogallol
substratlar1 kullanilarak yapildi. Reaksiyon karisimi 0,1 M fosfat tamponu, farkl
konsantrasyonlardaki substrat ve inhibitér bunun yaninda yine 0,1 mL enzim
cozeltisi olacak sekilde ayarlandi. Inhibisyon sabitleri (Kj), iki inhibitér icinde

Lineweaver-Burk egrilerinden hesaplanarak elde edildi.
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Glutatyon

Sekil 2.2: Calismada kullanilan inhibitorlerin acik yapilari.

2.9  Salvia huberi HEDGE Ekstraktinin Protein Icerigi

Salvia huberi HEDGE bitki ekstraktinin protegin icerigini belirlemek i¢in
Bradford Yontemi kullanildi. Bu yontem kisa siirede uygulanmasindan ve protein
boya kompleksinin ¢ozeltide uzun siire kalmasindan dolayi tercih edilmistir.
Yontem, Coomanssie Brillant Blue G-250 boyasinin proteinlere baglanmasi
sonucunda olusturdugu renkli ¢6zeltilerin 595 nm’de absorbansinin Sl¢iilmesi

ilkesine dayanir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug arasinda yer almaktadir [52].

Otomatik pipet yardimi ile herbir deney tiipiine sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100 uL olacak sekilde 1 mL’sinde 1 mg protein i¢eren standart
sigir albiimin ¢6zeltisinden eklendi. Igerisinde albumin g¢ozeltisi bulunan tiipler 5
mM pH’st 7,0 olan fosfat tamponuyla 0.1 mL’ye tamamlandi. Coomanssie
Brillant Blue G-250 iceren reaktiften her bir tiipe 5 mL eklendi ve bu tiipler
vorteks ile 1 dakika boyunca karistirildi. Coézelti 15 dakika karanlik ortamda
bekletildikten sonra absorbans 595 nm’de &l¢iildii. Kor olarak 0,1 mL saf su
kullanildi. Olgiimler 96°lik well-platede 3 tekrarli yapildi. Ug 6l¢iimiin ortalamast
alindiktan sonar standart grafik yardimi ile absorbans degerlerine karsilik olusan

protein miktar1 belirlendi.

27



3. BULGULAR

Calismanin bu boliimiinde deneyler sonucunda elde elde edilen veriler yer
almaktadir.
3.1  Salvia huberi HEDGE Ekstraktinin Toplam Protein Icerigi

Bu ¢alismada Bradford yontemine gore, ham ekstrakt igerisindeki toplam
protein icerigi belirlenmistir [52]. Salvia huberi HEDGE ekstraktindaki protein
icerigi 930 pg /mL" olarak saptanmustir.

3.2 Substrat Spesifikligi

Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesini tayin
etmek i¢in substrat olarak; katekol, 4-metil katekol, ve pirogallol kullanilmaistir.

Deneysel olarak elde edilen veriler Tablo 3.1 de ve Sekil 3.1- 3.3’de yer almistir.
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0,0008 -
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@f‘"“’yﬁ y = SE-07x + 0,0006

0,0007 M’""”’“M R2=0,99
2
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0,0005
0 100 200 300 400 500
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Sekil 3.1: Katekol substrati ile Salvia huberi HEDGE PFO’1 i¢in ¢izilmis 1/[S]-1/V,
egrisi.

0,0008

0,0006 -

y = 6E-07x + 0,0003
R?=0,99

1/V

0,0004 o

0,0002 T r
0 200 400 600

1/[S], (M)

Sekil 3.2: 4-metilkatekol substrati ile Salvia huberi HEDGE PFO’1 igin ¢izilmis
1/[S]-1/V, egrisi.
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Sekil 3.3: Pirogallol substrati ile Salvia huberi HEDGE polifenol oksidazi igin

cizilmis 1/[S]-1/V egrisi.

3.3 Optimum pH

Optimum pH verileri Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksidaz
icin katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak bulunmustur. Elde

edilen degerler Tablo 3.2 ve Sekil 3.4%de verilmistir.
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Tablo 3.2: Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin pH

ile degisimine ait deneysel veriler.

pH Aktivite (EU mL " dak )

Katekol 4-metil katekol Pirogallol
4,0 632 2845 475
4,5 725 3236 481
5,0 1017 3370 518
6,0 1290 2901 521
6,5 1984 2535 768
7,0 2392 1321 1657
7,5 2403 1240 2196
8,0 1468 649 0

32




4000
= 3000
-l
=]
E
2 2000
B
2
=
% 1000
0
4 45 5 55 6 6,5 7 7,5 8
pH

—a— Katekol —0— 4- metilkatekol —&—Pirogallol

Sekil 3.4: Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin pH ile

degisimi.

