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OZET

LACTUCA SATIVA L.’DEN ELDE EDILEN POLIFENOLOKSIDAZIN
KISMi KARAKTERIZASYONU

Umran SALMAN
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali
(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Danismani :Yrd. Dog. Dr. Serap DOGAN)
Balikesir, 2006

Bu calismada, marul (Lactuca sativa L.) polifenol oksidaz (PFO) enziminin
kismi saflagtirilmasi yapilmis ve bazi kinetik ozellikleri incelenmistir. Lactuca
sativa L.’den ekstrakte edilen polifenol oksidaz (NH4)2SO4 (amonyum siilfat)

coktlirmesi ve diyaliz iglemleri sonucunda kismi olarak saflastirilmistir.

Lactuca sativa L.’nin toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteau metodu
kullanilarak belirlenmistir. Bu metoda dayanarak Lactuca sativa L.’de 100 g taze
bitki i¢in 304 mg fenolik madde igerigi tespit edilmistir. Protein igerigi ise Bradford
yontemi kullanilarak tespit edilmistir ve 100 g taze bitki i¢in 494/ug mL olarak

bulunmustur.

Ayrica PFO’1n substrat spesifikligi, optimum pH ve sicaklik degerleri ve 1s1
inaktivasyonu incelenmistir. PFO aktivitesi L-tirozin, 4-metilkatekol, katekol ve
pirogallol substartlar1 kullanilarak incelenmigtir. Polifenol oksidaz aktivitesi 4-

metilkatekol ve katekol i¢in 420 nm’de, pirogallol i¢in 320 nm’de ve L-tirozin 484



nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Diger taraftan, Lactuca sativa L.’den
elde edilen PFO, L-tirozine kars1 aktivite gostermemistir. Kinetik parametreler olan
KM ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk grafiginden hesaplanmistir.  Enzimin
katalizleme giiciinii gosteren Vax/ Ky parametresine gore en iyi substrat pirogallol
onu takiben katekol ve 4-metilkatekoliin oldugu tespit edilmistir. Lactuca sativa L.
polifenoloksidazinm optimum sicaklik aktivite degerleri katekol igin 40°C, 4-
metilkatekol ve pirogallol icin 30 °C’de oldugu bulunmustur. Marul PFO’min
optimum pH degerleri ise 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol i¢in sirasiyla 6.5, 8.0
ve 7.5 olarak saptanmustir. Lactuca sativa L. PEO’nin 35 °C, 55 °C ve 75 °C’de 1s1
inaktivasyon calismalar1 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar
kullanmilarak yapilmistir. Ozellikle 4-metilkatekol ve katekol substratlari
kullanildiginda artan inaktivasyon siiresine paralel olarak PFO aktivitesinin belirgin

sekilde azaldig1 gozlenmistir.

Degisik inhibitdrlerin maruldan kismen saflastirilan PFO aktivitesi lizerine
etkisi, 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol fenolik substratlar1 kullanilarak
spektrofotometrik olarak incelenmistir. Bu amagla, tropolon, glutatyon, askorbik
asit, 4-aminobenzoik asit, sodyum azid ve benzoik asit inhibitorleri degisik
konsantrasyonlarda kullanilarak Lactuca sativa L. PFO aktivitesi inhibe edilmeye
calisilmistir. Fakat, sodyum azid ve benzoik asitle Lactuca sativa L.’ den elde edilen
PFO inhibe edilememistir. Diger taraftan daha 6nce belirtilen substratlar kullanilarak
her bir inhibitor i¢in inhibisyon mekanizmasi belirlenmistir. Deneysel sonuglara
gore marul PFO’nun inhibisyonu i¢in en gii¢lii inhibitdriin glutatyon oldugunu

gostermistir.

ANAHTAR SOZCUKLER : Marul; Lactuca sativa L.; Polifenol oksidaz;

substrat spesifikligi; pH; sicaklik; 1s1 inaktivasyonu; inhibisyon.
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ABSTRACT

PARTIAL CHARACTERIZATION OF POLYPHENOLOXIDASE
OBTAINED FROM LACTUCA SATIVA L.

Umran SALMAN

Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Master Thesis / Supervisor : Asist.Prof. Dr. Serap DOGAN)

Balikesir-Turkey, 2006

In this study, polyphenol oxidase of lettuce ( Lactuca sativa L.) was partially
purified and we investigated its some kinetic parametres. Polyphenol oxidase of

lettuce (Lactuca sativa L.) was extracted and partially purified through ammonium

sulphate ( (NH4)2SOj4 ) and dialysis.

The total phenolic content of Lactuca sativa L. was determined according to
the Folin-Ciocalteu method. Total phenolic content was found to be 304 mg/ 100 g
on a fresh weight basis. Protein content was determined according to Bradford

method and it was found to be 494 ug mL" for ever 100 g on a fresh weight .

In addition it was investigated the effects of substrate specificity, pH,
temperature and heat-inactivation on polyphenol oxidase. PPO activity was
determined using 4- methylcatechol, catechol, pyrogallol and L-tyrosine as substrates.
Polyphenol oxidase activity was measured spectrophotometrically for 4
methylcathechol and catechol at 420 mn, for pyrogallol at 320 nm and for L-
tyrosine at 484 mn. On the other hand, lettuce (Lactucasativa L.) showed no
activity toward the L-tyrosine. Kinetic parametres, Ky and Vi , were calculated
from Lineweaver-Burk graph. According to Vimax/ Ky parametres pyrogallol was the
best substrat, followed by catechol and 4-metyl catechol. The optimum temperature
values of Lactuca sativa L. polyphenol oxidase for catechol found to be 40 °C, for 4-

methyl catechol and pyrogallol found to be 30 °C. The optimum pH values of

iii



lettuce PPO were 6.5, 8.0 and 7.5 for 4-methyl catechol, catechol and pyrogallol,
respectively.  Polyphenol oxidase of Lactucasativa L.was investigated heat-
inactivation at 35°C, 55 °C and 75°C using 4-methylcatechol, catechol and
pyrogallol as substrates. Especially, the enzyme activity decreased due to heat-
denaturation of the enzyme with increasing temperature and inactivation time for

catechol and 4- methylcatechol substrates.

The effect of different inhibitors on partially purified lettuce polyphenol
oxidase activity was investigated by spectrophotometrically, using 4-methyl
catechol, catechol and pyrogallol as phenolic substrates. For this purpose, tropolone,
glutathione, ascorbic acid, 4-aminobenzoik acid, sodium azide and benzoic acid were
used to inhibit the activity of Lactucasativa L. PPO at different concentrations.
However, the presence of sodium azide and benzoic acid didin’t have inhibitor effect
on the activity of Lactuca sativa L. polyphenol oxidase. On the other hand, it was
determined mechanism of inhibition for each inhibitor using sellected substrates.
According the experimental results it can be said that glutathione was found to be the

most potent inhibitor for Lactuca sativa L. polyphenol oxidase.

KEY WORDS : Lettuce; Lactuca sativa L.; polyphenoloxidese; substrat

specificity; optimum pH and temperature; inactivation; inhibition.
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1. GIRiS

Canli sistemler, muazzam cesitlilikte biyokimyasal reaksiyonlar vasitasiyla
sekillenirler. Hemen hemen biitiin bu reaksiyonlar temelde protein yapili olan ve
enzimler olarak bilinen bir seri olaganiistii biyolojik katalizorler araciligiyla

gerceklesmektedir[1].

Gida endiistrisinde enzimler 6zellikle son yillarda tiiketiciye cazip gelecek ve
yiiksek besleyicilik degerine sahip gidalarin gelistirilmesi ve liretiminde gittikce
artan bir 6neme sahip olmaya baslamiglardir. Gidalarin korunmasina iligkin olarak
yapilmast gereken temel uygulamalardan birisi dokulardaki kimyasal olaylarin
kontrol altina alinmasidir. Ciinkli 6zellikle sebze ve meyvelerde meydana gelen
kimyasal degisimler iirliniin renginin bozulmasina ve daha da Onemlisibesin
degerinin diigsmesine sebep olmaktadir. Bu renk bozunmalar1 enzimatik ve enzimatik

olamayan kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Besinlerin saklanmasi, depolanmasi veya cesitli islemler sirasinda, meyve ve
sebze dokular1 herhangi bir sekilde zedelenirse, kesilirse, kabugu soyulursa gidalarda
bazi istenmeyen kahverengilesme reaksiyonlart meydana gelir. Besinlerde meydana
gelen baslica esmerlesme reaksiyonlari, Maillard reaksiyonu, karamelizasyon,
askorbik asit oksidasyonu, fenollerin enzimatik kararmasi, okside lipidler tarafindan
kararmis polimerlerin sekillenmesi olarak sdylenebilir[2]. Sebzelerde ve meyvelerde
ortaya ¢ikan enzimatik kararma istenmeyen renk, koku ve tad olusumuna neden
olmakta, bu da gidalarin besin degerinin 6nemli 6l¢iide diismesine sebep olmaktadir.
Enzimatik kararmanin baslica sorumlusu polifenol oksidazdir (PFO). Polifenol
oksidaz (PFO; E.C. 1.14.18.1), bitkiler aleminde yaygin sekilde bulunan
monofenollerin o-hidroksilasyonunu katalizleyen ve o-difenollerin o-kinonlara

yukseltgenmesini saglayan bakir i¢ceren bir monooksigenazdir[3].

Enzimatik kararma isletmeciler ve tiiketiciler i¢in 6nemli bir ekonomik
problem teskil etmektedir. Bu c¢alismada Lactuca sativa L.’den elde edilen PFO

kismen saflastirilarak substrat spesifikligi, optimum pH, sicaklik, 1s1 inaktivasyonu



ve inhibisyon kinetigi gibi bazi kinetik 6zelliklerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Ayrica marulun hasadindan sonraki islemlerde kararmasini 6nlemek ya da azaltmak

icin baz1 inhibitdrlerin potansiyelleri degerlendirilmistir.

1.1 Lactuca Sativa L.

Lactuca sativa L., “marul” olarak bilinen Asteraceae familyasina ait 6nemli
bir bitkidir. 12-15 °C sicakliga sahip aylarda ve hafif asitli, verimli, pH’s1 5.8-7.0
olan topraklarda nispeten iyi gelisim gosterir[4]. Bu tiir genellikle 30-100 cm

yiikseklikte, tamamen tiiysiiz, sar1 ¢igekli, beyaz siitlii, otsu bir kiiltiir bitkisidir[5].

Sekil 1. 1 Lactuca sativa L.’ nin fotografi

Salatalarda kullanilan son derece popiiler bir {iriin olan marul biiyiik bir ticari
Oneme sahiptir. Diyet yapan bilingli tiiketiciler i¢in de marul ¢ogunlukla diisiik
kaloriye sahip bir besin kaynagidir. Aynmi zamanda bitkinin yapraklarinin, bas
agrilarin kesici, siit ve idrar arttirici, sedatif hipnotik (uyutucu) etkilerinin yani sira
hafif miishil etkiye de sahip oldugu bilinmektedir[5,6].  Marulun kiigiik,
kahverengiden sartya kadar degisen renkte badem sekilli tohumlar1 vardir.
Tohumlar, yatistirici, uyutucu, anti konvulsent, siit artirici ve hafif miishil etkiye
sahiptir. Yine marul tohumlar1 iran’da iltihap yangisi, mide-bagirsak yangis1 ve

osteodina tedavisinde geleneksel halk ilaci olarak kullanilmaktadir[6].



Yapilan calismalarda, marulda fenolik bilesikler ve antioksidan aktivitenin
yiksek oldugu ve bu bilesiklerin kanser gibi oksidatif stresle iliskili kronik
hastaliklar1 onledigi rapor edilmektedir[6,7]. Marulun antioksidan ekstraktinin
oksijen radikallerini absorblama kapasitesinin oldugu, diisik yogunlukta
lipoproteinlerde lipid oksidasyonunu engelledigi, oksiradikallertarafindan
indiiklenerek olusan etilen iizerinde inhibitor etkilerinin  oldugu, protein
oksidasyonunu indiikleyen Cu?"a karsi inhibitor etkiye ve hidroksil radikali
absorblama kapasitesine sahip oldugu yapilan ¢aligmalar sonucu belirlenmistir.
Icerdigi bu dogal antioksidanlar ydniiyle zengin olan marul tarimsal ekonomi

acisindan da 6nemli bir bitkidir[7].

1.1.1 Marul (Lactuca sativa L.) Bitkisiyle Yapilan Caliymalar

Lactuca sativa L.’den elde edilen PFO aktivitesiyle ilgili olarak az sayida
caligsmaya rastlanmistir. Fujita ve arkadaslar1 Lactuca sativa L’den PFO’1 amonyum
siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromotografisi ve jel filtrasyon yontemiyle yaklagik
69.7 kat saflastirmislardir[8]. Chazarra ve arkadaslari, Lactuca sativa L.’den elde
ettikleri latent ve aktif PFO’yu, 4-tert-biitil katekolii ve klorogenik asidi substrat
olarak kullanarak bazi kinetik parametreleri belirlemislerdir[9]. Ayrica yine
Chazarra ve arkadaglari, maruldan elde ettikleri latent polifenol oksidazino-
difenolerin o-kinonlara okside olmalar1 siiresince doniislimsiiz inaktivasyona
ugradigim1  tespit etmisler, 4-tert-biitil-katekol substrat1 kullanarak SDS ile
aktiflestirdikleri PFO’nun bazi kinetiksel parametrelerini incelemislerdir[10].
Chazarra ve arkadaslari, Lactuca sativa L.’nin kloroplastlarindan sonikasyon
yontemiyle elde ettikleri PFO’nun monofenolaz aktivitesi gosterdigini
spektofotometrik  Olglimlerle tespit etmisler ve bazi kinetik sabitleri
belirlemislerdir[11]. Yine Chazarra ve arkadaslari, Lactuca sativa L.’den elde edilen
PFO’yu amonyum siilfat, jel filtrasyon kromotografisi, iyon degisim kromotografisi
ve SDS ile tetramerik yapida, iki ayr1 formdan olustugunu tespit etmislerdir[12].
Sayyah ve arkadaslar1 Lactuca sativa L.’nin ekstraktlarinin farelerde analjezik ve
anti- inflammatory etkilerini arastirmiglardir[6]. Choi ve arkadaslar, Lactuca sativa
L.’nin yapraklarinda yaralanma sonucu ¢oziinebilir fenolik maddelerin iiretimi ve

birikimi sonucu doku kararmasinin gergeklestigini ve n-alkole maruz birakilan



yaprak dokularindaki kararmanin % 40-60 oraninda azaldigini saptamislardir[13].
Bennet ve arkadaslar, Lactuca sativa L.’den sentezlenen sesquiterpenlerin
biyosentezinin molekiiler biyolojisini incelemislerdir[14]. Caspersen ve arkadaslari,
rizosfer mikrobiyal immunitesinin metabolik faaliyeti vasitasiyla ferulik asidin
yiksek konsantrasyonda toksik etkisinin giderilebilecegini  belirlemeye
caligmiglardir[15]. Bestwick ve arkadaslari, Lactuca sativa L.’de hipersensitif
reaksiyonlar  siiresince  antioksidan enzim  diizeylerindeki degisimleri
incelemislerdir[16]. Xue ve arkadaslari, Ruiz Lozano ve arkadaslar1 farkli yillarda
yaptiklar1 arastirmalarda marulda abiyotik strese ve degisen bitki beslenmesine bagl
olarak antioksidan enzim aktivitelerini belirlemislerdir[17,18]. Liu ve arkadaslari,
kirmizi marul kiiltivarlarinin ayn1 bliylime sartlar1 altinda yetisen yesil marullara gore
daha fazla antioksidan aktivite gdosterdiklerini ve daha fazla fenolik madde
igerdiklerini belirlemislerdir[7]. Tamura ve arkadaslari, kiiltiire alinmis Lactuca
sativa L.’den izole ettikleri 3,4,5-tri kafeoilkiinik asit (TCQA)’in insan HIV viriisii

tizerindeki inhibitor etkisini incelemislerdir[19].

