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OZET

Bu caismada, polifenol oksidaz (PFO), yabani ve yenilebilir bir mantar olan
Lactarius  piperatus ’'tan, Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit &finite  jéli
kullamlarak, afinite kromatografisi ile saflastirildi ve karakterize edildi. Saf enzim
ellatinda PFO’in varligi, dogal ve SDS-poliakrilamid jel elektroforezlerinde tek bir bant
halinde ortaya konuldu. Optimum PFO aktivitesi, katekol substrati kullanmlarak belirlendi.
Enzimin optimum pH’s 7,0, optimum sicaklig: ise, 20 °C olarak belirlendi. 4 °C'de 24
saat inkUbe edildikten sonra L. piperatus PFO’sunun pH 3,0-9,0 araliginda oldukca kararl 1
oldugu gozlendi. Enzim, pH 3,0-9,0 araliginda, 4 °C’'de 72 saat inkibe edildikten sonra,
aktivitesini %60'1in Uzerinde korudugu tespit edildi. Enzimin 1sl kararlihik profili
incelendiginde, 4 saatlik inkiibasyondan sonra, 0-50 °C araliginda oldukc¢a kararli oldugu
gozlendi. Yaplan kinetik calismalar sonucunda, L. piperatus PFO'su icin Ky, Ve Vias
degerleri, katekol substrati varliginda, sirasiyla 1 mM ve 25000 U/mg protein olarak
belirlendi. PFO tarafindan katalizlenen katekol oksidasyonu icin elde edilen /5o degerlerine
gbre, askorbik asit ve sodyummetabisllfit basta olmak Uzere askorbik asit, sodyum
metabistilfit, sodyum azid ve benzoik asitin L. piperatus PFO’ sunu inhibe ettigi gbzlendi.
Ayrica bazi metal iyonlanmin PFO aktivites Uzerine farkli sekillerde etkiledig tespit
edildi.

L. piperatus 'tan saflastirilan PFO’ nun, heptan, toluen ve diklorometan gibi organik
cozuculerde, katesin substrat1 kullamlmasi durumunda, etkili bir biyokatalizér olabilecegi
belirlendi.

Batin elde edilen bulgular, L. piperatus’ta bulunan difenolaz aktivitesinin, bitki

polifenol oksidazlaryla benzer 6zelliklere sahip oldugunu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Lactarius piperatus, Polifenol Oksidaz, Afinite Kromatografis,
Karakterizasyon, Inhibisyon
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SUMMARY

Purification, Characterization of Polyphenol Oxidase from Lactarius piperatus
and Investigation of its Catalytic Efficiency on Synthetic Chemistry

In this study, a polyphenol oxidase (PPO) was purified from a wild edible
mushroom, Lactarius piperatus, by using a Sepharose-4-B-L-tyrosine-p -aminobenzoic acid
affinity column and characterized. The purified enzyme migrated as a single band on
native- and SDS- polyacrylamide gel electrophoresis. The optimum pH and optimum
temperature of the enzyme were found to be 7.0 and 20 °C, respectively, in the presence of
catechol as a substrate. After 24 h of incubation at 4 °C, the L. piperatus PPO was
extremely stable in the range of pH 3.0-9.0. The enzyme retained over 60% of its original
activity in the range of pH 3.0-9.0 after 72 h incubation at 4 °C. When the thermal stability
profile of the purified enzyme was analyzed, it was determined that the enzyme was highly
stable in the range of 0-50 °C after 4 h incubation. The Km and Vmax values of L. piperatus

PPO were calculated as 1 mM and 25000 U/mg protein, respectively, from the

Lineweaver-Burk plot. According to I data, in the presence of some PPO inhibitors like

sodium metabisulfite, ascorbic acid, sodium azide and benzoic acid, L. piperatus PPO was
all inhibited, especially by sodium metabisulfite and ascorbic acid. In the experiments done
with metal ions, it is established that the enzyme activity was very sensitive to metal ions.

It was investigated that L. piperatus PPO is an effectively biocatalysis using catechin
as substrate in the organic solvents of heptan, toluene and dichloromethane.

All the verities support the presence of an active diphenolase in L. piperatus having

similar properties to plant polyphenol oxidases.

Key Words: Lactarius piperatus, Polyphenol Oxidase, Affinity Chromatography,
Characterization, Inhibition
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Bitkilerde ve memelilerde, esmerlesme veya kararma olarak bilinen en yaygin
oksidasyon reaksiyonlarindan biri, sarnidan kahverengi ve siyaha kadar degisebilen renk
donustimleriyle sonuglanan, fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonudur. Olusan bu
kinon bilesikleri canlilarda bulunan en reaktif ara UrUnlerdir ve enzimatik olmayan
oksidasyon resksiyonlarnyla hizli ve kolay bir sekilde polimerlesirler. Meydana gelen
polimerlesme ile kinonlarin koyu renkli, suda az ¢tzinen ve melanin olarak bilinen
polimerik yapilara donisumleri saglanmis olur. Olusan bu melaninler antibakteriyal ve
antifungal aktivite gosterirken, sebze ve meyvelerin saglikli kalmasina da yardima olurlar
(Marshall vd., 2000).