3.4 Optimum Sicakhk

Sicaklik degisimi 10, 25, 35, 45, 55, 65 °C’de incelenen Salvia huberi
HEDGE’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesi i¢in katekol, 4-metilkatekol ve
piragallol substratlar1 kullanilmistir. Yapilan deneyler sonucu elde edilen degerler
Tablo 3.3 ve Sekil 3.5’te verilmistir. Sekil 3.5’te goriildiigii gibi katekol, 4-
metilkatekol ve pirogallol substratlar1 i¢in optimum sicaklik degerleri sirasi ile 10, 25,

35 °C oldugu sonucuna varilmistir.
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Tablo 3.3: Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin

sicaklikla degisimine ait degerler.

Aktivite (EU mL ' dak ")
Sicaklik (°C) Katekol 4-metil katekol Pirogallol

10 1110 1817 641

25 928 1833 1561
35 605 1746 3656
45 178 1458 -
55 — 1064 —
65 S 748 —
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Sekil 3.5: Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin

sicaklik ile degisimi.

3.5

Optimum Tampon Konsantrasyonu

Katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlart kullanilarak Salvia huberi

HEDGE’den

elde edilen

polifenol oksidaz aktivitesinin optimum tampon

konsantrasyonu 10, 40, 60, 80, 100 mM’ da incelenmistir. Elde edilen veriler Tablo

3.4’te ve ve Sekil 3.6°da verilmistir. Sekil 3.6’dan da anlasilacagi gibi katekol, 4-metil

katekol ve pirogallol substratlari i¢in optimum tampon konsantrasyonlar1 sirasiyla 60,

100 ve 10 mM’dir.
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Tablo 3.4: Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksaidaz aktivitesinin

tampon konsantrasyonuna iligkin verileri.

Tampon Aktivite (EU mL " dak )
Konsantrasyonu
(mM) Katekol 4-metil katekol Pirogallol
10 678 1567 2717
40 743 1572 2489
60 888 1617 2688
80 785 1635 1908
100 778 1726 —_—
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Sekil 3.6: Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksaidaz aktivitesinin

tampon konsantrasyonu ile degigimi.

3.6  Polifenol Oksidazin Inhibisyonu

Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksidazin inhibisyonu igin
katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlar1 ile glutatyon ve askorbik asit
inhibitorleri kullanilmistir. Elde edilen degerler Tablo 3.5-3.10°da verilip Sekil 3.7-
3.12’de grafik edilmistir.
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Sekil 3.7: Katekol substrati kullanilarak Salvia huberi HEDGE’den elde edilen
polifenol oksidazin glutatyon inhibitérii ile inhibisyonu igin 1/V(-1/[S]

egrileri.
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Sekil 3.8: Pirogallol substrati kullanilarak Salvia huberi HEDGE’den elde edilen
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egrileri.
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Sekil 3.9: 4-metil katekol substrati kullanilarak Salvia huberi HEDGE’den elde
edilen polifenol oksidazin glutatyon inhibitérii ile inhibisyonu igin

1/V-1/[S] egrileri.
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Sekil 3.10: Katekol substrati kullanilarak Salvia huberi HEDGE’den elde edilen
polifenol oksidazin askorbik asit inhibitérii ile inhibisyonu igin 1/V-

1/[S] egrileri.
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Sekil 3.11: Pyrogallol substrati kullanilarak Salvia huberi HEDGE’den elde
edilen polifenol oksidazin askorbik asit inhibit6rii ile inhibisyonu i¢in

1/Vo-1/[S] egrileri.