1.2 Polifenol Oksidaz

Polifenol oksidazlar olarak isimlendirilen enzimler, bakterilerden memelilere
kadar tiim filogenetik skalada genis yayilim gosteren bakir iceren proteinlerin bir
grubudur. Bu grubun ortak 6zelligi, molekiiler oksijen varliginda fenollerin

oksidasyonunu katalizleme kapasitelerinin olmasidir[20].

Bir¢ok meyve ve sebzenin toplanmasi ve depolanmasi siiresince kararmasinin
baslica sebebi polifenol oksidaz denilen enzimdir[21]. Bu enzim, monofenollerin
hidroksilasyonu ve polifenollerin oksidasyonunu katalizleyen Cu*" igeren bir
monooksigenazdir. PFO, oksijen vasitasiyla hidrojen yakalayicist oldugu igin

oksidorediiktaz olarak da siniflandirilmaktadir[22].
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Sekil 1.2 Enzimatik kararmada polifenoloksidazin rolii

Meyve ve sebzelerin kararmasi, PFO’nun katalizledigi fenolik bilesiklerin
kinonlara, onlarin da daha sonra kondense renkli pigmentlere oksidasyonu
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 1.2)[2]. Renkli bakir bilesiklerinin polimerize
olmasiyla meydana gelen kinonlar, besin kalitesinin, meyve ve sebzelerin ticari
degerlerinin diismesine sebep olmaktadir[23]. Enzimatik kararmanin derecesi
fenolik bilesiklerin miktarina, dogasina, oksijenin varligina, indirgen maddeye,
metalik iyonlara, pH’ya, sicakliga ve polifenol oksidaza baghdir. Enzimatik kararma

isletmeciler i¢in 6nemli ekonomik bir problemdir[24].

1.2.1 Polifenol Oksidazin Bulundugu Organizmalar

Polifenol oksidaz ve polifenoller bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir.
Bunun disinda mikroorganizmalarda, 6zellikle mantarlarda ve bazi hayvansal
organizmalarda da bulunabilir. Bazi1 kabuklu deniz hayvanlarinda da (beyaz karides,
kiiclik karides) bu enzimin varligina rastlanmistir. Polifenol oksidaz bitkisel
gidalarda enzimatik kararmaya neden olurken, hayvansal gidalarda enzimatik

kararma s6z konusu degildir[25].



1.2.2 Bitkilerde Polifenol Oksidazin Biyolojik Onemi

Yapilan ¢aligmalar, hastalik direncinde polifenol oksidazin 6nemli bir rolii
oldugunu ortaya koymustur[22,26]. Dogada genis ol¢lide yayilim gosteren ve doku
yaralanmalarindan sonra istenmeyen enzimatik kararmaya sebep olan bu enzim,
bitkilerde kloroplast tilekoidlerinin membranlarinda lokalize olmus durumdadir.
Patojen bakterilerin Ornegin, Psedudomonas syringe’nin yol agtig1 enfeksiyon
durumunda savunma amaciyla PFO gereginden fazla ekspire olur. Ayrica yine
benzer bir savunma durumu bocek istilalar1 sirasinda da goriiliir. Pancar kurdu,
domates meyve kurdu, yesil seftali aphidi gibi kiiclik zararli boceklerin yol agtigi
yaralanmalardan sonra ekspire olan PFO boceklere karst bir savunma
olugturmaktadir. Ayni zamanda PFO’nun auron biyosentezi ve fenil-propanoid
yoluyla iligkili oldugu ileri siiriilmektedir.  Bunlara ek olarak kloroplast
mezofillerinde  PFO’nun  Mehler  reaksiyonunda  fonksiyonel  oldugu
bildirilmektedir[26]. PFO’nun faaliyeti sonucu olusan kinonlarin ikinci bir
polimerizasyon reaksiyonuyla koyu renkli, suda ¢6ziinmeyen polimerler olusturdugu
bilinmektedir. Polimerlerle doldurulan zedelenmis dokular enfeksiyonun

yayilmasina karsi1 bir engel olusturmaktadir[22].

Diger taraftan  baz1 tahillardan elde edilen unlardaki yiiksek PFO
aktivitesinden dolay1, ekmek, makarna iirlinlerinin kararma gosterdigi enzimatik
reaksiyonlar sonucu olusan kinonlarin proteinlerle birleserek onlarin hazmolma
yeteneklerini ve bu arada lisin aminoasidinin yararliligini azalttii bildirilmistir[27].
Cay, kahve ve kakaonun {iiretiminde ise enzimatik kararma istenilen onemli bir
prosestir. Siyah cayin liretimi siiresice meydana gelen biyokimyasal degisimler

cayin lezzetini veren teaflavin ve tearubinlerin tiretilmesi agisindan dnemlidir[28].

1.2.3 Polifenoloksidazin Substratlari

Meyve ve sebzeler oldukga fazla tiirde fenolik bilesik ihtiva ederler. Bununla
birlikte bunlarin sadece bir kismi1 PFO’nun substratlaridirlar. PFO’nun meyve ve
sebzelerdeki en yaygin dogal substratlari, flavonoid tipi fenollerle, basit fenollerdir.

Flavonoidler, bitkilerin yenilebilir kismi1 ile kok, govde, yaprak, meyve ve tohum



kisimlarinda bulunurlar. Genelde flavonoidler bitkilerin belirli bolgelerinde
konsantre bir sekilde bulunmazlar. Bitkilerin ¢esitli boliimlerinde hemen hemen
homojen bir sekilde dagilmislardir. Degisik konsantrasyonlardaki polifenoller
yenilebilir iiriinlerin ¢ogunda, kararma reaksiyonlarinin meydana gelmesi i¢in yeterli

sebeptir.

Bitkilerde dogal olarak bulunan farkli tiirdeki flavonoid bilesiklerinden
yalnizca katekinler, 16koantosiyanidinler, antosiyaninler, flavonoller, basit fenoller

ve sinnamik asit tiirevleri besinlerin 6nemli bir kismini teskil ederler[25].

1.3 Enzimatik Kararma

Enzimatik kararma besinlerin toplanmasi, depolanmasi veya onlarla yapilan
islemler sirasinda meyve ve sebze dokularinin herhangi bir sekilde zedelenmesi,
kesilmesi, kabuklarinin soyulmast sonucu meydana gelmektedir. Bu renk
bozunmalar1 enzimatik ve enzimatik olmayan kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya
cikmaktadir[28,29]. Taze sebze ve meyvelerin enzimatik kararmasi igerdikleri
fenolik bilesiklerin oksidasyonu ile iligkilidir. Bu bilesikler oksijen varliginda
oksidasyon sonucunda kahverengi, kirmizi ve siyah pigmentlere yani yiiksek
derecede kararli olmayan kinonlara doniismektedir[30]. Zarar goren bitki dokular1
oksijenle temas ettikleri zaman hizlica kararirlar, sonugta istenmeyen renk, tad, ve
koku olusumu goézlenir. Bu durum gidalarin besin degerlerinin biiylik olgiide
diigmesine sebep olurken gida endiistrisinde de Onemli bir problemi ortaya
cikarmaktadir. Enzimatik olmayan kararma ise Maillard reaksiyonu, askorbik asit
mekanizmasi ve etkin aldehit teorisi, karamelizasyon, okside lipidler tarafindan
kararan polimerlerin  sekillenmesi  seklinde bes farkli mekanizmanin

kontroliindedir[2]

Fenolik maddeleri okside etme yetenegine sahip olan enzimler lakkaz,
peroksidaz ve polifenol oksidaz (tirozinaz) dir. Bu ii¢ grup enzimin benzer substrat
tercihleri vardir. Bu nedenle 6zellikle se¢ilmis inhibit6rlerin kullanilmasi bu grup
enzimlerin ayirt edilmesinde dnemlidir. Peroksidazlar hidrojen peroksit varliginda

substratlar1 okside edebilirler yani peroksidazlarin oksidasyon reaksiyonlar1 hidrojen



peroksidin varligina baglidir. Oksitatif reaksiyonlarda gerek islemeden dnce gerekse
islem sirasinda sebze ve meyvelerle ilgili renk bozulmalarindan daha ¢ok polifenol

oksidaz sorumludur[31].

Bitkilerde bulunan fenolik molekiillerin oksijenli ortamda yiikseltgenmesini
saglayan polifenol oksidaz renksiz olan bu bilesikleri kullanarak renkli {iriinlerin
ortaya ¢ikmasia sebep olur. Bu siiregte Oncelikle monofenoller difenollere
yiikseltgenerek kresolaz aktivitesi gosterirler. Kresolaz aktivitesi sonucu ortaya
cikan irilinler de yine polifenol oksidaz tarafindan o-kinonlara yiikseltgenerek
katekolaz aktivitesi gosterirler. Olusan o-kinonlar polimerize olurlar, ortamdaki
amino asitler ve proteinlerle kompleks olusturarak kahverengi pigmentlere
dontiglirler. Meydana gelen bu pigmentler yiiksek molekiiler agirhiga sahip
polimerlerdir. Enzimatik kararmada ilk adim o-kinonlarin olusmasidir. O-kinonlar
ise, o-dihidroksi {initesi iceren her ¢esit fenolik maddeyi icermektedir. Sebze ve
meyvelerde yaygin olarak bulunan dogal flavonoid maddelerden, katekinler,
proantosiyanidinler (I6koantosiyanidinler), antosiyanidinler, flavonoller ile ayrica
hidroksibenzoik, hidroksisinamik ve bunlarin tiirevleri olan ¢esitli bilesikler; kafeik,
ferulik, p-kumarik, kuinik, gallik, sinamik ve klorogenik asitler gibi ¢ok ¢esitli basit
fenolik maddeler; ve polifenollerin enzimatik kararma reaksiyonlarinda rol oynadigi
goriilmektedir. Ancak meyve ve sebzede ¢ok az bulunmasina karsin, onlarin
enzimatik yolla kararmalarinda 6nemli rol oynayan maddelerden digeri de gergekte

bir basit fenolik madde olan ve aminoasitler arasinda yer alan tirozindir[24].

Enzimatik kararma reaksiyonlarinda bir ¢ok polifenolik maddelerin substrat
olarak rol oynamalaria karsin, baz1 fenolik maddeler tam aksine, inhibitor rolii
oynamaktadir. Enzimatik kararma reaksiyonlarinin olustugu ortamda bulunan bazi
maddeler, renk degisimlerinin kilit maddesi olan o-kinonlar1 geriye, yani o-fenolik
formlara indirgeme niteligine sahiptirler. Bdylece 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 bozunmasii engellemekte ve bu sirada askorbik asit
parcalanmaktadir. Ayrica askorbik asit ortamdaki oksijeni indirgeyerek de kararma

reaksiyonlarimi ikinci bir yolla inhibe etme 6zelli§ine sahiptir. Iste meyve ve



sebzelerin iglenmesinde, islenmekte olan iiriiniin rengini korumak amaci ile askorbik

asidin yaygin kullanilma nedeni budur[24].

1.4 Polifenol Oksidaz ile Yapilan Calismalarin Ozeti

Polifenol oksidaz gida endiistrisi agisindan son derece 6nemli bir enzim oldugu
icin yapilan literatiir taramasi sirasinda polifenol oksidazla yapilmis ¢ok sayida
caligmaya rastlanmistir. Khan ve arkadaslari, amonyum siilfatla ¢coktiirdiikleri patates
proteinlerinden bir adsorbant olan celite 545 iizerinde PFO’yu direk immobilize
etmislerdir[32]. Mayende ve arkadaslari, ¢iirlimiis yapraklardan izole ettikleri
termofilik Basillus spp. taksonlarindan elde ettikleri PFO ve seliilaz aktivitelerini
incelemislerdir[33]. Matsui ve arkadaslari, yesil hindistan cevizi suyundan elde
ettikleri PFO ve peroksidaz enzimlerinin termal inaktivasyonlarii ¢alismislardir[34].
Martinez ve arkadaslari, beyaz fare fungusu olan Trametesversicolor ATCC
42530’da elde ettikleri PFO enzimini kullanarak aycicegi yaginda bulunan ve
polifenolik bir madde olan klorojenik asiti enzimatik olarak degrede etmislerdir[35].
Dogan ve arkadaslari, farkli patlican kiiltiirlerinden PFO’yu kismen saflagtirmislar ve
PFO aktivitesi iizerine pH, sicaklik, substrat spesifikligi ve 1s1 inaktivasyonu gibi bazi
kinetik parametrelerin etkilerini arastirmislardir[36]. Yine Dogan ve arkadaslari,
farkli Thymus longicaulis var. subisophyllus taksonundaki PFO aktivitesinin bazi
kinetik 6zelliklerini belirlemislerdir[21]. Gilindogmaz ve arkadaslari, ¢esitli Salvia
tiirlerinde varolan PFO’nun baz1 kinetiksel 6zelliklerini aragtirmislardir[37]. Erat ve
arkadaslari, Ferula sp.’den elde ettikleri PFO’1 saflastirarak karakteristik 6zelliklerini
belirlemeye ¢aligmiglardir[38]. Durigan ve arkadaslari, Averrhoa carambola L..’nin
yedi genotipinde PFO aktivitesini incelemislerdir[39]. Dogan ve Dogan yine Thymus
tirtinden kismen saflastirdiklart PFO aktivitesinin nasil degistigini belirlemeye
calismiglardir[3]. Thipyapong ve arkadaslari, fotosentez sirasinda ortaya ¢ikan stres
durumunda yiikselen PFO aktivitesini domateste inhibe etmeye ¢alismislardir[26].
Lee ve arkadaslari, patatesten elde ettikleri polifenol oksidazin Maillard reaksiyonu
iirlinleri olan glisin ve glukoz tarafindan inhibe oldugunu saptamislardir[2]. Nunez-
Delicado ve arkadaslari, Napoleon iiziimlerinden elde ettikleri latent PFO’yu Triton
X-114 ile iki fazli bolme yaklasimini kullanarak elde etmisler ve optimal aktivite

degerlerini tespit etmislerdir[40]. Dogan ve arkadaslari, degisik Origanum tiirlerinin