Saglikli meyve ve sebze dokularinda, Polifenol oksidaz (PFO) enzimlerinin
substratlar1 olan fenolik bilesiklerle temasi, yok denecek kadar simirlidir. Bunun baslica
nedeni, enzim ve substratlarimin bitkisel hicrenin farkli kismlarinda yer almalaridir.
Nitekim PFO enzimlerinin bir kismi sitoplazmada serbest halde bulunurken, btytk bir
kismi hicrenin tilakoid ve kloroplast gibi unsurlarinda, membrana bagli olarak
bulunmaktadir. Buna karsin, fenolik bilesiklerin neredeyse tamami vakuollerde
yogunlasmis halde bulunmaktadir. Ancak doku olgunlasmasinin ileri asamalarinda
hicredeki pektinazlann faaliyetiyle, doku kontrolli ve snirli bir sekilde dogal olarak
degisimlerle ugrar. Ayrica, hasat, tasima ve isleme srasindaki etkiler veya uygulanan
cesitli islemlerle hiicre ve buna baglh olarak doku bittinltigli bozulmaktadir. Boylece, PFO
enzimleri kendi substratlan olan fenolik bilesiklerle ve havadaki oksijen ile bir araya
gelmektedirler (Muchuweti vd., 2006).

Enzimatik esmerlesme genellikle fenol bilesiklerince zengin bitkilerde gorulUr.
Ozellikle meyve ve sebzelerde enzimatik esmerlesme sonucu 6nemli renk sorunlar ortaya
cikar. Bitkilerde dokunun hastalikli olmasi veya cesitli islemler sirasinda zarar gérmesi
kolayh kla esmerlesmeye neden olur. Bu durum elma, armut, kayis seftali, muz, patates ve
mantar gibi ¢esitli Urdnler icin s6z konusu olabilir. Ancak limon ve turuncgiller
kahverengiye donusmez, c¢lnki icerdikleri sitrik asit nedeniyle oksitlenme renksiz
gerceklesir (Aehle, 2004).



Besinlerin depolanmasi ve endustriyel olarak islenmesi esnasinda meydana gelen
esmerlesme reaksiyonlart ve bu reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan renk degisimleri cogu
kez istenilen seviyede durdurulamamaktacir. Bu da besinin ekonomik ve besinsel degerini
kaybetmesine sebep olarak ciddi bir problem teskil etmektedir (Whitaker ve Lee, 1995).
Ancak enzimatik esmerlesme her zaman istenmeyen bir durum degildir. Soyle ki, bazi
enzimatik esmerlesme reaksiyonlari, besin igin ¢ok yararlhidir. Siyah ve yesil cay ile
kakaonun renk ve tat gelisimi enzimatik esmerlesmeye baglidir. Bu reaksiyonlar ayrica,
UzUim erik hurma ve incir gibi meyvelerin kurutulmasiyla, karakteristik renk ve lezzetlerini
kazanmasinda oldukc¢a yardimci olur (Ensminger vd., 1995).

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarimn tima bitkinin tirine, yetistigi bolgeye ve
bitkinin olgunluguna gore degisim gosterir. Esmerlesmenin rengi ise ortamdaki mevcut
fenolik substratlarin turine baglidir. Bitkilerde enzimatik esmerlesme, aktif PFO
konsantrasyonuna, pH’'ya, sicakliga ve dokularda mevcut bulunan oksijene baglidhir.
Bunlardan birinin ortamda bulunmamasi veya optimum degerinden uzak olmasi
reaksiyonu durdurabilir veya hizim azaltabilir (Pekyardimci, 1992).

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarimin yan etkilerini ortadan kaldirmak ve istenen
esmerlesme reaksiyonlarim optimize etmek igin en gegerli yontem, bu reaksiyonlar
katatlizleyen enzimlerin aynintili bir sekilde karakterize edilmesidir. Bu nedenle, enzim
aktivitesine etki eden parametrelerin iyi bilinmesi gerekir. Bu durum gida endustrisinde,
meyve ve sebzelerin islenmesi sirasinda uygulanan prosesleri en aza indiren uygun
teknolojilerle, kisi basina disen tuketimdeki artis, bircok tlke icin ekonomik faydalar
saglayacaktir (Labuza, 1992).

1.2. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgi

Mantarlar klorofil tasimayan organizmalar olup, canli bitkilerin Gzerinde parazit
olarak, 6lu bitkilerin Uzerinde curtkcul veya baska canlilar ile simbiyotik bir yasam
surddrdrler. Mantarlarin Gremesi sporlar ve / veya miseller yoluyla gerceklesir. Topraga
dokulen sporlar riizgarla ya da boceklerle gcevreye dagilir ve toprakta yillarca yasayabilir.
Mantarlar nemli ortamlarda gelisirler. Bu nedenle, yagmurlardan sonra topraktaki sporlar
cimlenerek mantarlan olustururlar. Ortalama bir mantarin yaklasik %90’ 1 sudan olusur. Bu

sebepten dolayr yasam sliresi kisadir ve hemen ¢irdr (URL-1, 2010).



Sekil 1'de olgunlasmis bir mantarin ana bolumleri gorilmektedir. Mantarlarin toprak
alti kismuni miseller, toprak Ustii kismin ise sapka ve sap olusturur. Sapka; yapitast hif
(lifler) adi verilen tip seklinde iplikciklerdir. Hifler u¢ kisimdan gelisen ve lateral
dallanma yetenegine sahip olan tek diziden ibaret ipliklerdir. Hiflerin bir araya gelerek
olusturduklar: vejetatif yapiya ‘tallus denir. Talusu olusturan hif toplulugunaise ‘misel’
denir (Ozkaragdz, 1978). Toprak alt1 kismim olusturan miseller bitkilerdeki kokler gibi
ortamdan su ve besin maddelerinin alinarak baska noktalara nakli gorevini Ustlenirler.