47



8r

69 SL (i34 €el
I°L 98 0l¥1 911
v'L 001 0¥El 0°01
L6°0 | ,01 xI6°T I8 021 0€Cl €€'8 | .01 xL99
'8 0S1 0611 99°9
101 00€ 86 €e'e
LTl 009 8L 99°1
LYy L9 0€1C 0°S1
Sy SL 061¢ €€l
9 001 0L1T 0°01
66°0 | 01 x L9°] 8% 021 0502 €8 01 XEE°€E
I‘s 0ST 0861 99
'S 00T 0581 0°S
L8 009 0ST1 99°1
6C SL 0lt€ €l
80°¢ 98 (11943 911
X3 001 081¢ 0°01
€€ 021 0L6T €€°8
860 | — $€00°0 000 S°¢ 0S1 008¢ 99°9 0
Iy 00T 01+C 0°S
€y 00€ 0T€T €e'e
89 009 0Lyl 99°1
01 x 01 x
) (Aw) | (.ep T @) | (e o Twa) | O | (ep T | () (N
| D! Ny A OA /1 N OA [s] [1]

"JO[LIOA [9SAQUOP }IB BUNUOASIQIYUI

91 NIQNQIYUI JISE YIqIodse urmzepisyo joud)ijod HOAHH L2qny piajps Yele[tue[[ny] 1JesSqns [0Y)ey [NAW- :([°€ O[qBL




0,0014

'y = 1E-06x + 0,0007
R2=09747

0,0012

mm Y = SE-07x + 0,0004
R2=0,9934

/v
y =7E-07x+ 0,0002
R2=0,9852
-650 -450 -250 -50 150 350 550 750

1/8 @1=0 @1=0.2 £1=0.4

Sekil 3.12: 4-metil katekol substrati kullanilarak Salvia huberi HEDGE’den elde
edilen polifenol oksidazin askorbik asit inhibitérii ile inhibisyonu igin

1/V-1/[S] egrileri.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 Toplam Protein Miktar

Salvia huberi HEDGE’nin ham ekstraktindaki toplam protein igerigi 930
ng/mL" olarak belirlenmistir. Bu tespit Coomasie Brillant Blue (CBB) G-250
solisyonu olan asidik bir boya ile Bradford metoduna gére yapilmis olup
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Diger pek ¢ok protein tayin yontemine
kiyasla bu yontemi iistiin kilan ise; c¢ozeltide, protein-boya kompleksinin
kaliniminin uzun siirmesi, bozucu faktorlerin yer almamasi ve hassasiyetinin 1-
100 pg arasinda olmasidir [52]. Aminoasit dizilerine bagli olan protein igerigi
bitkiden bitkiye farklilik gosterirken bunun yanida gevresel fakt6rlerden de
etkilenmektedir [53]. Literatiire gére biberiyenin protein igerigi 0,69 mg/mL[54],
feslegenin 1,83 mg/mL [13], ogul otunun 2,30 mg/mL [55], yenilebilir mantarin
(Lactarius eucalypti) 1,47 mg/mL [56], musmulanin (Mespilus germanica L.)
3,552 mg/mL [57] , muzun 1,5-2,1 mg/mL [58], Nevsehir patatesinde 0,993
mg/mL [59] oldugu saptanmistir.

42  Optimum pH

Her bir reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in pH’in belirlenebilmesi adina
ortamda belirli oranda H* ve OH’ iyonlar1 konsantrasyonu olmasi gerekir. En
uygun pH degeri enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi noktaya gore optimum pH
olarak adlandirilir [60]. Ilk olarak pH’in artmasiyla enzimin aktivitesi maksimum
seviyeye ulasirken sonraki asamada bazik alanda sifira dogru diiser. pH araliginin
daralmasinin sebepleri; substratin iyonlagmasi, substratin enzime baglanmasi,
proteinin yapisinda gerceklesen etkiler ve enzimin katalitik aktivitesidir [61].
Genel olarak enzim aktivitesi pH’in yilkselmesiyle artarken, diismesiyle de
azalarak sifira dogru ilerler. Bunun yaninda amino grup yan zincirlerinin veya
substratin iyonlagmasi i¢in de pH oldukga 6nemli bir rol almaktadir [62]. Bundan

dolay1 her bir farkli substrat i¢in bir pH degeri yer almaktadir.
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Salvia huberi L. PFO’nin optimum pH degeri 4,0-8,0 araliginda fosfat
tamponu kullanilarak belirlenmistir. Salvia huberi HEDGE (adagay1) PFO’inin
optimum pH’m1 belirlemek i¢in katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlari
kullanilmistir. Salvia huberi HEDGE’den elde edilen deney sonuglarina gére
optimum pH katekol substrati ig¢in 7,5; 4-metil katekol substrati igin 5,0;

pirogallol substrati i¢in ise yine 7,5 olarak belirlendi.