farkli organlarindan kismen saflastirdiklar1 PFO aktivitesinin donemlere ve organlara
bagli olarak nasil degistigini belirlemeye calismuslardir[41]. Xu, 4-20 °C’de 6 ay
siireyle Castanea henryi depolanmasit sirasinda PFO aktivitesi ve total fenolik
bilesikleriincelemistir[42]. Yildiz ve arkadaslari, {i¢ farkli polimer kullanarak
PFO’nun immobilizasyonunu ¢alismiglar ve baz1 Tiirk kirmiz1 saraplarindaki toplam
fenolik maddeyi elektrotlarla belirlemislerdir[43]. Bdyilikbayram ve arkadaslari,
kirmiz1 saraptaki kararli fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilan iletken
kopolimerlerde PFO’nun immobilizasyonu vasitasiyla biosensorlerin hazirlanmasina
calismislardir[44]. Marukes ve arkadaslari, bitki ve fungus tiirlerinden elde ettikleri
PFO’nun karsilagtirmali analizini yapmislardir[45]. Gui ve arkadaglari,
karbondioksite maruz birakilan elma suyundaki PFO’nun inaktivasyonunu
incelemislerdir[46]. Alvarez-Parrila ve arkadaslari, lezzetli kirmizi elmadan elde
ettikleri PFO’yu klorojenik asit substratin1  kullanarak -siklodekstrin, 4 -
heksilresorsinol, metilyasmonat inhibitér maddelerini kullanarak inhibe etmeye
calismiglardir[47]. Maki ve Morohasi, domateste tohumlarin kéklenmesinden sonra
mikropilar endospermdeki PFO aktivitesinin arttigini saptamislardir[48]. Arslan ve
arkadaglari, beyaz duttan (Morus alba L.) elde ettikleri PFO’yu sefaroz 4B-L-tirozin-
p-amino benzoik asit kulanarak affinite kromotografisiyle saflastirip kinetik ve
elekroforetik dzelliklerini belirlemislerdir[49]. Unal, Anamur muzundan elde ettigi
PFO’nun optimum sicaklik, pH, termal inaktivasyon ve inhibisyon c¢alismalarini
yapmustir[50]. Mdluli, Afrika’da yetisen Scalerocarya birrea subsp. caffra’den elde
ettifi PFO ve peroksidazi saflastirarak karakterizasyonunu belirlemeye
calismistir[51].  Mozetic ve arkadaslari, Rebula iiziimlerinden elde ettikleri
polifenoleri Folin—Ciocalteu metoduna gore analiz etmislerdir[52]. Dogan ve
arkadaslar1, Ocimum basilicum L. ve mantardan elde ettikleri PFO’nun glutamik asitle
inhibe oldugunu saptamiglardir[23]. Ayrica yine Dogan ve arkadaslari, enginar
bitkisinden elde ettikleri PFO’in karakteristik Ozellikleri ve bazi kinetik
parametrelerini  belirlemislerdir[53]. Gutes ve arkadaslari, polifenolokidaz

biyosensorleri vasitasi ile fenolik bilesiklerin belirlenmesini aragtirmislardir[54].
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1.5 Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyon hizlarinmi inceler.
Enzimler biyolojik katalizorlerdir. Enzimler substratlari ile ve bazen de koenzimleri
ile kompleksler olustururlar. Doygunluk durumunda ortamdaki biitiin enzim ES
kompleksi halindedir. Enzim ve substrat arasindaki bir reaksiyon i¢in asagidaki

esitlik yazilabilir.

k
E+S —= ES———> E+F
ko (1.1)

Bu kimyasal reaksiyon i¢in Michaelis-Menten denklemi agagidaki gibi verilebilir:

A
" [S]+K,,

(1.2)
Burada V., enzimin substrata doydugu andaki hiz; Ky, maksimum hizin yarisina

erigildigi andaki substratin konsantrasyonudur.

Sekil 1.3 enzimli bir reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile degisimini
gostermektedir. Diisiik substrat konsantrasyonunda reaksiyon hizi substrat
konsantrasyonu ile orantili artar, yani reaksiyon substrata gore birinci derecedendir.
Substrat konsantrasyonu arttirildigi zaman reaksiyon hizi1 artisinda bir azalma
g6zlenir ve bu boliimde reaksiyon sifirinci ile birinci dereceler arasinda karisik bir
mertebeye sahip olur. Substrat konsantrasyonu daha da arttirildiginda hiz sabitlesir
ve substrat konsantrasyonu ile degismez. Bu kisimda reaksiyon sifirinci
mertebedendir ve biitlin enzim molekiilleri substrat ile birlesmis yani doymus

haldedir.
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0 Km 2Km 3Km 4Km SKm
[S]
Sekil 1.3 Michealis-Menten egrisi

Michaelis-Menten esitliginin parametrelerini belirlemek i¢in birka¢ metot
vardir. [S]’nin ¢ok yiiksek degerlerinde baslangic hizi (Vo) Vimax’a yaklagir. Bununla
birlikte pratikte Sekil 1.3’de gosterildigi gibi Vo’in [S]’ye kars1 grafiginden Viax'u
dogru bir sekilde belirlemek ¢ok zordur. Vp.x ve Ky'nin degerlerini belirlemek icin
daha iyi bir metot Lineweaver-Burk tarafindan gelistirilmis olup bu denklem

Michaelis-Menten denkleminin ters ¢evrilmis bigimidir.

v, V. [S] V (1.3)

Bu esitlikte 1/Vo’1n 1/[S]’ye kars1 egrisi, egimi Ky/Vmax ve ekstrapolasyonu 1/ Vipax
olan diiz bir dogru verecektir (Sekil 1.4)[55].
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1/vo

-
-

Egim= Km/Vmax /,/

/

- [S]=0.5Km
/
/ (S]=5Km

“A/Km 0 1/[S]

Sekil 1.4 Lineweaver-Burk grafigi
1.6 inhibisyon

Enzim inhibisyonu, enzimin katalitik ya da diizenleyici merkezleri olarak
tanimlanan aktif bolgelerine spesifik olarak baglanan inhibitorler ile enzim
aktivitesinin azaltilmas1 olarak tanimlanabilir. Pek ¢ok madde substratin
baglanmasini ve/veya turnover sayisini etkileyen bir yolla enzime baglanarak
enzimin aktivitesini degistirir. Bu yolla enzimin aktivitesini azaltan maddeler

inhibitorler olarak bilinir.

Bir inhibitoriin enzime baglanma sekli elde edilmis deneysel verilerin
degerlendirilmesi i¢in bilyiik bir 6neme sahiptir. Cogu inhibitorler enzime tersinir
olarak baglandiklar1 i¢in bunlar enzimden tekrar ayrilabilirler. Bununla birlikte bazi
inhibitorler enzime ¢ok kuvvetli bir sekilde (kovalent baglarla) baglanabilirler ve bu
inhibitorler enzimden ayrilmazlar. Bir ¢ok inhibitor yapisal olarak enzimin
substratina benzeyen maddelerdirler. Bu maddeler substratla karsilastirildiginda ya
hi¢ reaksiyon vermezler ya da ¢ok yavas reaksiyon verirler. Enzim inhibitorlerinin
etkin olarak rol oynadigi cesitli mekanizmalar vardir. Enzim, substrat ve inhibitor
arasindaki inhibisyon mekanizmasi asagidaki esitliklerin birisi kullanilarak

aciklanabilir:
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1.6.1 Yarismal Inhibisyon
Bu tiir inhibisyonda, inhibitér enzimin aktif merkezine baglanmak igin

enzimin substrat1 ile yarigir. Enzimin aktif bolgesine ya substrat ya da inhibitor

baglanir. Her ikisinin de birlikte baglanmas1 miimkiin degildir.

E+S =—=—— ES —> E+P

! ®
I
=
KI
EI ™
(1.4)
Yarigmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk denklemi asagidaki gibi verilebilir:
K
L: OB L+L (1.5)
VO Vmax [S] Vmax
[1]
a=1+_—+— 1.6
o (16)

Bu esitligin egrisi diiz dogrudur. Bu diiz dogrunun egimi oK,,/V,_ . ve
ekstrapolasyonu 1/V__ ’dur. Bu durum Sekil 1.5’de goriilmektedir. Cesitli inhibitor

konsantrasyonlarinda yarigmali bir inhibitor i¢in yukaridaki denklem 1/V ekseninde
1/Vimax kaymmina sahiptir. Bu, diger inhibisyon tiirleri ile karsilastirildiginda

yarigsmali inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur[22].
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1ivo

o = 1 (Inhibitorsiiz)

1WVmax F e
. €N = akmM'max

"t

i
e B
o Ki

e ,ff
/'/ /S
L | 0
-1/eKm 1/[8]

Sekil 1.5 Yarigmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri

1.6.2 Yari-yarismal inhibisyon

Yari-yarigmali inhibisyonda inhibitor serbest enzime degil dogrudan enzim

substrat kompleksine baglanir.

E+S ES — E+P

+
I

8-
@

E

(1.7)

Yari-yarismali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk denklemi asagidaki gibi

verilebilir:
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L:[KM j.LJrL' (1.8)
v, \V.JIS] Vv

Yari-yarigmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisi egimi (Ky/Vmax) ve
ekstrapolasyonu (0//Vmax) olan diiz bir dogru verir. Cesitli yari-yarigsmali inhibitor

konsantrasyonlarinda bir seri Lineweaver-Burk egrileri birbirine paralel dogrulardan

meydana gelir (Sekil 1.6). Bu yari-yarismali inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur[22].

1/vo

"= 1.3
/ o' 1 (Inhibitérsiiz)

E&m = km/vmax
m
Ki

]

a'=1+

CKm 18]

Sekil 1.6 Yari-yarigmali inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri
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1.6.3 Kanisik Inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda inhibitérler hem enzim hem de enzim-substrat

kompleksine baglanabilirler.

E+S ——— ES——> E+P

EI+S ——— ESI

o] |®

(1.9)
Karigik inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk denklemi asagidaki sekilde verileblir:
K 1
T_joky) L, o (1.10)
V Vmax [S] Vmax

Bu esitligin egrisi egimi (0Kym/Vmax) ve ekstrapolasyonu (o/Vmax) olan
dogrulardan meydana gelir (Sekil 1.7). K=Kj (e=a) oldugu ozel durum icin,
kesisim 1/[S] ekseni lizerindedir. Bu durumda inhibisyon c¢esiti yarismasiz

inhibisyon olarak adlandirilir[22].
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1M

Artan

(1

a=a =1 (Inlabitirsiiz)

/

x Egim = gkKm/Vmax
o

o'NVmax

[ 1 —a o—o
{o- 1) Km (o - 1)Vmax

/f;_;.#' |
& U 0
b a=1+ ?I a=1+ K'j
L1
o« 0 1/[S]
akKm

Sekil 1.7 Karisik inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrileri
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Bitki Orneklerinin Temini ve Analize

Hazirlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan Lactuca sativa L. Balikesir’de bir marketten taze
olarak temin edildi. Taze yapraklar goriiniir topraklarindan arindirilarak ¢esme
suyuyla yikandi ve iizerlerindeki su kurutulduktan sonra-80 °C’de saklandi.
Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck’den ve Sigma Chem. Co’dan satin
alindi.  Enzim analizleri ise Cary, 1 E|g UV —Visible (Varian, Avustralya)

spektrofotometresi kullanilarak belirlendi[3].

2.1.2 Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Caligmada kullanilan kimyasallar asagidaki listede verilmistir:

1. Disodyumhidrojen fosfat (Na,HPOj)
2. Sodyum asetat (NaCH3;COO)
3. Sodyum hidroksit (NaOH)

4. Nitrik asit (HNO3)

5. Amonyum siilfat (NH4)>SO4
6. Katekol

7. 4-metilkatekol

8. Pirogallol

9. Glutatyon

10.  Tropolon

11.  4-aminobenzoik asit

12.  Askorbik asit

13.  Benzoik asit

14.  Sodyum azid

15.  Folin- Ciocalteau belirteci

16.  Sodyum karbonat

17.  Serum albumin
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18.  Coomassie Brillant-Blue G- 250
19.  Sodyum karbonat (Na,CO3)
20.  Diyaliz torbasi

2.1.3 Calismada Kullanilan Cihazlar

Calisma siiresince asagidaki cihazlar kullanilmistir:

[

Cary,1Ejg UV —Visible :Varian

pH-metre : Orion 920A

Sabit sicaklik banyosu : Temparature Junior TE-85
Otomatik pipetler : Brand

Terazi : Libror AEG-220/ Shimadzu
Blender : Warning

Etuv : Memmert

Sogutmali santrifiij : Hettic Zentrifugen EBA 12R

A S AN A

Magnetik karistirict : Heildolph
Vorteks : Niive NM 100

,_
e

2.1.4 Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

1. 0.1 M Na,HPO,pH=6-9 ( Eksrakt Hazirlama ve Aktivite Olciimii
icin)

17.796 g sodyum fosfat hassas terazide tartilarak balon jojeye konuldu ve
kat1 partikiiller tamamen magnetik karistiric iizerinde ¢oziildiikten sonra
hacmi saf su ile 1L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’s1 pH-metre
ile NaOH ve HNOs kullanilarak 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 olarak ayarlandi.
Hazirlanan bu ¢ozeltilerden pH’s1 6.5 olan ekstrak hazirlanmasi ve aktivite
Olgiimleri esnasinda kullanilirken, diger ¢ozeltilerden optimum pH

caligsmalari siiresince yararlanildi.

2. 0.01 M Na,HPO, pH=7.0 (Diyaliz islemi i¢in ):
1.7796 g sodyum fosfat hassas terazide tartilarak balon jojeye konuldu ve

20



kat1 partikiiller tamamen magnetik karistirict iizerinde ¢oziildiikten sonra
hacmi saf su ile 1L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’s1 pH-metre
ile NaOH ve HNOj; kullanilarak 7.0 olarak ayarlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti

enzim Orneklerinin diyaliz islemleri siiresince kullanildu.

0.1 M NaCH;3COO pH =4-6(Aktivite Ol¢iimii i¢in)

13.68 g sodyum asetat tartildiktan sonra balon jojeye konuldu ve magnetik
karigtirict iizerinde iyice ¢oziindii ve hacmi 1L’ye saf su ile tamamlandi.
Hazirlanan ¢6zeltinin pH’s1 pH-metre ile NaOH ve HNO;c¢d6zeltileri
kullanilarak 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0’ya ayarlandi. Bu ¢ozeltiler daha sonra

optimum pH ¢alismalari siiresince aktivite 6l¢glimlerinde kullanildi.

0.1 M Katekol (Substrat Cozeltisi):
0.55 g katekol tartilip 50 mL’lik balon jojeye alind1 ve kati partikiilleri iyice

¢oOziindiikten sonra hacmi 50 mL’ye saf su ile tamamlandi.

0.1 M 4-metilkatekol (Substrat Cozeltisi):
0.620 g 4 -metilkatekol tartilip 50 mL’lik balon jojeye alind1 ve kati

partikiilleri iyice ¢oziildiikten sonra hacmi 50 mL’ye saf su ile tamamlandi.

0.1 M Pirogallol (Substrat Cozeltisi):
0.630 g pirogallol tartilip 50 mL’lik balon jojeye alind1 ve kat1 partikiilleri

tyice ¢oziildiikten sonra hacmi 50 mL’ye saf su ile tamamlandi.

0.01 M 4-aminobenzoik Asit (inhibitor Cozeltisi):
0.0685 g 4-aminobenzoik asit tartildiktan sonra 50 mL’lik balon jojeye
alind1 ve kati partikiilleri iyice ¢oziildiikten sonra hacmi 50 mL’ye saf su ile

tamamlandi.
0.001 M Glutatyon (Inhibitér Cozeltisi):

0.0015 g glutatyon tartilip 50 mL’lik balon jojeye alind1 ve kat1 partikiilleri

tamamen ¢oziildiikte sonra hacmi 50 mL’ye saf su ile tamamlanda.