Sap, yukari dogru yukseltmis oldugu sapkay: topraktan korur, boylece sapkada
bulunan sporlar rizgarla birlikte yayilabilir. Sap kismi, uzun ve silindirik veya kisa, egri ve
dayanikli olabilir. Bu ¢zellikler her cins icin genelde karakteristiktir. Lameller, gencken
ack renkli, daha sonra ise Uzerinde tasidigi sporlarin olgunlasarak renk degistirmesi
nedeniyle koyu renkli olup, ince ve disey levhalar seklinde ve sapin sapkayla birlestigi
noktadan, sra sira ¢ikarak yayilirlar. Himenyumu olusturan lameller, sporlari olusturan
hicrelerle kaplanmistir. Bu sporlar, uygun bir ortam buldugunda, ¢imlenerek mantari
olusturmaya baslarlar. YUksik, sapka uclann sap kismina baglayarak, olgunlasmamis
lameleri Orter. Mantann blyumesiyle bu oOrtti bozularak sap halkas seklini alir (URL-1,
2010).

Sekil 1. Olgunlasmis bir mantarin ana bol iml eri

Mantarlar ¢ok eski zamanlardan beri bilinmekte olup, insanlarin ¢esitli amaglarla
yararlandiklar: tirlere sahiptir. Bazi Saccharomyces turleri fermentasyon yaparak alkolll

ickilerin hazirlanmasinda ve ekmek yapiminda, bazi Penicillium turleri ise antibiyotik



eldesinde kullanlirlar. Mantar cindleri icinde 60 kadar tur ile temsil edilen Amanita cinsi
ayn bir 6neme sahiptir. Amanita tirleri icinde 6zellikle, yenebilen bir mantar olan Amanita
caesarea ile zehirli ve hallisinojen etkili Amanita muscaria ve Amanita pantherina
Onemlidir (URL-1, 2010).

Mantarlar miukemmel bir folik asit kaynagidirlar. Y apilan arastirmalara gbre mantar
kandaki seker seviyesini dusUrmektedir. Mantarlar Gzerinde yapilan denemeler, kolesterol (i
dusurict oOzelligi ile kalp ve damar hastalarimin da diyetlerinde kullanabileceklerini
gostermistir (Boztok, 1990). Elde edilen verilerden mantarlarin besleyici gidalar oldugu
gortlmektedir. Sebzelerle karsilastinldiklarinda ytksek oranda protein igerigine ve iyi bir
vitamin ve mineral dengesine sahip olduklan anlasilmaktacir. Mantarlar az miktarda yag
ve sindirilebilir karbohidrat icerirler ki; bu durum onlarin distk kalorili gidalar simifinda
olmalarim saglar (Murugkar ve Subbulakshmi, 2005).

1.2.1. Lactarius piperatus Makromantarinm Morfolojik Ozellikleri

Yenilebilir, sapkali bir mantar olan Lactarius piperatus, mantarlar aeminin
Basidiomycetes sinifina ait olup, yaz ve sonbahar donemlerinde yetisir. Kirildigi ya da
kesildigi zaman kesit ylUztinden beyaz renkli ve acomsi bir sit akar. Amerika, Avrupa ve
Tarkiye'nin yaprak doken agaclik alanlarda yaygin olarak goralir (Sekil 2). Sapka kismi
6-16 cm genigliginde ve krem-beyaz renktedir. Huni seklinde olan sapkanin ylzeyi
purtizsizdir, yer yer kurumus ve catlamis olabilir. Sap uzunlugu 3-7 cm ve genislig
2-3 cm araliginda degi smekte olup, silindir seklinde, beyaz renkli ve kirilgandir. Sapkarmn
i¢ kisminda bulunan lameller sik ve beyaz renkliyken ilerleyen donemlerde krem rengini
alir. Acimst ve hos olmayan tadina ragmen farkl sekillerde tuketilebilir, ancak ¢ig yenmesi
durumunda sindirimi zor olur (Haas, 1968; Pegler, 1983).



Sekil 2. Lactarius piperatus mantarinin friktifikasyon organlar

1.3. Esmerlesme Reaksiyonlar

Hasat sonras depolama veya meyve ve sebzelerin islenmesi arasinda mekanik
zedelenmelerden kaynaklanan renk degisimleri esmerlesme olarak bilinir. Meyve ve
sebzelerde gorilen bu esmerlesme reaksiyonlari PFO enziminin fenolik bilesiklerle
reaksiyonu sonucu meydana gelmektedir (Godfrey ve West, 1996). Esmerlesme
reaksiyonlari, enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlart ve enzimlerin sebep oldugu
esmerlesme reaksiyonlar: olmak Gzere iki sekilde meydana gelebilir.