Substrat olarak katekol kullanildiginda Salvia tiirleri i¢in optimum pH
(Salvia viridis L, Salvia virgata Jacq., Salvia tomentosa Miller) 7,0 [63], biberiye
icin optimum pH 8,0 [54], ogul otu i¢in optimum pH 6,5 [55], feslegen igin
optimum pH 8,0 [13], Tiirk ¢ay1 i¢in optimum pH 6,0 [64], kekik icin optimum
pH 6,5 [12], kivi i¢in optimum pH 7,3 [65], buriti meyvesi i¢in optimum pH 7,0
[66], patlican i¢in optimum pH 7,0 [34], erik i¢in optimum pH 6,0 [67], yaban

mersini i¢in optimum pH 5,5 [68] olarak bulunmustur.

Substrat olarak 4-metil katekol kullanildiginda kekikte optimum pH 5,5
[12], biberiyede optimum pH 7,0 [54], ogul otunda 4,0 [55], feslegende 6,0 [13],
elma suyunda optimum pH 4,7 [69], ¢ilekte optimum pH 4,5 [50], bugday i¢in
optimum pH 5,6 [70], enginar i¢in optimum pH 5,0 [28], marul i¢in optimum pH
6,5 olarak bulunmustur [29].

Substrat olarak pirogallol kullanildiginda biberiye igin optimum pH 8,0
[54], kekikte optimum pH 6,5 [12], feslegende optimum pH 9,0 [13], ogul otunda
optimum pH 8,5 [55], kusburnu igin optimum pH 7,0 [20], marul i¢in optimum
pH 7.5 [29], Amasya elmasi i¢in optimum pH 8,6 [71], Cin lahanasi igin
optimum pH 5,0 olarak belirlenmistir [72]. Polifenol oksidaz enzimi i¢in daha
onceki yapilmis calismalarda g6z Oniinde tutularak optimum pH’in kullanilan
substrata ve enzimin kaynagina bagli olarak farklilik gosterdigi gézlemlenmistir

[73].

4.3 Optimum Sicakhik

Salvia huberi HEDGE polifenol oksidaz aktivitesinin 3 farkli substrat ile
sicaklik degisimi Sekil 3.5te yer almigtir. Adagayi, kullanilan 3 farkli substrat ile
de 10-65 °C arasinda aktivite gostermistir. Katekol, 4-metil katekol ve pirogallol
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substratlart i¢in Salvia huberi HEDGE PFO’min optimum sicaklik verileri
strasiyla 10, 25 ve 35 °C olarak tespit edilmistir.

Literatiir taramas1 yapildiginda katekol substrati ig¢in optimum sicaklik
degeri defne yapraginda 40 °C [74], kekikte 40° C [12], Salvia tiirlerinde (Salvia
viridis L, Salvia virgata Jacq., Salvia tomentosa Miller) 40 °C [63], biberiyede 20
°C [54], feslegende 40 °C [13], ogul otunda 40 °C [55] oldugu bulunmustur. 4-
metilkatekol substrati igin optimum sicaklik kekikte 25 °C [12], biberiyede 20 °C
[54], feslegende 20 °C [13], ogul otunda 50 °C [55], ¢ay yapraginda 30° C [75],
dutta 20° C oldugu gozlemlenmigtir [76]. Pirogallol substrati igin feslegende 50
°C [13], ogul otunda 60 °C [55], biberiyede 30 °C [54] oldugu saptanmuistir.

44  Optimum Tampon Konsantrasyonu

Asitlik ve bazlik degismelerine karsi1 direnen, yani az miktarda kuvvetli
asit veya kuvvetli baz ilavesiyle pH’1 yaklasik olarak sabit kalan ¢ozeltilere

tampon ¢ozeltiler ; bu direnmeye de tampon etkisi denir [2].

Salvia huberi HEDGE polifenol oksidaz aktivitesinin 3 farkli substrat ile
tampon konsantrasyonu degisimi Sekil 3.6’da yer almistir. Adagayi, PFO’nin
kullanilan 3 farklt substrat ile 10-100 mM arasinda aktivite gosterdigi
gozlenmistir. Salvia huberi HEDGE polifenol oksidazinin optimum tampon
konsantrasyonlar1 katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlari i¢in sirasiyla

60, 100 ve 10 mM oldugu belirlenmistir .