21



9. 0.001 M Askorbik Asit (inhibitor Cozeltisi):
0.0038 g askorbik asit tartilip 50 mL’lik balon jojeye alindi ve kati
partikiiller tamamen ¢6ziildiikten sonra hacmi 50 mL’ye saf su ile

tamamlandi.

10. 0.001 M Tropolon (Inhibitor Cozeltisi ):
0.0610 g tropolon tartilip 50 mL’lik balon jojeye alind1 ve kat1 partikiiller

tamamen ¢oziildiikten sonra hacmi 50 mL’ye saf su ile tamamlandi.

11. % 20’lik Sodyum Karbonat (Na,CO;) (Fenolik Madde Tayini I¢in):
10 g sodyum karbonat tartilip 50 mL’lik balon jojeye alindi ve kati
partikiiller tamamen ¢06ziildiikten sonra hacmi 50 mL’ye saf su ile

tamamlandi.

12. Coomassie Brillant-Bule G-250 Reaktifi Hazirlama (Protein Tayini
icin):
100 mg (0.1 g) Coomassie Brillant-Bule G-250 tartildi ve 50 mL etanol
icinde iyice ¢oziildii. Uzerine 100 mL fosforik asit eklendikten sonra iyice

karistirilarak iizeri saf suile 1 L’ye tamamlanda.

13 Bovin Serum Albumin (Protein Tayini I¢in):

100 mg ( 0.1 g) albumin tartilip 100 mL saf su igerisinde ¢oziildii.

2.2 Ham Ekstraklarin Hazirlanmasi

Calismalar siiresince -80 °C’de saklanan Lactuca sativa L. drneklerinden ham
enzim ekstrakt1 hazirlamak igin 20 g bitki numunesi tartildi. Ornekler bidistile suyla
birka¢ defa iyice yikandi. Yikanan numuneler %5’lik polietilenglikol ve 10 mM
askorbik asit igeren 0.1 M 100 mL pH’s1 6.5 olan fosfat tamponu i¢inde paslanmaz
celik bir blendir kullanilarak 2 dakika siireyle homojenize edildi. Elde edilen
homojenat, sik goézenekleri olan ve birka¢ kez katlanarak hazirlanan beyaz bir
tillbent yardimiyla filtre edildi. Filtrat satrifiij tiiplerine alind1 ve tiiplerin agirliklar

hassas bir terazide esitlenerek 15000 x g’de 10 dakika siireyle + 4°C’de santrifiij
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edildi[3,56]. Santrifiij sonrasi iist kisimlar siiziilerek elde edilen silipernatant bir giin
siiresince 0.01 M’lik pH’1 7.0 olan fosfat tamponu igerisinde diyalize birakildi.
Diyaliz siiresince tampon dort kez degistirildi[3]. Diyalizden alinan ekstrakt diger

islemlerde kullanildi.
2.3 Polifenol Oksidazin Kismen Saflastirilmasi

Diyaliz sonrast elde edilen ekstrakt % 10-90’likk amonyum  siilfat
doygunluklarinda test edildi. En ideal amonyum siilfat miktarinin % 80 doygunlukta
oldugu tespit edildi. Coktiirme isleminde kullanilacak ekstraktin hacminin
belirlenmesinin ardindan kullanilmasi gereken kati (NH4)>SO4 (amonyum siilfat)
miktar1 tespit edildi. Elde edilen siipernatant % 80 doygunlukta amonyum siilfatta
coktiirmeye birakildi. % 80 doygunlukta kullanilmas1 gereken kati amonyum siilfat

miktar1 su denklem yardimuiyla tespit edildi:

_1T77V(S -S)

JinHa.500 = 3 B4 s, (2.1

Burada;

V: Siipernatantin hacmi,
Si: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu,

S»: 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugudur.

Eklenen kat1 amonyum siilfat en diisiik devirde ¢alisan bir magnetik karistirict
tizerindeki ham ekstrakt icerisine yavas yavas ilave edildi. Her boliimiin eklenmesi
siiresince katt amonyum siilfat parcaciklarinin tamamen ¢6ziinmiis olmasina dikkat
edildi. Bu islem yaklasik yarim saat kadar siirdii. Kat1 amonyum siilfat tamamen
coziildiikten sonra % 80 doygunluga ulasan siispansiyon tekrar santrifiij tiiplerine
alinip agirliklar esitlendikten sonra 60 dakika boyunca + 4 °C’de 15000 x g’de
santrifiij edildi[3]. Ustte kalan s1v1 kisim atilarak tiipte kalan ¢okelek, pH’s1 7.0 olan
5 mM’lik fosfat tamponunda ¢oziinebildigi en az miktarda ¢oziildii. Enzim

soliisyonu diyaliz tiipiine bosaltilarak torba icerisinde 5 mM’lik, pH’s1 6.5 olan fosfat
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tamponu bulunan bir behere alind1 ve 24 saat boyunca diyalize birakildi. Diigiik
devirde calisan bir magnetik karistirici iizerinde + 4 °C’de gergeklestirilen diyaliz
islemi siiresince tampon dort defa yaklasik olarak 5-6 saat araliklarla degistirildi.
Diyaliz islemi sonucu kismen saflagtirilan polifenol oksidaz, deneylerde enzim

kaynag1 olarak kullanildi[56].

2.4 Spektrofotometrik Olciimler

Kinetik analizler Cary;1E|g-UV-Visible spektrofotometre kullanilarak
gerceklestirildi. Reaksiyon 1 cm’lik 151k yolu olan 3 mL hacimli kuartz kiivet i¢inde
gergeklestirildi. Her bir dlgiimde kiivetteki reaksiyon soliisyonun hacmi 3 mL olarak
sabit tutuldu. Analiz karigim1 genel olarak 2.3 mL fosfat tamponu, 0.6 mL substrat
ve 0.1 mL enzim karistmindan meydana geldi. Enzim ¢6zeltisi reaksiyon karisimina
en son ilave edildi ve tiip hizlica karistirilarak absorbans okumasinin yapilacagi
spektrofotometreye yerlestirildi. Polifenol oksidaz enziminin substrat spesifikligini
belirlemek ilizere 4-metilkatekol, katekol, piragollol ve L-tirozin substratlar olarak
denendi. Lactuca sativa L. bitkisinden elde edilen polifenol oksidaz enziminin, bu
substratlardan L- tirozine kars1i aktivite gostermedigi belirlendi. Enzimin kinetiksel
Olgiimleri  katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak
absorbanslarindaki artisin Sl¢iilmesiyle tespit edildi. Olgiimler 4-metilkatekol ve
katekol substratlari i¢in 420 nm’de, pirogallol substrati i¢in 320 nm’de ve 2 dakika
boyunca absorbans 6l¢limii alinarak gergeklestirildi. Bir enzim {initesi, 1 mL enzim
cozeltisi i¢in bir dakikada absorbansda meydana gelen 0.001°lik degisme olarak
tanimlanmistir. Olgiimler iki defa tekrarlanarak yapildi[3].

2.5 Enzim Aktivitesine pH’nmin EtKisi

Lactuca sativa L. bitkisinden elde edilen polifenol oksidaz enziminin
optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi i¢in pH 4-6 araliginda 0.1M
asetat ve pH 6-9 araliginda 0.1M fosfat tamponu kullanildi. Tampon ¢6zeltilerin pH
ayarlamalar1 yapilirken 0.1M NaOH ve 0.1M HNOjs ¢ozeltileri kullanildi. Optimum
pH degerleri yine 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak
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belirlendi. Olgiimlerde reaksiyon karisimi 2.3 mL tampon, 0.6 mL substrat ve 0.1

mL enzim ekstraktindan meydana geldi. Olgiimler ikiser kez tekrarlandi[3].

2.6 Enzim Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

PFO enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri belirlenirken 20-
60 °C dereceleri arasindaki deneysel calismalar gerceklestirildi. Olciimlerde
kullanilan substratlar ve tampon c¢ozeltilerin sicakligi su banyosu yardimiyla
ayarlandi. Reaksiyon karisimi 2.3 mL tampon, 0.6 mL substrat ve 0.1 mL enzim
karisgtmindan meydana geldi. Reaksiyon karigimina en son enzim ¢dzeltisi eklendi.
Kiivetteki enzim, substrat ve tamponun hacimleri tiim 6l¢iimlerde 3 mL olarak sabit

tutuldu. Tiim 6l¢timler iki kez tekrarlandi|3].
2.7 Is1 inaktivasyonu

Lactuca sativa L.’den saflastirilan polifenol oksidaz enziminin 1s1
inaktivasyonunun belirlenmesi i¢in 35, 55 ve 75 °C sicaklik degerleri secildi. Bu
amacla 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlar1 kullanildi. Enzim ekstrakti
alt1 farkli tiipe konuldu ve farkl siirelerde etiivde inkiibe edildi. 10 dakika araliklarla
enzim ¢ozeltisi etiivden alinarak buz banyosunda sogutulduktan sonra 2.3 mL
tampon ¢ozelti, 0.6 mL substrat ve 0.1 mL enzim ¢ozeltisi kullanilarak aktivite

ol¢iimii gergeklestirildi. Olgiimler iki kez tekrarlandi[21].
2.8 inhibisyon

Polifenol oksidazin inhibisyonu 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol
substartlar1 kullanilarak yapildi. Askorbik asit, tropolon, glutatyon, 4-aminobenzoik
asit, benzoik asit ve sodyum azid inhibitorler olarak kullamildi. Lactucasativa
L.’den elde edilen PFO’nun benzoik asit ve sodyum azidle inhibe olmadig1 goriildii.
3 mL’lik reaksiyon karistimi 0.1 M fosfat tamponu i¢inde ¢esitli
konsantrasyonlardaki substrat ve inhibitorleri ve 0.1 mL enzim ¢6zeltisinden

meydana geldi. Her inhibitér i¢in inhibisyon sabitleri (Kj), Lineweaver—Burk
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egrilerinden hesaplandi. Isy degerlerini bulmak igin farkli inhibitor derisimlerinde

aktivitede meydana gelen degisim incelendi[57].

2.9 Lactuca sativa L. Ekstraktinin Protein Icerigi

Lacatuca sativa L.’nin protein igergi Bradford yontemi ile belirlenmigtir[58].
Bradford yontemi, fosforik asitli ortamda proteinlerin Coomassie Brillant-Blue G-
250 reaktifiyle kompleks olusturmalari seklinde gerceklesmektedir. Buyontemin
hassasiyeti 1-100 pg arasindadir [22].

1 mL’sinde 1 mg protein iceren standart sigir albumin ¢ozeltisinden deney
tiiplerine sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL otamatik pipet
yardimiyla konuldu. Albumin ¢6zeltisi bulunan tiiplerin hacimleri 5 mM pH’s1 6.5
olan fosfat tamponuyla 0.1 mL’ye tamamlandi. 5 mL Coomassie Brillant-Bule G-
250 reaktifi biitiin tiiplere eklendikten sonra tiipler bir vorteks yardimiyla 1 dakika
siiresince karistirildi. 30 dakika karanlik ortamda beklemeye birakilan ¢ozeltinin
absorbansi 595 nm’de belirlendi. Kor olarak hazirlanan tiip 0.1 mL fosfat tamponu
ve 5 mL Coomassie Brillant-Bule G-250 reaktifini icerdi. Hazirlanan enzim
ekstraktindan 3 ayr tiipe 0.2°’er mL alinarak {izerine 5’er mL Coomassie Brillant-
Blue G-250 reaktifi eklenip vortekste karistirildiktan sonra 595 nm’de absorbans
degerleri 6lciildii. Ug 6l¢iimiin ortalamasi alindiktan sonra absorbans degerlerine

karsilik gelen protein miktar1 standart grafik yardimiyla hesaplandi[22].

2.10 Lactuca sativa L. Ekstraktinin Toplam Fenolik Madde Icerigi

Lactuca sativa L. ekstraktinin toplam fenolik madde igerigi, Singleton ve
Rossi’nin metoduna gore Folin-Ciocalteau belirteci kullanilarak belirlendi. 2 g bitki
ornegi oda sicakliginda % 80’lik 100 mL sulu etanol igerisine eklenerek karigim bir
celik blender icinde homojenize edildi. Homojenat 15 dakika 10000 x g ve + 4 °C’de
santrifiij edildi. Santrifiij edilen soliisyonun iist kismi1 bir kaba alinarak saklanda.
Tiipte kalan ¢okelek yine % 80’lik 100 mL sulu etanol igerisinde iki kez daha
ekstrakte edildikten sonra tiim siipernatantlar birlestirilip bir litrelik bir beher i¢ine

alindi. Beher oda sicakliginda igindeki tiim ¢ozelti uguncaya kadar iki giin boyunca
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buharlasmaya birakildi. Cam kaptaki kuru kalint1 5 mL distile su igerisinde ¢oziildii.
Ekstraktin 100 zL’si distile suyla 3 mL’ye seyreltildi. Uzerine 0.5 mL Folin-
Ciocalteau reaktifi eklendi. 3 dakika bekledikten sonra % 20’lik 2 mL sodyum
karbonat ¢ozeltisi ilave edildi ve vorteks yardimiyla karigtirildi.  Olusan renkli
cozeltinin absorbans1 60 dakika beklendikten sonra 295 nm’de spektrometrik olarak
Ol¢iildii. Standart kalibrasyon egrisi, katekol kullanilarak hazirlandi. Sonug, 100 g
taze bitki agirligi basina mg katekol olarak verildi[59].

Satandart kalibrasyon egirisi ¢izilirken 0.05 M’lik katekol ¢ozeltisi hazirlandi.
11 farkh tiipe sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL katekol eklendi.
Tiiplerin hacmi distile suyla 3 mL’e seyreltildikten sonra iizerine 0.5 mL Folin—
Ciocaltau reaktifi eklendi. 3 dakika bekledikten sonra % 20’lik 2 mL sodyum
karbonat ¢ozeltisi ilave edildi ve vorteks yardimiyla karistirildi. 60 dakika sonra
tiiplerin kore karsilik absorbans degerleri 295 nm’ de spektrofotometrik olarak

Olgiildii. Kor olarak igerisinde Folin—Ciocalteau reaktifi, distile su ve sodyum

karbonat karisimi bulunan tiip kullanildi[59].

27



3. BULGULAR

Bu boliimde ¢alismalar sonucunda elde edilen deneysel veriler sunulmaktadir.

3.1 Lactuca sativa L. Ekstraktlariin Protein ve Fenolik Madde icerikleri

Ham enzim ekstraktlarindaki protein igerigi Bradford yontemine gore[58] ve
toplam fenolik madde igerigi ise Singleton ve Rossi yontemine gore[59]
belirlenmistir. Elde edilen deneysel bulgular enzim ekstraktinin 494 ug mL!
protein ve 304mg 100g" toplam fenolik madde igerigine sahip oldugunu

gostermistir.