Enzimatik olmayan esmerlesmenin en yaygin cesidi Maillard reaksiyonlaridir.
Maillard reaksiyonu, tek bir reaksiyon degildir, amino asitler ve indirgen sekerlerin
arasinda, gendllikle yiksek sicakliklarda gerceklesen reaksiyonlarin, bir kompleks
serisidir. Maillard reaksiyonu Ug basit evrede gergeklesir ve ilk basamagi, glukoz gibi
indirgen bir sekerin, bir aminoasitle reaksiyonudur. Bu reaksiyon amadori bilesig denilen

bir reaksiyon truniintin olusumu ile sonuglanir (URL-2, 2010).
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Sekil 3. Glukoz ve bir amino asit (RNH,) arasinda gerceklesen Maillard
reaksiyonlarinin ilk basamag:

Bir sonraki basamaklar, amadori bilesiginin izomerine bagli olarak farklilik
gosterir. Herbirinde amino asit yer degistirir ve en sonunda 6nemli lezzet bilesikleri olan
furfura ve hidroksimetil furfurada (HMF) indirgenen reaktif bilesikler olusur. Diger
reaksiyon, amadori-yeniden dizenlenmesi olarak adlandirilan, temel esmerlesme
reaksiyonlarimin  baslangic noktasidir. Furfural ve hidroksimetil furfural, Maillard
reaksiyonlarinda olusan karakteristik lezzet bilesikleridir. Furfural, pentoz sekerlerin (riboz
gibi) reaksiyonlarimin sonucunda olusur; HMF ise heksoz sekerlerin (glukoz, fruktoz)
reaksiyonu sunucu olusur (URL-2, 2010).
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Sekil 4. HMF nin olusumu ve amadori- yeniden diizenlemesi



Bu U¢ yol sonucunda, lezzet bilegsenleri ve kahverengi, yuksek molekil agirlikl
pigmentleri, melanoidin, iceren cok kompleks karisimlar olusur. Melanoidler yararh anti-
oksidan 6zellige sahiptir (Owen, 1996).

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar ise bitkilerde iki farkli sekilde gozlenebilir
(Friedman, 1996; Friedman, 1997). Bunlardan biris meyve ve sebzelerde bulunan fenol
bilesiklerinin kinonlar1 vermek Uzere PFO ile katalizlenen oksidasyon reaksiyonlaridir.
Olusan kinon yapili bilesikler, daha sonra enzimatik olmayan reaksiyonlarla, siyah renkli
melanin pigmentlerine polimerlesirler (Laurilavd., 1998).

Diger enzimatik esmerlesme reaksiyon turt ise, polifenol tlrevli kinonlarin, serbest
amino asit ve proteinlerle esmer polimerleri olusturmasidir (Labuza vd., 1992). Patateste
ve kazein iceren karisik besinlerde, okside olmus klorojenik asidin kazein ile olan
reaksiyonlari, bu tirden reaksiyonlardir. TUm enzimatik esmerlesme olaylan bitki tir ve
¢esidine gore farkliliklar gosterir ve PFO’ nun aktivitesi, aktif PFO konsantarsyonuna,
pH’ya, scakliga ve dokularda mevcut bulunan oksijene baglidir. Bunlardan birinin ortadan
kaldirilmasiyla bu reaksiyonlar durdurulabilir veya azaltilabilir (Pekyardimci, 1992).

1.4. Polifenol Oksidazin Biyokimyasal Ozelikleri

Uludararasi Biyokimya Dernegi (IUB) enzim komisyonu tarafindan yapilan
aniflandirmaya gore tim PFO’'larin, yiukseltgenme-indirgenme reaksiyonlarin
katalizlediginden dolay: birinci simif enzim oldukar1 belirlenmistir. Bu siniflandirmaya
gbre PFO iki farkl1 aktivite gostermektedir ki bunlardan biri monofenolaz aktivitesi yada
tirosinaz aktivites olarak tarmmlanan, monofenollerin o-difenollere o-hidroksillenme
reaksiyonudur (E.C.1.14.18.1). Digeri ise, o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonuyla
sonuglanan reaksiyondur (E.C.1.10.3.2) ve enzimin bu aktivites de difenolaz veya
katekolaz aktivitesi olarak bilinir (Cabanes vd., 1994; Rodriguez-Lopez vd., 1994; Espin
vd., 1997; Fenoll vd., 2000; Espin vd., 2001; Cemeroglu vd., 2001; Brooks vd., 2004).
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Sekil 5. Enzimatik esmerlesme mekanizmas;, 1) Monofenollerin
o-hidroksilasyonu (monofenolaz aktivitesi), 2) o-Difenollerin
o-kinonlara oksidasyonu (difenolaz aktivites)

PFO ortalama 55-65 kDa molekul agrligina sahip olup, yapilan kimyasal ve
spektroskopik calismalar sonucu aktif bélgenin iki bintkleer bakir kompleksine sahip
oldugu ve Tip 3 bakir merkez 6zelligi tasidig: belirtilmistir (Fenton, 1995).
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Sekil 6. PFO’nun bakir merkezleri

Saf PFO renksizdir. Konsantre PFO c¢ozeltileri notral pH degerlerinde oldukca
kararlidir, ancak bu ¢ozeltiler kisa bir stre icin 60 °C’ye 1sitildiginda ise enzim tamamen
inaktif olur. Enzimin nétral pH degerlerinde ve fosfat tamponundaki konsantre ¢ozeltileri

1 °Cde veya -25 °C'de dondurulmus olarak aktivitede kayip olmaksizin birkac ay



saklanabilir. Ancak uzun sireli saklamalarda aktivitede kayiplar gozlenebilir ve bu
kayiplar geri donusimslzdir. Patates, titin ve mantarda bakir iceriginin %0,2-0,3
degerleri arasinda oldugu tespit edilmistir. Taze hazirlanan enzim Ozutinde bakirin Cu(l)
seklinde oldugu ancak zamanla Cu(ll) seklinde yavasca okside oldugu ve bu degismenin
aktivitede kayba yol agcmadigi belirlenmistir. Bakinn uzaklastinldigi apoenzim aktif
degildir. Ancak Cu(ll) ilavesiyle aktivite geri kazanilabilmistir (Kertesz, 1962).