4.5  Enzim Kinetigi ve Substrat Spesifikligi

Salvia huberi HEDGE, PFO’min substrat ile spesifikligini belirlemek
amaciyla di- ve trifenolik substratlar kullanilmistir. Salvia huberi PFO’1 katekol,
4-metil katekol gibi difenolik, pirogallol gibi trifenolik substratlara karsi aktivite
gostermistir. Kayis1 ve enginar gibi Salvia huberi HEDGE polifenol oksidazi da
incelenmis ve substratlar1 i¢in difenolaz ve trifenolaz aktivite gosterdigi

gozlenmistir [34, 28, 70]. Salvia huberi HEDGE PFO’inin doygunluk egrilerinin
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difenolik ve trifenolik substratlar i¢in Michaelis-Menten egrilerini sergiledigi
gozlemlenmistir.  Kinetik  analizler i¢in  her bir substratin  ¢esitli
konsantrasyonlardaki ~ hizlar1  Lineweaver-Burk  denlemi  kullanilarak
hesaplanmistir. Vi, /Knm (katalizleme giicii) degeri ile substrat spesifikligi
belirlendi. Yani enzimin katalizleme giicii ve substrat spesifikligi belirlenmistir.
Buna gore en etkin substratin pyrogallol oldugu bunu takiben ise sirasiyla katekol
ve 4-metil katekoliin izledigi belirlenmistir. Tablo 4.1°de Vi./ Ky degerleri ve 3
farkli substrat i¢in de hesaplanmig Michaelis-Menten sabitleri yer almaktadir.
Tablo 4.1°den de anlasilacagi gibi substrat olarak pirogallol kullanildiginda Vi ,
Kwm ve Vi Ky degerlerinin sirasiyla 3333 EU mL™! dak'l, 0,66 mM ve 5050 EU
mL"! dak! mM™! oldugu; substrat olarak katekol kullanildiginda Vmax, Ky ve
Vmax/Ky degerlerinin sirastyla 2000 EU mL™"' dak™, 0,83 mM ve 2008 EU mL"!
dak! mM! oldugu; ve substrat olarak 4-metil katekol kullanildiginda Vmax, Ky
ve Vmax/Ky degerlerinin sirasiyla 3333 EU mL™ dak™, 2 mM ve 1666 EU mL"!

dak™ mM™ oldugu bulunmustur.

Literatiire gore ogul otunun Vyax, Km ve Vyax/Ky degerleri sirasiyla
substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda 1111,1 EU mL"! dak™, 11,1 mM ve
100 EU mL" dak’ mM™" oldugu; substrat olarak katekol kullanildiginda 10000
EU mL" dak”, 20 mM ve 500 EU mL" dak’ mM" oldugu; substrat olarak
piragallol kullanildiginda 2500 EU mL™"' dak™, 50 mM ve 50 EU mL"' dak™ mM
oldugu belirlenmistir [55]. Kekikte Vmax Km ve Vmax/Km degerleri sirasiyla
substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda 50000 EU mL™"' dak™, 0,20 mM ve
250 EU mL" dak mM’ oldugu [12], substrat olarak katekol kullanildiginda
kekikte 50000 EU mL™" dak™, 0,10 mM ve 500 EU mL"' dak' mM™ [12], Salvia
viridis L.’de 7305 EU mL™" dak™, 5,4 mM ve 1352 EU mL"! dak™! mM™, Salvia
virgata Jacq’de 2949 EU mL" dak, 23,2 mM ve 127,1 EU mL! dak™ mM™,
Salvia tomentosa Miller’da 11198 EU mL"' dak™, 6,7 mM ve 1671,3 EU mL"
dak™ mM™' [63] oldugu; substrat olarak piragallol kullamldiginda kekikte 10000
EU mL" dak™, 0,01 mM ve 1000 EU mL" dak mM™" oldugu tespit edilmistir
[12].
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Tablo 4.1: Salvia huberi HEDGE’den elde edilen polifenol oksidazin substrat

spesifikligi.
Substratlar Vmax Km Vinax /Kum
(EU mL™ dak™) | (mM) | (EU mL™" dak”’ mM™)
Katekol 2000 0,83 2008
4-metil katekol 3333 2 1666
Pirogallol 3333 0,66 5050