3.2 Substrat Spesifikligi

Lactuca sativa L.”den elde edilen polifenoloksidaz aktivitesi 4-metilkatekol,
katekol ve pirogallol substratlar1 kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen deneysel
veriler Cizelge 3.1°de verilerek Sekil 3.1°de grafik edilmistir. Sekil 3.1, 1/[S] nin
1/Vy’a kars1 grafigini géstermektedir.
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Cizelge 3.1 Lactuca sativa L.’den elde edilen polifenoloksidaz aktivitesi i¢in ¢esitli substratlarla elde edilmis kinetik veriler

Substratlar

Katekol

4-metilkatekol

Pirogallol

[S]
(M) x10"

3,33
6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
3,33
6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
23,33
26,67

Vo

(EU mL" dak™)

1529
1721
2089
2188
2263
2290
1299
1488
1671
1738
1766
2502
3095
3379
3673
3680
3916
3885
3880

1/[S]
M)
300
150
100
75
60
50
300
200
150
120
100
300
150
100
75
60
50
43
38

1/V,

(EU mL" dak™y"'x10™

6,54
5,81
4,79
4,57
4,42
4,37
7,70
6,72
5,98
5,75
5,66
4,00
3,23
2,96
2,72
2,72
2,55
2,57
2,58
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Vmax
(EU mL" dak™)

7457

16158

6390

KM Vmax/ I<M
mM (EU mL" dak' mM™)

10,7 697 0,9823
11,6 1393 0,9966
5,2 1220 0,9795
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Sekil 3.1 Katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlari ile Lactuca sativa L.

polifenoloksidazi i¢in ¢izilmis 1/[S]-1/V( egrileri

3.3 Optimum pH

Lactuca sativa L.’den elde edilen polifenoloksidazin optimum pH degerleri 4-
metilkatekol, pirogallol ve katekol substratlar kullanilarak belirlenmeye ¢alisilmistir.

Elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.2°de verilmektedir. Sekil 3.2 substratlara

bagli olarak pH’nin aktivite ile degisimini gostermektedir.

30



Cizelge 3.2 Lactuca sativa L.’den elde edilen polifenoloksidaz aktivitesinin pH ile
degisimine ait veriler

Aktivite (EU mL™" dak™)

pH
Katekol 4-metilkatekol Pirogallol
4,0 1144 2364 395
4,5 1292 2999 337
5,0 959 2784 297
5,5 1058 2920 242
6,0 1265 3136 215
6,5 1789 3767 670
7,0 2913 3101 944
7,5 2928 2753 4000
8,0 4617 2044 2304
8,5 3104 1294 813
9,0 3223 1220 200
5000
Substratlar
| . Pirogallol
. Katekol
s 4000 1 . 4-metilkatekol
"y
<
o 3
= 3000 -
&
2
S
£ 2000 -
2
X
< ;
1000 4
0
4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 3.2 Lactuca sativa L.’den elde edilen polifenoloksidaz aktivitesinin pH ile

degisimi
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3.4 Optimum Sicakhk

4-metilkatekol, pirogallol ve katekol substratlar1 kullanilarak Lactuca sativa
L.’den elde edilen polifenoloksidaz aktivitesinin sicaklikla degisimi 20, 30, 40, 50 ve
60 °C’lerde incelenmistir. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.3’de verilerek Sekil
3.3’de grafik edilmistir. Sekil 3.3’den goriildiigli gibi 4-metilkatekol ve pirogallol
substratlari i¢in optimum sicaklik 30 °C iken katekol i¢in 40 °C’dir.

Cizelge 3.3 Lactucasativa L.’den elde edilen polifenoloksidaz aktivitesinin

sicaklikla degisimine ait veriler

Aktivite (EU mL™" dak™)

Sicaklik (°C)
Katekol 4-metilkatekol Pirogallol
20 3236 2352 5115
30 3487 3766 5788
40 3618 3341 5664
50 3244 3395 4880
60 1717 3009 4415
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Sekil 3.3 Lactuca sativa L.’den elde edilen polifenoloksidaz aktivitesinin sicaklikla

degisimi
3.5 Termal Inaktivasyon

Lactuca sativa L.’den elde edilen polifenoloksidaz aktivitesinin termal
denaturasyonu artan sicakligin ve inaktivasyon siiresinin bir fonksiyonu olarak
incelendi. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.4°de verilerek Sekil 3.4’de grafik
edilmistir. Deneysel bulgular tiim substratlar i¢in artan sicaklik ve inaktivasyon

stiresi ile enzim aktivitesinin azaldigin1 gdstermektedir.
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Cizelge 3.4 Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin termal denaturasyonu i¢in elde edilen deneysel veriler

Substratlar Zaman Aktivite (EU mL™" dak™) % Inaktivasyon
(dak.) 35°C 55°C 75 °C 350C 55°C 75°C

0 6000 6000 6000 100,00 100,00 100,00

10 5061 5173 4327 84,35 86,22 72,12

20 4952 4255 3407 82,53 70,92 56,78

Katekol 30 4612 4106 2675 76,87 68,43 44,58
40 4715 3713 2269 78,58 61,88 37,82

50 4227 2981 1700 70,45 49,68 28,33

60 4006 2858 1108 66,77 47,63 18,46
0 3900 3900 3900 100,00 100,00 100,00

10 3810 3641 3560 97,69 93,36 91,28

20 3758 3479 3167 96,36 89,21 81,21

4-metilkatekol 30 3706 3418 2857 95,03 87,64 73,26
40 3642 3124 2552 93,38 80,10 65,44

50 3595 2892 1978 92,18 74,15 50,72

60 3376 2807 1472 86,56 71,97 37,74

0 7800 7800 7800 100,00 100,00 100,00

10 7614 7398 7481 97,62 94,84 95,91

20 7583 7294 6322 97,22 93,51 81,05

Pirogallol 30 7146 6902 6806 91,62 88,48 87,26
40 7165 6280 6512 91,86 80,51 83,48

50 6931 5948 7068 88,86 76,26 90,61

60 6862 5872 7119 87,97 75,28 91,27
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Sekil 3.4 Lactuca sativa L. polifenoloksidaz aktivitesinin termal denaturasyonuna ait

egriler
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3.6 Polifenoloksidazin Inhibisyonu

Askorbik asit, sodyum azid, tropolon, glutatyon, benzoik asit ve 4
aminobenzoik asit inhibitorleri ile polifenoloksidazin inhibisyonu 4-metilkatekol,
pirogallol ve katekol substratlar1 kullanilarak incelenmistir. Elde edile deneysel
veriler sirasiyla Cizelge 3.5-3.16°da verilmis olup Sekil 3.5-3.16’da grafik edilmistir.
Deneysel bulgular sodyum azid ve benzoik asitinLactuca sativa L.

polifenoloksidazini inhibe etmedigini gostermistir.

36



Cizelge 3.5 4-metilkatekol substrati kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin glutatyon inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[1] [S] Vo 1/[S] 1/Vo Vinax Ky K; 2
(M) M)x107  (EUmL" dak™) M) (EUmL" dak)x10™ (EUmL' dak')  (mM) M) R
1,67 1894 600 527
3,33 2430 300 4,11
5,00 3054 200 3,27
0 6,67 3209 150 3,11 5000 25 — 0,9945
8,33 3213 120 3,11
10,00 3344 100 2,99
3,33 1206 300 8,29
5,00 1612 200 6,20
1,67x10° 6,67 1989 150 5,02 . . 5,55x10°  0,9958
8,33 2051 120 4,87
10,00 2294 100 4,35
8,33 1139 120 8,77
233x10 10,00 1354 100 7,38 "
210 11,67 1588 86 6,29 — — 290709785
13,33 1828 75 5,47
6,67 775 150 12,90
8,33 1024 120 9,76
2,67x10* 10,00 1169 100 8,55 o L 2,05x10°  0,9865
11,67 1177 86 8,49
13,33 1432 75 6,98
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0.000

0,167
) . oz 0,0015
= 0,267
<
3
E
S 0,001
=)
>

0,0005
-600 -400 -200 0 200 400 600

1/[8], (M)

Sekil 3.5 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak glutatyon inhibitorii ile Lactuca sativa

L. polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/Vy-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.6 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak L actuca sativa L. polifenoloksidazinin askorbik asit inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel

veriler
[I] [S] VO 1/[8] 1/V0 Vmax I<M Ki R2
M) (M)x10™ (EU mL" dak™) M) (EUmL" dak")x10™  (EUmL" dak™) (mM) (M)
1,67 1018 600 9,82
333 1339 300 7,47
5,00 1598 200 6,26 3
0 s 1730 150 378 2500 2,25x10 - 0,9955
8,33 1744 120 5,73
10,00 1846 100 5,42
333 998 300 10,02
5,00 1202 200 8,31
. 6,67 1316 150 7,59
1,00x10 8,33 1559 120 6,41 o - 8,197x10° 0,9925
10,00 1638 100 6,10
11,67 1762 86 5,67
13,33 1765 75 5,66
5,00 811 200 12,33
6,67 1115 150 8,96
+ 8,33 1128 120 8,86 s
20010 10,00 1255 100 7,96 — %8IxI0 0.9843
11,67 1302 86 7,68
13,33 1366 75 7,32
6,67 933 150 10,71
8,33 1076 120 9,29
2,33x10* 10,00 1183 100 8,45 - - 6,78x10° 0,9982
11,67 1293 86 7,73
13,33 1292 75 7,73
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Sekil 3.6 4-metilkatekol substrati kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile Lactuca

sativa L. polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/V-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.7 4-metilkatekol substrat1 kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin tropolon inhibitdrii ile inhibisyonuna ait deneysel

veriler
1] [S] +3 - Vq -1 1/[8-] a -}/VO -1 +4 - Vn}alx -1 K K R’
M) (M)x10 (EUmL"™ dak™) ™M) (EU mL™ dak™ )x10 (EUmL"™ dak™) (mM) ™M
3,33 1343 300 7,45
5,00 1464 200 6,83
6,67 1570 150 6,37
0 8,33 1710 120 5,85 2000 2,00 _ 0,9781
10,00 1838 100 5,44
11,67 1673 86 5,98
13,33 1626 75 6,15
3,33 730 300 13,70
5,00 933 200 10,72
. 6,67 1019 150 9,81
3,33x10 8,33 1048 120 9,54 _ _ L66x10° 0,901
10,00 1260 100 7,94
11,67 1277 86 7,83
13,33 1332 75 7,51
3,33 1343 300 22,27
5,00 1464 150 13,17
1.33x10™ 6,67 1570 120 11,49 s
8,33 1710 100 11,26 — 373310 09919
10,00 1838 86 11,16
11,67 1673 75 10,41
5,00 383 200 26,10
6,67 477 150 20,96
3,66x10™ 8,33 515 120 19,41 . 4,07x107 0,9940
10,00 597 100 16,75
11,67 712 86 14,04
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Sekil 3.7 4-metilkatekol substrati kullanilarak tropolon inhibitorii ile Lactuca sativa

L. polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/V(-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.8 4-metilkatekol substratt  kullanilarak Lactuca sativa L.

polifenoloksidazinin 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel

veriler

) Vo Vi
1] [S] (EU  V[S] (EUmL' (EU Ky K; R?
(M) M)x10”  mL'  M)"  dak’ mL'  (mM) (M)

dak™) x10"  dak™)

0,83 1033 1200 9,68
1,67 1652 600 6,05
2,5 2054 400 4,87
0 3,33 2486 300 4,02 5000 3,00 - 0,9969
5,00 2792 200 3,58
5,83 2760 171 3,62
6,67 2752 150 3,63
0,83 660 1200 15,15
1,67 1080 600 9,26
2,50 1429 400 7,00 1x10°3
6,67x107* 3,33 1629 300 6,14 - - 0,9986
4,17 1719 240 582
5,00 1969 200 5,08
6,67 2168 150 4,61
0,83 550 1200 18,18
1,67 981 600 10,19
3,33 1558 300 6,42
3x107 4,17 1614 240 6,20 - - 45x107 0,9966
5,00 1722 200 581
5,83 1767 171 5,66
6,67 1959 150
1,67 703 600 14,22
2,5 941 400 10,63
3 4,17 1201 240 833 4
5,67x10 5,00 1381 200 724 - - 2.43x107° 0,9958
5,83 1451 171 6,89
6,67 1493 150 6,70
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Sekil 3.8 4-metilkatekol substrati kullanilarak 4-aminobenzoik asit inhibitori ile

Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/V-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.9 Katekol substrat1 kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin glutatyon inhibitdrii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[1]
M)

1,33x107

2,00x107

2,33x107

[S]
M)x10™

3,33
6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
3,33
13,33
16,67
20,00
23,33
26,67
6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
23,33
3,33
16,67
20,00
23,33
26,67

Vo
(EUmL" dak™)
1381
1445
1504
1633
1681
1690
707
950
973
998
1000
1014
480
492
516
529
611
622
232
356
425
422
438

1/[S]
(M)
300
150
100
75
60
50
300
75
60
50
43
38
150
100
75
60
50
43
300
60
50
43
38

1/V,

(EU mL" dak™ )x10™

7,24
6,92
6,65
6,12
5,95
5,92
14,14
10,52
10,27
10,02
10,00
9,86
20,83
20,32
19,37
18,90
16,36
16,07
43,10
28,08
23,52
23,69
22,83
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Vmax I<M Ki
(EUmL" dak™) (mM) (M)
1667 0,83 -
_ 4.44x10°°
_ 2,22x107°¢
1,79x107

R2

0,9922

0,9950

0,9827

0,9901
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Sekil 3.9 Katekol substrat1 kullanilarak glutatyon inhibitérii ile Lactuca sativa L.

polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/V-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.10 Katekol substrati kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin askorbik asit inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[1]
M)

1,33x10™

3,00x10™

3,67x10™

[S]
(M)x10™
3,33
5,00
6,67
8,33
10,00
3,33
5,00
6,67
8,33
10,00
11,67
3,33
5,00
6,67
8,33
10,00
6,67
8,33
10,00
11,67
13,33

Vo
(EU mL" dak™)
1796
1936
2006
2098
2199
1130
1354
1424
1516
1610
1717
896
925
1197
1370
1413
681
698
806
850
933

1/[S]
M)
300
200
150
120
100
300
200
150
120
100
86
300
200
150
120
100
150
120
100
86
75

1/V,

(EU mL" dak™ )x10™

5,57
5,17
4,99
4,77
4,55
8,85
7,39
7,02
6,60
6,21
5,82
11,16
10,81
8,35
7,29
7,07
14,68
14,32
12,40
11,76
10,71

47

Vmax KM Ki
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Sekil 3.10 Katekol substrati kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile Lactuca sativa L.

polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/Vy-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.11 Katekol substrat1 kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin tropolon inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[1]
M)

3,33x10™

6,67x10™

2,67x10°

[S]

(M)x10™

6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
10,00
13,33
20,00
23,33
26,67

Vo

(EU mL" dak™)

2610
2800
2876
2966
3155
1195
1528
1635
1697
1813
875
1176
1313
1414
1527
558
608
919
989
1000

1/[S]
M)
150
100
75
60
50
150
100
75
60
50
150
100
75
60
50
100
75
50
43
38

1/V,
(EU mL" dak™ )x10™
3,83
3,57
3,47
3,37
3,16
8,36
6,54
6,11
5,89
5,51
11,42
8,50
7,61
7,07
6,54
17,92
16,44
10,88
10,11
10,00
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Sekil 3.11 Katekol substrati kullanilarak tropolon inhibitori ile Lactuca sativa L.

polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/Vy-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.12 Katekol substrati kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile inhibisyonuna ait deneysel
veriler