PFO’lann fenolik bilesikler Gzerindeki etki mekanizmas: ¢esitli calismalarla ortaya
konmustur. Enzimin deoksi formu 6nce oksijen ile oksi-PFO formunu olusturur ve fenolik
substrat bu oksi-PFO formundaki bakir atomlarinin birine aksiyal olarak koordine olur.
Olusan bes-koordinatli ara Urinin yeniden dizenlenmesinden sonra, fenolik substratin
o-hidroksilasyonu, su kaybi ve difenolik Grinin koordinasyonu gerceklesir. Molekdl ici
elektron transferi sonucu, o-benzokinon Grdnd olusur ve bu sirada enzimin deoksi-PFO hali

boylece yeni bir katalitik cevrime girmek tzere hazir hale gelmis olur (Siegbahn, 2003).
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Sekil 7. PFO tarafindan katalizlenen reaksiyon i¢in 6nerilen mekanizma

Boyle bir mekanizmayla substratlar 6nce o-difenollere ve o-difenollerde, o-kinon
bilesiklerine donustr. Olusan o-kinon bilesikleri enzimatik olmayan oksidasyon

reaksiyonlar ile hizli ve kolayca polimerleserek koyu kahve renkli suda az c¢ozinen
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polimerik yapilar olusur ki bdylece, esmerlesme reaksiyonunun Kkarakteristigi olan

pigmentler olusmus olur.

1.5. Polifenol Oksidaz’in Aktivitesinin Belirlenmesi

PFO aktivitesi, farklt monofenolik ve difenolik substratlar varliginda, manometrik,
paografik, kronometrik ve spektofotometrik gibi cesitli  teknikler yardimuyla
oOlcllebilmektedir.

Fenolik substratin oksidasyonu sirasinda kullanilan Oy, bir respirometre ile sistemin
oksijen harcamasi esasina gére manometrik olarak yada bir oksijen elektroduyla palografik
olarak dlculebilir (Mayer vd., 1966).

Spekrofotometrik islemlerde ise genelde ya substratlarin oksidasyonu izlenir ya da
esmerlesme reaksiyonunun bir Grdndndn olusma hizint lcllerek enzim aktivites tayin
edilir ve bu metot daha ¢abuk ve kolay ddugundan digerlerine gore tercih edilir (Whitaker,
1972).

PFO’nun monofenolaz ve difenolaz aktivitesi 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon
(MBTH) gibi kromojenik bir nikleofil varhginda oldukca duyarli ve dogru bir sekilde
spektrofotometrik olarak olculebilir. Bu metodda, nukleofilin yoklugunda ve varliginda
PFO tarafindan Uretilen o-kinonlar, nikleofil ile renkli katiima Urlnleri verirler ve bu
katilma Grdnleri 500 nm'deki karakteristik absorbsiyonlar: ile belirlenirler. Bu metodun
mekanizmasi detayl1 bir sekilde ortaya konmus olup (Rodriguez-Lopez vd., 1994), elmave
avakado meyvelerindeki PFO aktivitderinin tayininde basarili bir sekilde uygulanmustir
(Espin, 1995; 1997).

3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon yerine, her bir tiyol molekill basinabir mol
kinon tlketen ve renksiz kondenzasyon 0Urtnd olusturan, sart renkli bir bilesik olan
2-nitro-5-tiyobenzoik asit de kullanilabilir. Enzim aktivitesi, 2-nitro-5-tiyobenzoik asidin
412 nm'de absorbansindaki azalmamn spektrofotometrik olarak O6lglilmesiyle tespit
edilebilir (Esterbauer vd., 1977).
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1.6. Polifenol Oksidazin Bazi Organizmalarda Bulunusu

Polifenol oksidazlarin bitki ve mantarlarda ki en 6nemli fonksiyonu, hastaliklara
kars1 koruma ve fenolleri kinonlara yikseltgenmesini katalizleyip, bitkilerin proteinlerini
ve besinsel degerlerini kisitlamasiyla bitki yiyen boceklere karsi savunmada rol
oynamasdir. Bitkilerdeki fenolik substratlar vakuollerde bulunmasina karsilik bitki
dokularimin gogunda PFO enzimi plastidlerde yerlesmislerdir. Bu dokular kesildiginde,
zarar gordigunde veya hastal ikl dokular olustugunda ya da dokular boceklerin saldirisna
ugradiginda bu enzim aktif hale gegmektedir. Plastidierde yerlesmis olan bu enzim bir
membran proteini olmasina karsin integral membran proteini degildir (Mazzafera ve
Robinson, 2000). Cok genis bir filogenetik yelpazede bulunan PFO sahip oldugu 6nemli
fonksiyonlar nedeniyle bir ¢ok aragtirmac tarafindan, farkl: organizmalarda calisilmstir.