4.6  Enzim Inhibisyonu

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizlarin1 etkileyen
faktorler arasinda 151k, 1s1, pH ve bazi fiziksel faktorler, enzim konsantrasyonu,
zaman, substrat konsantrasyonu, hormonlar, reaksiyon iiriinleri, ¢esitli iyonlarin
varlig1, bazi biyokimyasal faktorler ve inhibitorler ya da inhibitor etkisi gosteren
bilesikler yer alir. Bir ¢ok madde enzimin aktivitesini, substratin enzime
baglanmasini ve/veya enzimin turnover sayisinin etkilenmesi ile degisim gosterir.
Modiilator olarak bilinen bu maddeler iki gruba ayrilirlar. Enzimlerin aktivitesini

arttiran gruplara aktivatér adi verilirken, enzimatik tepkimeleri yavaglatan veya
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durduran molekiiler ajanlara ise inhibitorler denmektedir. Neredeyse biitiin
hiicresel siiregleri katalizleyen enzimler bodylelikle hiicresel sistemleri de kontrol
altina alabilirler [2]. Yapisal olarak pek c¢ok inhibitér enzimin substrati ile
benzerlik gosterir. Bitkilerin enzimatik kararmasi oksijen ve fenolik bilesikler gibi
reaktantlar1 ortamdan yok ederek ve ayni zamanda PFO inhibitérlerini kullanarak
geciktirilebilir ya da tamamen onlenebilir. Bitkilerin islem gérmeleri esnasinda
ortamdaki  oksijenin = tamamen  giderilmesi, oksijenin  atmosferdeki
mevcudiyetinden dolay1 oldukga giictiir [77]. Bir metaloprotein olan ve prostetik
grup olarak bakir igeren PFO; tropolon ve EDTA gibi metal sellatlayici ajanlar ve
askorbik asit gibi indirgeyici ajanlar tarafindan inhibisyona ugratilabilir. Buna
benzer inhibitdrlerden bazilari basit olmayan bir etki ile o-kinonlar1 o-difenollere
indirgerken ayni1 zamanda bununla birlikte enzim iizerinde direk olarak inhibitor
etkisiyle veya renkli bilesik iirtinleri veren kinonlarla reaksiyon vererek kimyasal
bir etki gosterirler. Pek ¢ok durumda bir inhibitor icin yalnizca tek bir spesifik

mekanizmadan bahsetmek dogru degildir[78].

Glutatyon, viicudun kendi tirettigi giiclii antioksidanlardan biri olup, tiim
organ ve dokular1 serbest radikallerin neden olacagi zararl etkilere karsi korur.
Askorbik asit ise; bir ¢ok gidada katki maddesi olarak kullanilmakla birlikte
oksidasyon Onleyici gérevi de tistlenmektedir. Yani kullanildig1 gidanin 6mriiniin
daha uzun olmasini ve saklama kosullarina dayanikliligint saglar. Bu ¢alismada
da inhibitér olarak glutatyon ve askorbik asit kullanilmistir. Katekol, 4-
metilkatekol ve pirogallol substratlart kullanilarak Salvia huberi HEDGE

PFO’min bu inhibitérler ile inhibisyonu incelenmistir.

4.6.1 Yarismal Inhibisyon

Yarismali inhibisyon i¢in genel reaksiyon semasi ve Linewaver-Burk
denklemi yukarida verilmisti. Linewaver-Burk denkleminin egrisi, egimi oK/
Vmax ve ekstrapolasyonu 1/Vmax olan diiz bir dogru verecektir. Cesitli inhibitor
konsantrasyonlarinda yarigmali bir inhibitdr i¢in Linewaver-Burk egrileri 1/Vy
ekseni tizerindeki 1/Vmax noktasinda kesisirler. Diger inhibisyon tiirleri ile

karsilagtirildiginda ¢esitli inhibitér konsantrasyonlarindaki Linewaver-Burk
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egrilerinin 1/Vmax ’da kesigsmesi yarigsmali inhibisyon ig¢in 6zel bir durumdur

[29].