1] [S] +3 - Vq 1 1/[81 a }/VO 1 +4 - Vmalx 1 K K R’
M) (M)x10 (EUmL"™ dak™) M) (EU mL™ dak™ )x10 (EUmL"™ dak™) (mM) ™M)
1,67 300 600 33,33
2,50 501 400 19,96
0 3,33 581 300 17,21 1429 5,72 _ 0,9695
4,17 590 240 16,94
6,67 742 150 13,47
2,50 343 400 29,15
. 3,33 402 300 24,87
3,33x10 4,17 530 240 18,86 _ _ 1,33x107 0,9900
5,00 551 200 18,14
5,83 597 172 16,75
0,83 120 1200 83,33
1,67 248 600 40,32
1,67x10° 3,33 414 300 24,15 i i 3
5,00 470 200 21,27 3,34x10 0,9900
5,83 482 172 20,74
6,67 515 150 19,41
0,83 94 1200 106,38
2,50 232 400 43,10
5,33x10° 3,33 268 300 37,31 ; ; 5,33x107 0,9989
4,17 305 240 32,78
5,00 334 200 29,94
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Sekil 3.12 Katekol substrat1 kullanilarak 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile Lactuca sativa
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Cizelge 3.13 Pirogallol substrat1 kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin glutatyon inhibitdrii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[1]
M)

1,67x10™

2,67x10™

3,67x10™

[S]

(M)x10™

6,67

10,00
13,33
16,67
20,00
6,67

10,00
13,33
16,67
20,00
23,33
26,67
6,67

10,00
13,33
16,67
20,00
23,33
6,67

10,00
13,33
16,67
20,00
26,67

Vo

(EU mL" dak™)

6158
6412
6618
7333
7435
2359
2408
2710
2929
2986
3120
3164
1621
1803
1811
1986
1995
2184
1185
1211
1361
1386
1443
1527

1/[S]
M)
150
100
75
60
50
150
100
75
60
50
43
38
150
100
75
60
50
43
150
100
75
60
50
38

1/V,
(EU mL" dak™ )x10™
1,62
1,55
1,51
1,36
1,34
423
4,15
3,69
3,41
3,34
3,20
3,16
6,16
5,54
5,52
5,03
5,01
4,57
8,43
8,25
7,34
7,21
6,93
6,54
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K
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0,9931



[I] (mM) 0,0009 7 g

:0.000 °
0167 0,0008

. L0267 i o

S L0367 0,0007

K

=

<

=

—~

E

2

-300 -200 -100 0 100 200

181, (M)

Sekil 3.13 Pirogallol substrati kullanilarak glutatyon inhibitori ile Lactuca sativa L.

polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/Vy-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.14 Pirogallol substrat1 kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin askorbik asit inhibitdrii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[1] [S] Vo 1/[S] 1/Vo Vinax K K;

2
M) (M)x10™ (EU mL" dak™) M) (EUmL" dak" )x10™  (EUmL" dak™) (mM) M R

6,67 4335 150 2,30
10,00 4875 100 2,05
13,33 5149 75 1,94

0 16,67 5563 60 1,79 10000 9,00 - 0,9815
20,00 6428 50 1,55
23,33 6392 43 1,56
6,67 2896 150 3,45
10,00 3550 100 2,81

6,67x10° 13,33 4407 75 2,26 i ) 4

16,67 4761 60 2.10 6,06x10 0,9952
20,00 4999 50 2,00
23,33 5033 43 1,98
10,00 2682 100 3,72
13,33 2818 75 3,54

1,00x10™ 16,67 3539 60 2,82 ] ] P

20,00 3862 50 2,58 8,19x10 0,9869
23,33 3910 43 2,55
26,67 4050 38 2,46
10,00 1834 100 5,45
16,67 2547 60 3,92

1,33x10°* 20,00 2783 50 3,59 - - 5,71x107 0,9964
23,33 3019 43 3,31
26,67 3115 38 3,21

55



L0004

[1] (mM)
0.0000
e 0.0667
“b i 0,1000 0,0004 -
0 ©0.1333
i
<
°
—
g
2 0,0002
-150 -100 -50 0 50 100 150
1/[S], (M)

Sekil 3.14 Pirogallol substrati kullanilarak askorbik asit inhibitorii ile Lactuca sativa L.

polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/Vy-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.15 Pirogallol substrati kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin tropolon inhibitérii ile inhibisyonuna ait deneysel veriler

[1]
M)

1,00x10™

1,33x10™

1,67x10™

[S]

(M)x10™

6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
23,33
3,33
6,67
10,00
13,33
16,67
6,67
10,00
13,33
16,67
20,00
3,33
10,00
13,33
16,67

Vo

(EU mL" dak™)

3610
4110
4628
5053
5276
5200
2380
3108
3153
3192
3326
1857
1932
2152
2162
2231
874
1076
1117
1226

1/[S]
M)
150
100
75
60
50
43
300
150
100
75
60
150
100
75
60
50
300
100
75
60

1/V,
(EU mL" dak™ )x10™
2,77
2,43
2,16
1,97
1,89
1,92
4,20
3,21
3,17
3,13
3,01
5,38
5,17
4,64
4,62
4,48
11,44
9,29
8,95
8,15
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Sekil 3.15 Pirogallol substrati kullanilarak tropolon inhibitorii ile Lactuca sativa L.

polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/Vy-1/[S] egrileri
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Cizelge 3.16 Pirogallol substrat1 kullanilarak Lactuca sativa L. polifenoloksidazinin 4-aminobenzoik asit nhibitdrii ile inhibisyonuna ait deneysel
veriler

1] [S] +3 - Vq 1 1/[81 a }/VO 1 +4 - Vmalx 1 K K R’
M) (M)x10 (EUmL"™ dak™) M) (EU mL™ dak™ )x10 (EUmL"™ dak™) (mM) ™M)
0,83 1750 1200 5,71
1,67 2821 600 3,54
0 ggg i?gf ;‘88 gzg 10000 4,00 ] 0.9955
4,17 4452 240 2.24
5,00 5122 200 1,95
1,67 1851 600 5,40
2,50 2220 400 4,50
3 67510° 3,33 2324 300 4,30 7,59x107
, 4,17 2481 240 4,03 - - 0,9974
5,00 2539 200 3,93
5,83 2648 171 3,77
6,67 2677 150 3,73
0,83 1162 1200 8,60
} 1,67 1557 600 6,42 10.90x10°
4,33x10 2,50 1718 400 5,82 _ ; ’ 0,9976
4,17 1981 240 5,04
5,00 2017 200 4,95
1,67 1280 600 7,81
2,50 1314 400 7,61
5.00x10° iﬁ }jgg 328 2;? ] i 20,00x10° 0,954
5,00 1494 200 6,69
5,83 1551 171 6,44
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Sekil 3.16 Pirogallol substrati kullanilarak 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile Lactuca

sativa L. polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in 1/V-1/[S] egrileri

60



3.7 Isp Degerlerinin Belirlenmesi

Polifenoloksidazin askorbik asit, tropolon, glutatyon ve 4-aminobenzoik asit
inhibitorleriile Iso degerini tayin etmek i¢in 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol
substratlar olarak kullanildi. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 3.17-3.19’da
verilmektedir. Sekil 3.17 ve 3.19°dan goriildiigii gibi inhibitdr konsantrasyonunun
ylizde inhibisyona kars1 ¢izilen grafiklerinin egrilerinin denklemlerinden Isy degerleri

tayin edildi.
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Cizelge 3.17 Bir substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda polifenoloksidazin
calismada kullanilan inhibitorlerle elde edilmis ytlizde inhibisyon degerleri

Inhibitor [1] (M) Aktivite (EUmL " dak™) % Inhibisyon

0,000000 1675 100,0

0,000030 1121 66,9

Glutatyon 0,000070 877 52,4
0,000100 736 43,9

0,000130 346 20,7
0,000000 1838 100,0

0,000033 1174 63,9

0,000067 1067 58,1

0,000100 1049 57,1

Tropolon 0,000133 913 49,7
0,000167 901 49,0

0,000200 844 45,9

0,000233 823 44.8

0,000267 754 41,0

0,000300 714 38,8
0,000000 3120 100,0

0,000033 2610 83,7

0,000067 2490 79,8

0,000100 2420 77,6

L 0,000133 2150 68,9
Askorbik asit 0,000167 1670 535
0,000200 1620 51,9

0,000233 1470 47,1

0,000267 1430 45,8

0,000300 1250 40,1
0,000010 2757 100,0

0,000333 1676 60,8

0,000667 1564 56,7

0,001000 1457 52,8

4-aminobenzoik 0,001333 1372 49,8
asit 0,001667 1357 49,2
0,002000 1313 47,6

0,002333 1290 46,8

0,002667 1280 46,4

0,003000 1260 45,7
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Sekil 3.17 Bir substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda polifenoloksidazin
cesitli inhibitor konsantrasyonu ile ylizde inhibisyonunu gosteren grafikler
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Cizelge 3.18 Bir substrat olarak katekol kullanildiginda polifenoloksidazin ¢aligmada
kullanilan inhibitorlerle elde edilmis yiizde inhibisyon degerleri

Inhibitor [1] (M) Aktivite (EUmL " dak™) % Inhibisyon
0,000000 1610 100,0
0.000003 1445 89,8
0.000007 1253 77.8
0.000010 1066 66.2
Glutatyon 0,000017 630 39.1
0.000023 196 122
0.000027 107 6.6
0.000030 37 23
0,000001 3155 100,0
0.000333 1851 58.7
0.000667 1614 512
0.001000 1461 46,3
Tropolon 0.001333 1261 40,0
0.001667 1166 37.0
0.002000 1075 341
0.002333 1019 323
0.002667 952 30.2
0.003000 870 27.6
0,000000 2199 100,0
0.000033 2099 95,5
0.000067 2009 91.4
0.000100 1952 88.8
L 0.000133 1634 743
Askorbik asit 0.000167 1596 72.6
0.000200 1581 71.9
0.000233 1483 67.4
0.000267 1368 62.2
0.000300 1242 56.5
0.000001 2186 1000
0,001000 1415 64.7
daminobenzoik 0.001333 1362 62.3
o 0.001667 1362 62.3
0.002333 1052 48.1
0.002667 882 403
0.003000 869 39.8
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Cizelge 3.19 Bir substrat olarak pirogallol kullanildiginda polifenoloksidazin ¢aligmada
kullanilan inhibitorlerle elde edilmis yiizde inhibisyon degerleri

Inhibitor [1] (M) Aktivite (EUmL " dak™) % Inhibisyon
0,000000 7435 100,0
0,000033 6665 89,6
0,000067 4323 58,1
0,000100 3418 46,0
Glutatyon 0,000133 2859 38,5
0,000167 2545 34,2
0,000200 2149 28,9
0,000233 2148 28,9
0,000267 1767 23,8
0,000300 1081 14,5
0,000000 5276 100,0
0,000033 3784 71,7
0,000067 3202 60,7
Tropolon 0,000100 2718 51,5
0,000133 1980 37,5
0,000167 1470 27,9
0,000200 416 7,9
0,000233 15 0,3
0,000000 6428 100,0
0,000033 4426 68,9
0,000067 3543 55,1
L 0,000100 2368 36,8
Askorbik asit 0,000133 1725 26,8
0,000167 1077 16,8
0,000200 1009 15,7
0,000233 472 73
0,000000 5122 100,0
0,000333 4732 92,4
0,000667 4652 90,8
4-aminobenzoik 0,001000 4377 85,5
asit 0,001333 4083 79,7
0,001667 4020 78,5
0,002000 3573 69,8
0,002333 3433 67,0
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 Toplam Fenolik Madde ve Protein icerigi

Fenolik bilesikler bitkilerde genis dagilim gosteren, sebze ve meyvelerde renk ve
lezzet olusumuna katkida bulunan bilesiklerdir[60]. Koyu renkli sebze ve meyvelerde
karotenoidler, antosiyaninler ve flavonoidler fenolik madde kaynaklaridir. Bu bilesikler
bitkilerde turuncu, kirmiz1 ve mavi renklerin olusumunda gorevlidirler[61]. Meyvelerde
kabugun kararmasinda ve total fenolik madde igerigi arasinda yiiksek iliski oldugu
bilinmektedir[62]. Bu bilesikler hiicre duvarinin yapisallagsmasinda rol oynadiklar1 gibi
(6rnegin; ligninlesme) biyotik ve abiyotik stres durumlarinda, yiiksek 1s1k zarari, UV
radyasyon, patojen hiicumu, besin eksikligi, diisiik sicaklik, mekaniksel zararlarda

bitkilerde savunma gorevini de iistlenirler[63].

Fenolik bilesikler, lipid serbest radikallerinin inaktivasyonunu ya da
hidroperoksitlerin serbest radikallere dekompozisyonunu Onleyerek antioksidan aktivite
sergiledikleri i¢in ¢ok Onemli bitki bilesenleridir. Fenolik bilesiklerin antioksidan
ozellikleri birgok arastirmaci tarafindan belirlenmistir. Antioksidanlar, oksidasyon
prosesinin farkli devrelerindeki koruyucu 6zelliklerinden dolay1 iki sinifa ayrilirlar.
Primer antioksidanlar, serbest radikalleri daha kararli olan f{irlinlere c¢evirerek
oksidasyonu geciktirirler ya da inhibe ederler. Sekonder antioksidanlar metal iyonlarini
baglayarak, oksijeni yakalayarak, hidroperoksitleri non-radikal tiirlere doniistiirerek, UV
radyasyonunu yakalayarak ya da tek elektronlu oksijeni inaktive ederek antioksidan
fonksiyonlarini yerine getirirler[60]. Bir¢ok bitkinin fenolik bilesikleri ¢aligilmistir
[61,66]. Ornegin Antidesma velutinum Tulas., Cleistocalyx operculatus var. Paniala
(Roxb. ve Eugenia Craib.) bitkilerinin tohumlarinin toplam fenolik madde miktarinin
oldukga yliksek oldugu belirtilmektedir (123-180 mg GAE/g). Hydroleazeylanica.,
Lasia spinosa ve Limnocharisflava’nin soganlarinda ise toplam fenolik madde

miktarinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. (5-7mg GAE/g)[60].
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Lactuca sativa L.nin fenolik madde miktar1 bize Lactuca sativa L.’nin
antioksidan kapasitesi hakkinda da bilgi vermektedir. Lactuca sativa L.’nin de toplam
fenolik madde icerigi 100 g taze bitki agirli bagina 304 mg olarak bulunmustur. Toplam
fenolik madde igerigi bitki gesitlerine gore, sert iklimsel kosullara gore degisiklik
gostermektedir. Aseteraceae familyasinin toplam fenolik madde iceriginin diger
familyalara gore daha yiiksek oldugu bilinmektedir[62]. Enzimatik kararma ile fenolik
madde icerigi arasindaki iliski ¢ok sayida bitkilerle yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.
Bu calismalar sonucunda toplam fenolik madde igeriginin elma ve iiziim gibi bazi
meyvelerin kararmasinda 6énemli bir pay1 oldugu sdylenebilir[22]. 100 g taze bitki
agirlig1 basina fenolik madde igerigi dutta 1515.9 mg, dogu eriginde 668.0 mg, cilekte
363.7 mg, malta eriginde 199.4 mg, yesil biberde 206.0 mg, sar1 biberde 191.2 mg,
kirmiz1 biberde 180.3 mg, Ceylon 1spanakta 269.0 mg, beyaz soganda 216 mg, aci
kavunda 257.2 mg olarak bulunmustur[65]. Buna gore Lactuca sativa L.’nin fenolik

madde igeriginin yliksek oldugu sdylenebilir.