Sebzelerin ve meyvelerin saklanmasi, depolanmasi esnasanda ve bazi mekanik
zedelenmeler sonucunda, esmerlesme reaksiyonlar oldukga yaygin bir problemdir (Zhou
ve Feng, 1991). Madatya kayisisi (Prunus armeniaca L.) Turkiye de yetistirilen cesitler
icinde en iyisidir ancak depolama esnasinda dis ylzeyi kararmaktadir ve bu ticari olarak
istenmeyen bir durumdur. Bu durum oksijen varliginda PFO nun fenolik substratlar:
kinonik bilesiklere okside etmesiyle ortaya cikmaktadir (Augustin vd., 1985). Malatya
kayisindan elde edilen enzimin aktivitesinin pH 8,5ta maksimuma ulastigi, 40 °C’'de
40 dakika isitildiginda enzim aktivitesinde dnemli bir kaybin s6z konusu olmadigi ancak
60 °C’de 47 dakika ve 80 °C de 16 dakika isitildiginda aktivitenin %50 kayba ugradi g
gbzlenmistir. Ayrica enzimin monofenolaz aktivitesine sahip olmadigi, askorbik asit ve
2-merkaptoetanol iin bu enzim icin en iyi inhibitér oldugu belirtilmistir (Arslan vd.,1998).

Mineral ve vitaminler agisindan oldukgca zengin bir meyve olan dut, zayiflik
semptomlannin tedavisinde kullamlmaktadir. Bu meyveden hazirlanan ham enzim
Ozutinden Sepharose-4B-L-tirosinp-aminobenzoik asit afinite jeli kullamlarak, PFO
afinite kromatografisi yontemiyle 74 kat saflastirilmistir. Saf enzimin optimum pH’si
4-metilkatekol varliginda 5,0 ve katekol varhginda 7,0 olarak belirlenmistir. Optimum
scaklik degeri ise 4-metilkatekol varliginda 20 °C ve katekol varliginda 45 °C olarak
bulunmustur. Dut PFO’ sunun difenolleri okside ettigi buna karsi monofenollerle aktivite
gostermedigi belirlenip, enzim aktivitesinin difenolaz aktivitesi oldugu bildirilmistir (Aslan
vd., 2004).
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Karayemis bitkisinin (Laurocerasus officinalis Roem.) hentiz olgunlagsmamis
meyvelerinde yapilan incelemede doga elektroforez de Rf degeri 0,50 ve 0,57 olan iki
band gozlenmis buna baglh olarakta meyvedeki PFO’ nun en az iki izoformunun oldugu
sonucuna varlmistir. 3-(3,4-Dihidroksifenil)propionik asid (DHPPA) varliginda optimum
pH'1n 50 oldugu ve yuksek pH’larda enzimin %80 oraninda aktivitesinin kayboldugu
tespit edilmistir. Enzimin optimum scakligimn 40 °C ve aktivitenin askorbat ve
metabistilfite kars1 hassas oldugu gozlenmistir (Colak vd., 2005).

Filipinlerde vyetistirilen bir muzda yapillan arastrmada meyvenin soyulmus etli
kisminda yuksek miktarda dopamine rastlanmis ve bu maddenin ham veya kismen saf PFO
tarafindan oksidasyona ugratildig bildirilmistir (Riggin vd., 1976). Saflastrma ve
karakterizasyon esnasinda yapilan islemlerde oksidasyonun en hizli gerceklestigi
dopaminin en iyi substrat oldugu anlasilmistir. Muzdan elde edilen enzimin substrat
ve Tono, 1998) farklilik gostermektedir. Saflastirilmis enzimde dopamin igin Km 2,8 mM
ve optimum pH 6,5 olarak tespit edilmistir. Ayrnca pH 3,0-11,0 arasndaki pH’larda
enzimin 48 saatlik inkbasyonundan sonra pH 5,0-11,0 arasinda baslangic aktivitesini %90
oraninda korudugu gozlenmistir. Saf enzimin optimum sicakliginin 30 °C oldugu ve 70 °C
lizerinde 10 dakika 1siti|diginda aktivitenin %80 oraminda kayboldugu bildirilmistir. Cu 2,
Mr™, Zn™, Ba®" gibi metal iyonlannin zayif inhibitérler oldugu, L-askorbik asid ve
sisteinin 1 mM konsantrasyonunun tamamen inhibisyona sebep oldugu belirtilmistir
(Galeazzi vd., 1981; Sojo vd., 1998). SDS PAGE elektroforezinde molekll agirlig1 42 kDa
olan saf enzime ait tek bir band goértlms ve je filtrasyon yontemiyle de bu proteinin
molekll agirlig1 yaklasik 41 kDa olarak bulunmustur. Bu sonug saf enzimin bir monomer
olabilecegini gostermektedir (Yang vd., 2000).

Una (2007), Anamur muzundan polifenol oksidaz enzimini saflastirip, enzimin
karakteristik ozelliklerini belirlemistir. PFO’'nun muz igin optimum sicakligi 30 °C ve
optimum pH derecess 7,0 olarak bulunmustur. 60-75 °C'deki termal inaktivasyon
¢aligmalarindan, enzimin yart mur degeri 7,3 ve 85,6 dakika arasinda degismektedir. Ea
ve Z degerleri, srasyla, 155 kj.mol-1 ve 14,2 °C olarak hesaplanmistir. K, Ve Vinas
degerleri sirasiyla 8,5 mM ve 0,754 ODdak™ dir. Inhibitor testlerinde ise askorbik asit ve
sodyum metabisilfit en etkili inhibitor olarak tespit edilmistir.

Monofenolaz aktivitesi, avakado bitkisinde tespit edilmis olup, bu bitkideki PFO

hem suda ¢ozinir hem de membrana bagli formlarda bulunmaktadir (Khan, 1980).
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Avakadoda monofenolaz aktivitesi, asetonla toz haline getirilen Orneklerle hazirlanan
Ozutler kullanlarak tayin edilmis ve p-kresol varliginda yapilan denemelerde enzim
aktivites oldukga distk bulunmustur. Ayrica avakado monofenolaz aktivitesi cesitli
substratlar varliginda radyometrik ve spetrofotmetrik metodlar yardimiyla tespit edilmistir.
Triton X-114 kullanilarak kismen izole edilen PFO, 4-hidroks anisol kullamlarak
karakterize edilmistir (Espin, 1997).