Tablo 4.2°den de anlasildig1 gibi substrat olarak katekol kullanildiginda
glutatyon inhibitérii i¢in inhibisyon tiirliniin yarigmali oldugu tespit edilmistir.
Literatiirde Ayyildiz ve arkadaglari ogul otu PFO’1 i¢in substrat olarak katekol
kullandiginda glutatyon ve sodyum azid inhibitoriinii, substrat olarak 4-metil
katekol kullandiginda glutatyon ve sodyum azid inhibitoriinii, substrat olarak
pirogallol kullandiginda ise askorbik asit ve sodyum azid inhibit6rlerinin
yarismall inhibisyon gosterdigini belirlemislerdir [55]. Dogan ve arkadaslar
biberiyede substrat olarak katekol, 4-metil katekol ve pirogallol kullanildiginda L-
sistein inhibitdriinii yarigsmali inhibisyon tipine 6rnek olarak bulmustur [54]. Ng
ve Wong patlican polifenol oksidazi i¢in substrat olarak katekol kullandiginda
sodyum disiilfit, substrat olarak 4-metil katekol kullandiginda ise askorbik asit
inhibitdrlerinin yarigmali inhibisyon tipine ait oldugunu rapor etmislerdir[79].
Turan ve arkadaslar1 feslegen PFO’1 igin substrat olarak katekol kullandiginda
glutatyon, L-sistein, tropolon, askorbik asit ve gallik asit; substrat olarak 4-metil
katekol kullanildiginda L-sistein, tropolon, 1,4-ditiyoeritrol, askorbik asit ve
sodyum azid; substrat olarak pirogallol kullanildiginda askorbik asit inhibitdriiniin
yarismali tiir inhibisyon oldugunu belirlemislerdir [13]. Altunkaya ve arkadaslari
cay PFO’1 i¢in katekol kullanildiginda askorbik asit ve sistein inhibit6rlerinin
yarismali inhibisyon oldugunu belirlemislerdir [64]. Dogan ve arkadaslari,
karabas kekiginin polifenol oksidazi igin substrat olarak 4-metil katekol
kullanildiginda L-sistein inhibitoriinii, substrat olarak katekol kullanildiginda L-
sistein ve glutatyon inhibitoriinii, substrat olarak pirogallol kullanildiginda L-
sistein ve glutatyon inhibitdrlerinin yarigmali tip inhibisyon gosterdiklerini

bulmuslardir [80].

4.6.2 Yari-yarismah Inhibisyon

Inhibitériin  serbest enzime baglanmaylp dogrudan enzim substrat
kompleksine baglanmasina yari-yarismali inhibisyon denir. Bu mekanizmanin
anlagilmasi, inhibitér igin bag noktasi sadece substratla etki kurdugunda

saglanabilir. Bunun yaninda olusan yapi, ¢ok kararli oldugu i¢in iiriine doniisme
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gozlenmez. Yari-yarismali inhibisyon i¢in inaktif yapinin olusumu ve
Lineweaver-Burk denklemi de daha 6nce verilmistir. Yari-yarismali inhibisyon
icin Lineweaver-Burk egrisi egimi Ky/Vmax ve ekstrapolasyonu a'/Vmax olan
diiz bir dogrudan olugmaktadir. Ayrica ¢esitli yari-yarismali inhibitor
konsantrasyonlarinda bir seri Lineweaver-Burk egrileri birbirine paralel
dogrulardan meydana gelirler. Bu yari-yarismali inhibisyon i¢in 6zel bir durum
teskil eder. Yari-yarigmali inhibisyonda, inhibitdr enzimin katalitik fonksiyonunu

etkiler ancak substrata baglanmasini etkilemez [29].

Tablo 4.2’den de anlasildigi gibi substrat olarak 4-metil katekol
kullanildiginda glutatyon ve askorbik asit inhibitdrii i¢in inhibisyon tiiriiniin yari-
yarismalt oldugu tespit edilmistir. Literatiir taramasi yapildiginda Turan ve
arkadaslar1 feslegen polifenol oksidazi i¢in katekol substrati kullanildiginda 4-
amino benzoik asit inhibit6riiniin, substrat olarak 4-metil katekol substrati
kullanildiginda gallik asit inhibit6riintin, substrat olarak pirogallol kullanildiginda
4-amino benzoik asit ve tropolon inhibitorlerinin yari-yarismali inhibisyon oldugu
bulunmustur [13]. Arslan ve Dogan tarafindan mantar polifenol oksidazi i¢in
substrat olarak katekol ve pirogallol kullanildiginda 2,3-diaminopropionik asidin
yari- yarigmalil bir inhibisyon sergiledigi bulunmustur [81]. Turan ve arkadaglar
feslegen PFO’1 icin substrat olarak katekol kullandiginda 4-amino benzoik asit
inhibitoriinii, substrat olarak 4-metil katekol kullandiginda gallik asit inhibitoriinii,
substrat olarak pirogallol kullandiginda tropolon ve 4-amino benzoik asit

inhibitdrlerini yari-yarismali inhibisyon tiirii olarak saptamiglardir [13].