Lactuca sativa L.’nin toplam protein igerigi asidik bir boya olan Coomassie-
Brillant Blue (CBB) G-250 soliisyonu kullanilarak Bradford metoduna gore
spektrofotometrik olarak yapilmistir[58]. Toplam protein igerigi aminoasit dizilerine
baglidir. Serbest amino asit icerigi bitkiden bitkiye gore degisim gostermektedir.
Ayrica protein varligi ve dagilimi cevresel faktorlere gre de degisim
gostermektedir[65]. Lactucasativa L.’nin protein igerigi 494 ng/mL olarak tespit
edilmistir. Bitki hiicrelerindeki protein igeriklerinin bitkinin tiiriine, yasina, sebze ve

meyvelerin olgunluga bagl olarak degisiklik gdsterdigi belirtilmektedir[24].

4.2 Optimum pH

pH, enzim aktivitesi i¢in belirleyici bir faktordiir ve substratin iyonlagsmasi ya da
amino asit yan zincirlerinin iyonlagsmasi durumlarinda ¢ok 6nemlidir[66]. Boylece
oncelikle her bir substrat i¢in optimum pH belirlenmistir. PFO’nun pH profili 4.5-9.0
araliginda asetat ve fosfat tamponlar1 kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.2°den

gorildiigii gibi 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol substratlari kullanilarak marul
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PFO’su i¢in optimum pH’larin sirasiyla 6.5, 8.0 ve 7.5 oldugu bulunmustur. Genellikle,
bitkiler notral pH degerinde optimum pH aktivitesi gostermektedirler[3].

4-metilkatekol substrat olarak kullanildiginda Ferula sp. PFO’su i¢in optimum
pH’nin 6.0 [38], ¢ilek PFO’su i¢in optimum pH’nin 4.5, patlican PFO’su i¢in optimum
pH’nin 6.0 oldugu bulunmustur[24]. 4-metil katekol substrat olarak kullanildiginda
optimum pH’nin diisiik ¢ikmasinin sebebi asit soku ile indiiklemis olan daha yiiksek
enzim aktivitesinin bir sonucu olarak diisiiniilebilir. Benzer sonuglar pancar, kiraz ve
patates yapraklarinin PFO’lar1 i¢in de elde edilmistir[66]. Katekol substrat olarak
kullanildiginda marula meyvesi PFO’su i¢in optimum pH’nin 7.0 [51], Anamur muzu
PFO’su i¢in optimum pH’nin 5.5 ve 7.0 [50] Ferula sp. bitkisi PFO’sunun optimum
pH’smin 7.0 [38], Allium sp. PFO’sunun optimum pH’sinin 7.5 [67], kivi PFO’sunun
optimum pH’smin 7.3 [68], Jerusalem enginar PFO’sunun optimum pH’sinin 4.0 [69]
oldugu bulunmustur. Lactuca sativa L. nin optimum pH degeri bu bitkilerden farklilik
gostermektedir. Ancak ahududu PFO’sunun optimum pH 8.0 [70] ve Ocimum basilicum
PFO’sunun optimum pH’s1 8.0 [71] olarak bulunmustur. Bu sonuglar Lactuca sativa L.
PFO’sunun optimum pH degeri ile benzerlik gostermektedir. Substrat olarak pirogallol
kullanildiginda ise Cin lahanas1 PFO’su i¢in optimum pH’nin 5.0 [72], yabani giil
PFO’su i¢in optimum pH’nin 7.0 [73], enginar PFO’su i¢in optimum pH’nin 8.0 [53],
Ocimum basilicum L. PFO’su i¢in optimum pH’nin 9.0 oldugu belirlenmistir[71]. Bu
PFO’larin optimum pH’lar1 Lactuca sativa L.’nin optimum pH degerlerinden biraz
farklilik gostermektedir. Ancak Sago PFO’sunun optimum pH’s1 ile ayni1 optimum
pH’y1 gostermektedir. Sago PFO’su substrat olarak pirogallol kullanildiginda en ytiksek
aktiviteyi gostermistir. Elde edilen sonuglar literatiirdeki sonuglarla karsilastirildiginda
optimum pH’nin enzimin kaynagina ve kullanilan substratlara baglh olarak degistigi

sOylenebilir[71].
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4.3 Optimum Sicakhik

Sekil 3.3, ti¢ farkli substrat i¢in Lactuca sativa L. PFO aktivitesinin sicaklikla
degisimini gostermektedir. Sekil 3.3’den gorildiigii gibi 4-metilkatekol, katekol ve
pirogallol substratlari i¢in optimum sicakliklarin sirastyla 30, 40 ve 30°C oldugu
bulunmustur.  Benzer sonuglar substratlar olarak 4-metilkatekol ve pirogallol
kullanildiginda kahve yapraklar1 ve endospermi PFO’lar1 [74] ve Helianthus tuberosus
PFO’su[69] i¢in; substrat olarak katekol kullanildiginda Salvia tirleri[37], kekik[3,21],
Cin kabag1[72] ve Cynara scolymus L.[53] PFO’lar1 i¢in bulunmustur. Bir¢ok bitki ve
meyve iizerinde yapilan caligmalarda PFO enziminin en yliksek aktivite gosterdigi
optimum sicakligin 25-30°C araliginda oldugu, sicakligin 40 °C’nin iizerine ¢ikmaya

basladig1 anda PFO aktivitesinin azalma gdsterdigi belirtilmistir[29,36,75-79]

4.4 Substrat Spesifikligi

Lactuca sativa L.’den elde edilen PFO’1n substratlara bagli olarak gosterdigi
aktiviteyi belirlemek amac1 ile L-tirozin gibi monofenolik, katekol ve 4-metilkatekol
gibi difenolik ve pirogallol gibi trifenolik substratlar kullanildi. Maruldan elde edilen
PFO’in bir monofenol olan L-tirozine karsi aktivite gostermezken 4-metilkatekol,
katekol ve pirogallol substratlarina karsi aktivite gosterdigi belirlendi. Baz1 bitki
polifenoloksidazlar1 hem monofenolaz ve hem de difenolaz aktivitesi gostermektedir.
Bununla birlikte pek ¢ok polifenoloksidaz monofenolaz aktivitesi gdstermez[80-82].
Domates tohumlari[83], Solonum tuberosum([83], Sorghumtaneleri[84], Averrhoa
carambola L.[39], DeChaunac iizimii[85] polifenoloksidazlarinin difenolaz aktivite
gosterdigi; cilek[79], Gum arabic[86], elma[87] polifenoloksidazlarinin ise trifenolaz
aktivitesi gosterdigi yapilan literatiir aragtirmasi sonucunda saptanmistir. Difenolik ve
trifenolik substratlar i¢in doygunluk egrileri Lactuca sativa L. PFO’sunun basit
Michaelis-Menten egrileri sergilegini gostermistir. Michealis-Menten sabitleri olan Vpax
ve Ky degerlerini belirlemek i¢in deneyler, enzimin ilgili substratlarla optimum aktivite
gosterdigi sicaklik ve pH degerlerinde gergeklestirilmistir. Ug farkli substratin farkli
konsantrasyonlarinda 6l¢lilmiis olan reaksiyon hizlarindan Michealis-Menten sabitlerini
(Vmax ve Ky) belirlemek icin Lineweaver- Burk denklemi kullanildi ve denklemin egim

ve ekstrapolasyonundan V.« ve Ky degerleri hesaplandi. Ayrica enzimin katalizleme
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giiclinii gosteren Vmax/Km degerleri de hesaplanarak en etkin substratin pirogallol
oldugu ve bunu sirasiyla katekol ve 4-metil katekoliin izledigi bulundu. Her ii¢ substrat
icin hesaplanmig Michealis-Menten sabitleri ve Vpax/Ky degerleri Cizelge 4.1°de
verilmektedir. Cizelge 4.1°den goriildigli gibi substrat olarak 4-metilkatekol
kullanildiginda Viax, Knm ve Vinax/Km degerlerinin sirastyla 2000 EU mL! dak’l, 2,0 mM
ve 1000 EUmL™"! dak! mM™! oldugu; substrat olarak katekol kullanildiginda Viax, Ku
ve Vmax/Km degerlerinin sirasiyla 2500 EU mL! dak'l, 225mMve 1111 EUmL™' dak™!
mM™' oldugu; ve substrat olarak pirogallol kullamldiginda Vimax, KM ve Viax/Kum
degerlerinin sirastyla 5000 EU mL ™' dak’!, 3,0 mM ve 1667 EUmL ! dak”! mM™' oldugu
bulunmustur. Enzimlerin Ky degerleri ¢cok farklilik gosterir. Birgok enzim i¢in bu
deger 10" ile 10°® M arasindadir. Ky degeri enzim konsantrasyonuna bagh degildir.
Substratin yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle degisebilir[88]. Bu c¢alismada bulunan
Kwm degerleri 2,00-3,00 mM araligindadir. Bu ¢alismada marul PFO’su i¢in elde edilen
Kwm degerleri, substrat olarak 4-metilkatekol kullanilarak feslegen i¢in elde edilmis 1,62
mM{][71], Annona cherimola Mill.’den elde edilmis1,33 mM[89] degerlerine; substrat
olarak katekol kullanilarak ¢ilek icin elde edilmis 2,71 mM][79], degerine; substrat olark
pirogallol kullanilarak Amasya elmasi i¢in[78] elde edilmis 3,ImM yali seftalisi
i¢cin[90] elde edilmis 2,6 mM degerlerine oldukca benzerdir. Lactuca sativa L. PFO’su
icin elde edilen Ky degerleri substrat olara k 4 -metilkatekol kullanilarak kekik igin
elde edilen 9,8 mM[21], enginar i¢in elde edilen 11,6 mM[53] degerlerinden; substrat
olarak katekol kullanilarak Amasya elmasi i¢in elde edilen 34 mM][78] elma i¢in elde
edilen 180 mM, kekik i¢in elde edilen 18mM]|3] kabak i¢in elde edilen 682,5 mM [72]
Annona cherimola MIll.’den elde edilen 6,25 mM[89], Stanley erigi i¢in elde edilen 20
mM[91] ve Yali seftalisinden elde dilmis 5,5 mM[90] degerlerinden ve substrat olarak
pirogallol kullanilarak ¢ay yapragi i¢in elde edilen 17,8 mM[72] Amasya elmasi i¢in
elde edilmis 27 mM[78] ve 1spanak i¢in elde edilmisl5,7 mM[92] degerlerinden
distiktiir. Katalitik gii¢ olarak isimlendirilen Vy.x/Ky orani, pirogalloliin Lactuca

sativa L. i¢in en uygun substrat oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.1 Maruldan elde edilen polifenoloksidazin substrat spesifikligi

Substratlar Vmax(EUmL ! dak?) Ky (mM)  Via/Km(EUmL™ dak™ mM™)
4-metilkatekol 2000 2,00 1000
Katekol 2500 2,25 1111
Pirogallol 5000 3,00 1667

4.5 Termal inaktivasyon

Lactuca sativa L.’den elde edilen polifenoloksidaz i¢in termal inaktivasyon
grafikleri Sekil 3.4’de verilmistir. Inaktivasyon deneylerinde Lactuca sativa L.
PFO’sunun aktivitesi 35, 55 ve 75 °C sicakliklarda 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika
siireyle inkiibe edildikten sonra buz banyosunda sogutularak belirlenmistir. Deneylerde
PFO aktivitesinin termal inaktivasyonunu belirlemek i¢in 4-metilkatekol, katekol ve
pirogallol substratlar1 kullanilmistir ve benzer grafikler elde edilmistir. Ozellikle 4-
metilkatekol ve katekol substratlar1 kullanildiginda artan inkiibasyon siiresine paralel
olarak PFO aktivitesinin belirgin bir sekilde azaldig1 gézlemlenmistir. Lactuca sativa
L.’den elde edilen PFO’nun sicakliliga dayanikliliginin diger kaynaklardan [85,93] elde
edilen PFO’lara gore nispeten daha kararlt oldugu soylenebilir. Is1 inaktivasyon
calismas1 marul PFO’sunun yiiksek derecede 1siya dayanikli enzimler grubuna ait
oldugunu gostermistir. Cesitli kaynaklardan elde edilmis PFO’nun 1s1l denaturasyon
calismalar1 70-90 OC sicakliklarina kisa siireli maruz birakilan PFO aktivitesinin kismen
ya da tamamen inaktivasyona ugradigini gostermistir. Enzimin 1siya dayanikliligi
meyvenin olgunlugu ile iliskili olabilir ve bazi durumlarda pH’ya baglidir. Buna ek
olarak aym1 kaynagin farkli molekiiler formlarinin da farkli termostabiliteye sahip

olabilecekleri soylenebilinir[93].
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4.6 Enzim Inhibisyonu

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizlarimi etkileyen faktorler
arasinda pH, 1s1, 151k ve baz fiziksel faktorler, enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu, zaman, reaksiyon iirlinleri, ¢esitli iyonlarin varligi, hormonlar ve bazi
biyokimyasal faktorler ve inhibitorler ya da inhibitor etkisi gdsteren bilesikler yer
almaktadir. Bir¢ok madde enzimin aktivitesini, substratin enzime baglanmasini ve/veya
enzimin turnover sayisini etkileyerek degistirir. Bu maddeler modiilator olarak
bilinirler. Modiilator bilesikler iki gruba ayrilirlar. Aktivator adi verilen grup
enzimlerin aktivitesini artirirken inhibitorler ise enzimatik tepkimeleri yavaslatarak veya
durdurarak katalizleyen molekiiler ajanlardir. Enzimler hemen hemen biitlin hiicresel
siirecleri katalizlerler boylece hiicresel sistem kontrol altina alinabilir[94]. Birgok
inhibitdr yapisal olarak enzimin substratina benzer. Inhibitorler yaygin olarak bir
substrat bag noktasinin kimyasal ve konformasyonal dogasini incelemek i¢in de

kullanilir[55].

Sebzelerdeki enzimatik kararmanin inhibisyonu 1i.) polifenoloksidazin
inaktivasyonu, ii.) reaksiyon i¢in oksijen ve polifenoller gibi substratlardan birisinin
giderilmesi ve iii.) ikincil reaksiyondaki renkli {irlinlerin olusumunu inhibe etmek icin
enzimin reaksiyon iiriinleri iizerinde inhibitdrlerin kullanilmasiyla gergeklestirilebilir
[93]. Sebzelerin enzimatik kararmasi oksijen ve fenolik bilesikler gibi reaktantlari
ortamdan gidererek veya PFO inhibitorlerini kullanarak geciktirilebilir ya da tamamen
onlenebilir. Sebzelerin islenmeleri sirasinda ortamdaki oksijenin tamamen giderilmesi
oksijenin atmosferdeki mevcudiyetinden dolay1 oldukga zordur[95]. Polifenoloksidaz
prostetik grup olarak bakir igceren bir metaloprotein oldugundan dolay1 EDTA ve
tropolon gibi metal sellatlayici ajanlar ve askorbik asit gibi indirgeyici ajanlar tarafindan
inhibe edileblir. Bu inhibitérlerden bazilari basit olmayan bir etkiyle o-kinonlar1 o-
difenollere indirgerken ayni zamanda enzim iizerinde direk olarak inhibitér etkisiyle ya
da renkli bilesik iirtinleri veren kinonlarla reaksiyona girerek kimyasal etki gosterirler.