PFO kahvenin (Coffea arabica L.) yapraklarindan ve meyve endospermlerinden
(PFO-E) ekstrakte edilerek karakterize edilmis ve bir ¢ok bitkide oldugu gibi erken gelisme
safhaanda yaprak ve endospermlerde yiksek oldugu gozlenmistir (Ratjen ve Robinson,
1992; Dry ve Robinson, 1994). Y aprak ve endosperm icin optimum PFO aktivitesinin pH
6,0-7,0 de ve optimum sicakli1gin 20-30 °C arasinda oldugu gozlenmistir. Klorojenik asidin
bitkinin her iki kismu igin de en iyi substrat olmasina ragmen, 4-metilkatekol durumunda
PFO'1n yapraklarda ylksek aktivite fakat endospermde dusUk aktivite gosterdigi
gbzlenmistir. Kahve PFO proteinlerinin katalitik olarak aktif bolge disinda proteolitik
olarak duyarl: bir bolge icerdigi ortaya konmustur (Mazzafera ve Rabinson, 2000).

Cilek PFO’su amonyum stilfat ¢oktirmesi ve iyon degisim kromatografisi kullanarak
saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Substrat olarak prokatesol kullanilmis ve bu
substratta K, degeri 11,2 mM, optimum pH degeri 50 °C’de SDS varliginda ise 7,2 olarak
bulunmustur (Serradell vd., 2000).

PFO’ nun etkili oldugu bitki tdrlerinden birisi de mantarlardir. Endustriyel olarak en
az duizeyde islenmi s mantarin saklama esnasinda enzimatik esmerlesmeden dolay: raf dmri
birkagc gin ile amirlidir. Mantardaki esmerlesmeye sebep olabilecek enzimler olan PFO,
lakkaz ve peroksidaz aktiviteleri Portabella mantarinda calisilmis ve PFO’ nun mantar
dokularindaki en bol enzim oldugu ve hem de kinetik ve inhibisyon calismalari sonucu
mantardaki esmerlesmenin buyuk bir oramnin PFO’dan kaynaklandigi bulunmustur
(Zhang, 1997; Ratcliffe, 1994).

Ozel vd., (2010), Boletus erythropus mantarindan elde ettikleri PFO’'yu affinite
kromatografisi kullanarak saflastirip, enzimin karakteristik ozelliklerini belirlemistirler.
Boletus erythropus PFO’sunun optimum sicakligr 20 °C ve optimum pH derecesi 8,0
olarak bulunmustur. Km ve Vmaks degerleri srasiyla 2,8 mM ve 1428,6 U/mg protein olarak
belirlenmistir. inhibitor testlerinde ise askorbik asit ve sodyum metabisiilfit en etkili
inhibitor olarak tespit edilmistir.
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Son yillarda, bitkilerden PFO genlerinin izolasyonu konusunda da ¢esitli ¢alismalar
yapilmistir. Gonen kaplicalarindan izole edilen ve termofilik bir bakteri olan Anoxybacilus
kestanbolensis K1 veK4' bakterileri tizerinde yapilan incelemelerde difenolaz aktivitesine
rastlanmus ve bu aktivitenin 4-metil katekol substratina karsi oldukca yiksek ilgiye sahip
oldugu bildirilmistir. Bu mikroorganizmalardan hazirlanan hiicrei¢i enzim 6zitinin sahip
oldugu difenolaz aktivitesinin karakterizasyonu igin yapilan ¢alismalarda, 4-metil katekol
varliginda optimum pH’in 9,5 optimum sicaklik degerinin ise 70 °C ve 80 °C oldugu
bulunmustur. Optimum sicaklikta 4. kestanbolensis K4' bir saat bekletildiginde sahip
oldugu difenolaz aktivitesini kaybetmedigi ancak K1 susu durumunda ise ayni aktivitenin
80 °C' de arttig1 gozlenmistir. Her bir susta bulunan difenolaz aktivites akali pH
degerinde oldukga yiiksek kararlil ik gostermistir. Difenolaz aktivitest K1 ve K4 suslarinda
0,01 mM sodyummetabistilfit, askorbik asid ve L-sistein ilavesiyle tamamen inhibe
edildigi; 1mM Mn?* ortama ilave edildi ginde ise aktivitenin 6,4 ve 53 midi arttigi
bildirilmistir (Yildirim vd., 2004).

Ik defa Isvigre kirmizi pazi bitkisinden PFO saflastiran Zhao ve ark. (2009), saf
enzimin protein agirhgint yaklasik 41 kDa olarak belirlemis, L-DOPA ve katekol
substratlariyla difenolaz aktivitesine sahip oldugunu tespit etmistir. Optimum pH’s1 7,5 ve
optimum sicaklign 45 °C olarak bulunmustur. Pazi PFO'sunun aktivitesinin K* ve Na'
metalleri varliginda arttigini ve askorbik asit, sistein, p-merkaptoetanol, sodyum siilfit ve

sodyum metabistilfit varligindainhibe oldugunu ortaya koyulmustur.