4.6.3 Kansik inhibisyon

Karigik tiir inhibisyonda genellikle inhibit6r hem enzim-substrat
kompleksine hem de katalize katilim gosteren enzimin aktif noktalarina baglanma
gosterir. Bu tiir inhibisyonun Lineweaver-Burk denklemi ise daha 6nce verilmisti.
Linewaver-Burk denkleminin egrisinin, egimi aKy/Vmax ve ekstrapolasyonu
o/Vmax olan diiz bir sekilde dogru verecektir. Inhibitoriin  farkh
konsantrasyonlar1 i¢in bu esitligin egrileri 1/V(y ekseninin solunda kesisen

birbirine benzer dogrulardan meydana geldigi belirlenir.
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Tablo 4.2’den de anlasildig1 tizere substrat olarak katekol kullanildiginda
askorbik asit inhibitdriiniin, substrat olarak pirogallol kullanildiginda glutatyon ve
askorbik asit inhibitorlerinin karigtk inhibisyon gosterdigi belirlenmistir.
Literatiirde Ayyildiz, ogul otu polifenol oksidazi igin substrat olarak 4-metil
katekol kullanildiginda askorbik asit inhibitériiniin karigik inhibisyon oldugunu
bulmustur [55]. Dogan ve arkadaglari, marul PFO’sunda substrat olarak 4-
metilkatekol kullanildiginda tropolon ve 4-aminobenzoik asit inhibitoriiniin,
katekol substrati kullanildiginda glutatyon ve askorbik asit inhibitérlerinin,
piragallol substrati kullanildiginda askorbik asit inhibitdriiniin karisik tiir
inhibisyon oldugunu rapor etmistir [29]. Dogan ve arkadaslari, Karabas kekiginde
yaptiklar1 ¢alismada  substrat olarak 4-metil katekol kullanildiginda glutatyon
inhibitoriiniin karigik tip inhibisyon gosterdigini belirlemislerdir [80].

Tablo 4.2: Katekol, 4-metil katekol ve pirogallol substratlar1 kullanildiginda
Salvia huberi HEDGE’den edilen polifenol oksidazin inhibisyon

tiirleri.
Substrat Inhibitor Inhibisyon Tiirii
Katekol Askorbik asit Karisik
4-metil katekol Askorbik asit Yari-yarismali
Pirogallol Askorbik asit Karigik
Katekol Glutatyon Yarigmali
4-metil katekol Glutatyon Yari-yarismali
Pirogallol Glutatyon Karisik




5. SONUCLAR

Salvia huberi HEDGE, PFO’nin o6zellikleri tizerinde herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada, Salvia huberi HEDGE, PFO’u kismen
saflastirilarak bazi biyokimyasal parametreleri incelenmistir. Yapilan deneysel
calismalardan elde edilen sonuglar sunlardir:

» Salvia huberi HEDGE’den kismi olarak saflastirilan PFO igin optimum pH
ve optimum sicaklik degerleri belirlenmistir. Her bir substrat i¢in optimum
pH degeri sirastyla 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol i¢in 5.0, 7.5, 7.5
iken optimum sicaklik degerleri de sirasiyla 25, 10 ve 35 °C olarak
belirlenmistir.

» Salvia huberi HEDGE’den elde edilen PFO igin tespit edilen optimum
sartlarda Ky ve Vmax degerleri belirlenmistir. Optimum sartlarda 4-metil
katekol, katekol ve piragallol substratlar1 i¢in Ky, degerleri sirasiyla 2,
0.83, 0.66 mM ve Vmax degerleri sirasiyla 3333, 2000, 3333 EU mL"
dak™ olarak tespit edilmistir.

» Salvia huberi HEDGE, PFO'min substrat spesifikligi belirlenmis ve bu
bitkiye ait PFO i¢in en iyi substratin pirogallol oldugu bunu sirasiyla
katekol ve 4-metil katekoliin takip ettigi bulunmustur.

» Ayrica Salvia huberi HEDGE bitkisinin total protein igerigi de
belirlenmistir. Bitkiye ait ham ekstraktaki toplam protein igerigi 930

ng/mL" olarak hesaplanmustir.
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