Bir ¢ok durumda bir inhibitor i¢in tek bir spesifik mekanizmadan bahsetmek dogru

degildir[96].
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Calismanin bu kisminda inhibitdr olarak glutatyon, tropolon, askorbik asit, 4-
aminobenzoik asit, benzoik asit ve sodyum azid kullanildi. PFO’nun bu inhibitorlerle
inhibisyonunu incelemek iizere 4-metilkatekol, pirogallol ve katekol substratlar olarak
secildi. Elde edilen deneysel sonuglar sodyum azid ve benzoik asitin marul PFO’sunu
inhibe etmedigini gostermistir. Spesifik bir inhibitdrle enzimatik kararmanin 6nlenmesi
ya tek bir mekanizmanin ya da iki ve daha fazla inhibitor etki mekanizmasinin karsilikli
etkilesiminin bir sonucu olabilir. Enzimlerin etki mekanizmalarini gosteren cesitli

inhibisyon tiirleri vardir.

4.6.1 Yarismah Inhibisyon

Yarigmali inhibisyon i¢in genel reaksiyon semasi esitlik (1.4)’de ve Linewaver-
Burk denklemi ise esitlik (1.5)’de verilmisti. (1.5) esitliginin egrisi, egimi

oK,  /V,_, veekstrapolasyonu 1/V_  olan diiz bir dogru verecektir. Cesitli inhibitor

X

konsantrasyonlarinda yarigmali bir inhibitor i¢in Linewaver-Burk egrileri 1/V( ekseni

tizerindeki 1/V_ . noktasinda kesisirler. Diger inhibisyon tiirleri ile karsilastirildiginda

X

cesitli inhibitdér konsantrasyonlarindaki Linewaver-Burk egrilerinin 1/V__ ’da

max

kesigsmesi yarismali inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur[55].

Cizelge 4.2 ve 4.3 sirasiyla 4-metilkatekol ve katekol substratlar1 kullanilarak
cesitli inhibitorler i¢in hesaplanmig K; degerlerini ve inhibisyon tiirlerini
gostermektedir. Cizelgelerden de goriildiigii gibi substrat olarak 4-metilkatekol
kullanildiginda glutatyon ve askorbik asit inhibitorleri i¢in; ve substrat olarak katekol
kullanildiginda tropolon inhibitorii i¢in inhibisyon tiirliniin yarismali oldugu
bulunmustur. Bir enzimin bag noktasi i¢in normal bir substrat ile dogrudan yarisan bir
madde yarigmali bir inhibitor olarak bilinir. Bdyle bir inhibitér cogu zaman enzimin
substratina benzer. Bu tiir inhibisyonda inhibitdr enzimin turnover sayisinmi etkilemez.
Spesifik bir inhibitorle enzimatik kararmanin dnlenmesi ya tek bir mekanizmanin ya da
iki ve daha fazla inhibitor etki mekanizmasinin karsilikli etkilesiminin bir sonucu
olabilir. Askorbik asit, enzimatik kararma inhibitorii olarak en ¢ok kullanilanlardan
biridir. Ciinki gida fdirlinlerinin  biyolojik degerini artirmaktadir. Oksidatif

parcalanmadan gelen antosiyaninlere karsi koruyucu gorev yapar ve ayni zamanda
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kirmiz1 meyvelerin renklerinin korunmasinda yardimei olur. Askorbik asidin PFO-
polifenol sistemi lizerine etkisi kompleksdir ve kinonlarin indirgeyicisidir. Kinetik
caligmalar askorbik asidin etkili bir inhibitdr oldugunu gostermektedir. Bazi fenollerde
oldugu (rezorsinol) gibi PFO’nun yarigsmali inhibisyonu askorbik asitle artirilabilir.
Askorbik asit ayni zamanda diisiik oksidasyon-rediiksiyon potansiyeline sahip
bilesiklerin yaninda pro-oksidant olarak hareket eder. Askorbik asidin yiiksek
konsantrasyonlarinin kararmaya karst devamli bir koruyuculuk sagladigi gozlenmistir
kararl1 renksiz iriinlere ya da metabistilfit gibi polifenoloksidazin aktif merkezine
baglanmasina atfedilebilir [97,98]. Glutatyon dogrudan enzimi etkilemez ve oksijen ile

oksitlenmis olan fenole bagli olarak ya uyarilir ya da inhibe edilir[31].

Cizelge 4.2 Substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda maruldan elde edilen

polifenoloksidazin inhibisyon tipi, K; ve Kj' degerleri

Inhibitorler [1] (M) K; (M) Ki (M) Inhibisyon tiirleri
L67x10™*  555x107
Glutatyon 2,33x10™ 2.59x10°7 Yarigsmali

2,67x10%  2,05x107
3,33x107 1,77x107 3,59x10™
Tropolon 1,33x10%  3,14x10°  5,60x10™ Karisik
3,66x10%  4,39x107 7,87x10™
1,00x10%  820x107
Askorbik asit 2,00x10*  581x107 Yarismali
2,33x10%  6,78x107
1,00x10™ 1,50x10*  2,00x10™
4-aminobenzoik asit  1,33x10™ 2,00x10™* 2,66x10™ Karigik
5,67x10*  2,43x10™ 5,67x107
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Cizelge 4.3 Substrat olarak katekol kullanildiginda marul elde edilen polifenoloksidazin
inhibisyon tipi, K; ve Kj' degerleri

Inhibitorler [1] (M) K; (M) Ki' (M) Inhibisyon tiirleri
1,33x107 4.44x10°° 2,66x107
Glutatyon 2,00x10°  2.22x10°° 1,33x107° Karisik

2,33x10°  1,79x10°° 0,93x107
3,33x10%  4,77x107
Tropolon 6,67x10%  6,07x7107 Yarismali
2,67x10°  6,86x107
1,33x10*  1,33x10* 5,32x10™

Askorbik asit 3,00x10™ 1,00x10™ 12,00x10™ Karisik
3,67x10%  4,08x107 4,89x10™
3,33x10™ 2,33x107
4-aminobenzoik asit  1,67x107 5,85x107° Yarigsmasiz
5,33x107? 6,22x107

Bazi yazarlar polifenoloksidaz enzimi i¢in bir substrat olarak 4-metilkatekoli
kullandiklarinda ¢esitli inhibitorler i¢in inhibisyon tiirliniin yarigmali oldugunu bulmus
olmalarima ragmen literatiirde cesitli kaynaklardan elde edilmis polifenoloksidazin
inhibisyon tiir ve derecesinde farkliliklar oldugu da rapor edilmektedir[99-103]. Gunata
ve arakadaglari, lizim polifenoloksidaz1 i¢in bir substrat olarak 4-metilkatekolii
kullanarak sinnamik ve benzoik asit inhibitorleri i¢in inhibisyon tiirliniin yarismali
[100]; Dogan ve Dogan, Thymus polifenoloksidazi ic¢in substratlar olarak 4-
metilkatekol, pirogallol ve katekol kullanarak glutatyon inhibit6rii i¢in inhibisyon
tiirliniin yarigmali; Paul ve Gowda tarla baklasi polifenoloksidazi i¢in bir substrat olarak
katekol kullanarak tropolon, askorbik asit ve L-sistein inhibitorleri i¢in inhibisyon
tirliniin yarigsmali [104]; ve Robert ve arkadaslari, Palmito polifenoloksidazi icin
substrat olarak 4-metilkatekolii kullanarak benzoik asit inhibitorii i¢in inhibisyon
tiirtiniin yarismali oldugunu bulmuslardir [105]. Yukarida goriildiigii gibi inhibisyon
tiirii sadece incelenmis polifenoloksidazin kaynagina degil, ayn1 zamanda kullanilmis

substrata da baghdir.
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4.6.2 Yari-yarismal Inhibisyon

Yari-yarigsmali inhibisyonda inhibitor serbest enzime degil dogrudan enzim
substrat kompleksine baglanir. Bdyle bir mekanizma, inhibitor i¢in bag noktasi sadece
substratla etkilestiginde anlasilabilir. Ayrica bu kompleks ¢ok kararli oldugu i¢in {iriine
doniismez. Yari-yarigsmali inhibisyon i¢in inaktif kompleksin olusumu esitlik (1.7) ve
Lineweaver-Burk denklemi ise daha once (1.8) esitligi ile verilmisti. Yari-yarigsmali
inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisi egimi Ky/Vimax ve ekstrapolasyonu o/Viax olan
diiz bir dogru verir. Cesitli yari-yarigmali inhibitdér konsantrasyonlarinda bir seri
Lineweaver-Burk egrileri birbirine paralel dogrulardan meydana gelir. Bu yarr
yarismali inhibisyon i¢in 6zel bir durumdur. Yari-yarigmali inhibisyonda, inhibitor

enzimin katalitik fonksiyonunu etkiler ancak substrata baglanmasini etkilemez[55].

Cizelge 4.4 ve Sekil 3.15 ve 16’dan goriildiigii gibi substrat olarak pirogallol
kullanildiginda tropolon ve 4-aminobenzoik asit inhibitorii ile polifenol oksidazin
inhibisyonunun yari-yarismali oldugunu bulduk. Arslan ve arkadaslar1 substrat olarak
katekol kullanarak p-aminobenzensulfonamid ve sulfosalisalik asit inhibitorleri i¢in
inhibisyon tiirliniin yari-yarismali oldugunu buldular[49]. Ayrica mantar polifenol
oksidazi icin substrat olarak L-tirozin ve L-DOPA kullanildiginda agartinin yari-
yarigmali inhibisyon sergiledigi bulunmustur. Yine mantar polifenol oksidazi i¢in
substrat olarak katekol ve pirogallol kullanildiginda 2,3-diaminopropionik asidin yari-

yarigsmali bir inhibisyon sergiledigi Arslan ve Dogan tarafindan bulunmustur[57].

81



Cizelge 4.4 Substrat olarak pirogallol kullanildiginda maruldan elde edilen

polifenoloksidazin inhibisyon tipi, K; ve de K;' gerleri

Inhibitorler [1] (M) K; (M) Ki' (M) Inhibisyon tiirleri
1,67x10™ 8,35x107
Glutatyon 2,67x10™ 8,90x107 Yarigsmasiz
3,67x10™ 7,34x107
1,00x10* 0,44x107
Tropolon 1,33x10™ 1,96x10™ Yari-yarigmali
1,67x10* 6,60x10™
6,67x10°  1,26x107 1,93x10*
Askorbik asit 1,00x10* 0,82x107 1,00x10* Karigik
1,33x10%  5,70x107 1,33x10*
3,67x107° 7,59x107
4-aminobenzoik asit  4,33x107 10,90x107 Yari-yarismali
5,00x107 20,00x107

4.6.3 Karisik inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda biiyiik bir olasilikla inhibitor hem enzim-substrat
kompleksine ve hem de katalize istirak eden enzimin aktif noktalarina baglanir. Bu tiir
inhibisyon da hem enzim hem de enzim-substrat kompleksinin reaksiyonu esitlik
(1.9)’da ve Lineweaver-Burk denklemi ise esitlik 1.10’da daha once verilmisti. (1.10)
esitliginin egrisi egimi aKy/Vmax ve ekstrapolasyonu o/Vyax olan diiz bir dogru
verecektir. Inhibitoriin farkli konsantrasyonlari igin bu esitligin egrileri 1/V, ekseninin

solunda kesisen birbirine benzer dogrulardan meydana gelir.

Sekil 3.7, 3.8 ve Cizelge 4.2°den goriildiigii gibi bir substrat olarak 4
metilkatekol kullanildiginda tropolon ve 4-aminobenzoik asit inhibitorleri i¢in; substrat
olarak katekol kullanildiginda glutatyon ve askorbik asit inhibitdrleri igin; ve substrat
olarak pirogallol kullanildiginda askorbik asit inhibitorii i¢in inhibisyon tiirliniin karisik
tip inhibisyon oldugu belirlendi. Bu tiir inhibisyonda V.« degeri azalirken Ky degeri

artar[55]. Literatiirde incelenmis polifenoloksidazin kaynagina bagl olarak inhibisyon
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tiiriinlin degistigi belirtilmektedir. Patates PFO’su i¢in sinnamik asit inhibitorii ile ve
ayrica patates ve mantar polifenoloksidazlari i¢in tropolon inhibitorii ile inhibisyon

tipinin karigik tip inhibisyon oldugu bulunmustur[106,107].

Ki=Kj' (0=a") 6zel durumu icin Lineweaver-Burk egrileri 1/[S] ekseni iizerinde
kesigirler. Bu durumda inhibisyon tiirli yarismasiz inhibisyon olarak adlandirilir. (1.10)
esitligi ile elde edilmis deneysel verilerden K; ve K;' degerleri birbirine esit ise bu tiir
inhibisyon yarigsmasiz bir inhibisyon olarak ifade edilir [108]. Cizelge 4.3 ve 4.4’den
goriildiigii gibi substrat olarak katekol kullanildiginda 4-aminobenzoik asit inhibitorii
icin; ve substrat olarak pirogallol kullanildiginda glutatyon inhibitdrii i¢in inhibisyon
tiirlinlin yarismasiz oldugu bulunmustur. K; ve K;' degerlerinin (¢izelgelerde K’nin her
iki degeri degil sadece bir degeri gosterilmistir) birbirine esit olmas1 inhibisyon tiiriiniin

yarismasiz bir inhibisyon oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4’deki K; ve K;' degerlerinden goriildiigii gibi
substratlar olarak 4-metilkatekol, katekol ve pirogallol kullanildiginda marul
polifenoloksidazinin inhibisyonu i¢in en etkin inhibitoriin glutatyon oldugu ve bunu

surastyla tropolon, askorbik asit ve 4-aminobenzoikasidin izledigi bulunmustur.

4.7 Iso Degerleri

Cizelge 4.5, 4-metilkatekol, katekol wve pirogallol substratlar olarak
kullanildiginda glutatyon, tropolon, askorbik asit ve 4-aminobenzoik asitinhibitorleri
icin elde edilmis Iso degerlerini de gostermektedir. Bu ¢izelgelerden gorildigi gibi
polifenoloksidazin inhibitorlere duyarlilig1 substrattan substrata degismektedir. Bir
substrat olarak 4-metilkatekol kullanildiginda glutatyon, tropolon, askorbik asit ve 4-
aminobenzoik asit inhibitorleri icin elde edilmis Iso degerleri sirasiyla 1,67X10"5 ,
4,13x10,3,90x10™* ve 2,15x10° M; bir substrat olarak katekol kullanildiginda
glutatyon, tropolon, askorbik asit ve 4-aminobenzoik asit inhibitorleri i¢in elde edilmis
Iso degerleri sirasiyla 6,62x10'5, 1,30x10'5, 2,20){10’4 ve 1,52);10'3 M; ve bir substrat
olarak pirogallol kullanildiginda glutatyon, tropolon, askorbik asit ve 4-aminobenzoik
asit inhibitorleri i¢in elde edilmis Iso degerleri sirasiyla 1,14x10°, 1,10x10°, 6.72x107
ve 4,13x107 Mdrr.
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Cizelge 4.5 Lactuca sativa L. PFO’min Iso degerleri

Inhibitorler Substratlar [Is0] Inhibitorler Substratlar

M)x10™

4-metilkatekol 0,167 4-metilkatekol

Glutatyon Katekol 0,662 Askorbik asit Katekol

Pirogallol 1,140 Pirogallol

4-metilkatekol 4,13

4-metilkatekol
Tropolon Katekol 1,30

4-aminobenzoik asit Katekol

Pirogallol 1,10 Pirogallol
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