1.7 Calismanin Amaci

Enzim teknolojisinin ginimizde giderek gelismesi, Urinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerlerinin ¢ok yuksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin
endistriyel enzimlere yonelik calismalan daha da dnem kazanmaktadir. Enzim ya da
enzim gruplan tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, genel organik reaksiyonlarindan ¢ok
daha yuksek verimle ve reaksiyon karisiminda yuksek saflikta Urin olusumu seklinde
meydana gelir. Bu yonuyle enzim katalizli reaksiyonlar, aternatifleri olan yorucu ve pahal
kimyasal reaksiyonlardan daha caziptir. Enzimlerin biyokimyasal 6zelliklerinin ortaya
konmasi ile cok cssitli endistriyel kullammlari mUmkinddr. Bu sebeple, bazi 6zel

kimyasal maddel erin Uretiminde enzimlere gittikce daha fazla ihtiyag duyulmaktadir.
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Besinlerdeki enzimatik esmerlesme olaylarimn ortaya konmas, hem insan
besenmesi hem de saglik agiandan besinlerdeki esmerlesmenin etkilerini anlamak ve
¢ozumler bulmak agisindan oldukga 6nemlidir. Gunumtzde besinlerin saglikli bir sekilde
korunmasi ve raf dmdirlerinin uzatilmasina ihtiyagc duyulmaktadir. Yiyeceklerin, sentetik
yontemlerle elde edilmis kimyasallarla korunmalart sonucu gidalarda lezzet ve besin degeri
kaybi olusmakta ve ¢esitli toksik maddeler meydana gel mektedir. Bu nedenle, esmerlesme
reaksiyonlarimin  yan etkilerini  ortadan kaldirmak ve vyararli olan esmerlesme
reaksiyonlarim optimize etmek icin, besinlerin bilesimindeki degisimlerin, besinsel ve
toksikolojik agilardan tanimlanmasi ve bu arzu edilmeyen yonlerin durdurulmasina ihtiyag
vardir. Ayrica enzimatik esmerlesme sonucunda olusan melaninlerin, antibakteriyal,
antikanser ve antioksidan ¢zelliklere sahip olmaar, arastirmacilarin  enzimatik
esmerlesmeye bliytk bir ilgi duymasina neden olmustur (Labuza, 1992).

Bu calismamin amaci, Trabzon merkezinin Boztepe mevkinden toplanan, yabani ve
yenilebilir bir makromantar olan L. piperatus’'tan, bazi fenolik bilesiklerin
yukseltgenmesinden sorumlu oksidorediktaz sinifi bir enzim olan PFO, bir afinite jeli
(Ardan vd., 2004) sentezlenerek, afinite kromatografis ile saflastirilmustir.
Karakterizasyon calismalart kapsaminda, enzimin optimum pH ve sicakligi, pH ve 1sl
kararlilig1, protein ve substrat konsantrasyonunun, metal iyonlarinin ve bazi genel PFO
inhibitorlerinin aktivite Uzerine etkis arastirilarak, bazi kinetik verilere ulasilmis ve ayrica,

L. piperatus PFO’ sunun, bazi organik ¢ozuculerdeki reaksiyon yatkinlig incelenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1’ de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Firma Model
UV-Vis Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25
Protein Elektroforezi Owl Separation Systems P8DS
Sogutmali Santrifij Hettich Zentrifugen Rotina35R
Mikrosantrifij Sigma 1-14
Kuru Hava Banyolu inkubator Nuve EN400
Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV
pH Metre InoLab WTW pH 720
Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Buzdolab: Profilo BD4303ANFE
Terazi Ohaus Pioneer

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 2’ de verilmistir.
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Tablo 2. Kullarilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Madde/Malzeme Firma
Afinite Jeli Sentezinde Kullanilan
CNBr ile aktiflestirilmi h 4B, ) .
rile aktiflestirilmis Sepharose- Sigma, Aldrich

NaOH, NaHCOg, L-Tirosin, p-aminobenzoik asit ve NaNOs

Enzim Oziitii Hazirlama Cozeltisinde Kullarlan
Triton X-114, PMSF, EDTA ve MgCl,

Sigma, Aldrich, Fluka

Protein Elektroforezinde Kullanilan
TEMED, SDS, Amonyum persiilfat (APS),

Sigma, Fluka
N,N'-metilen bisakrilamid, Akrilamid, Bromofenol Mavis, gma, Fu
Gliserol, p-merkaptoetanol, Glisin, Coomassie Brillant Blue R-250
Tampon Cozeltilerde Kullanilan Sigma, Merck
Sodyum Asetat, K, HPO,, KH,PO,ve Tris Bazi
Ozlculer
Gozted Merck

HCI, Asetik Asit, metanol ve aston

2.1.3. Kullamlan Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.3.1. Protein Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH icinde %2 (w/v) Na&COs): 0,4 g NaOH ve 2,0 g
Na,CO; saf suile ¢ozultip hacmi 100 mL’ ye tamamlandi ve 4 °C’ de saklandi.
Lowry B Cozdtisi (%1 CuSO,.5H,0 cozdtis): 1,0 g CuSO,.5H,0 saf su ile
¢OzUlGp hacmi 100 mL’ye tamamlandh ve 4 °C’ de saklandh.

Lowry C Cozdtisi (%2 NaK tartarat cozeltis): 2,0 g NaK tartarat saf su ile
¢OzUlGp hacmi 100 mL’ye tamamlandh ve 4 °C’ de saklandh.

Lowry D Cozdtisi: 1 kissm Lowry B ve 1 kisim Lowry C karistirilarak
hazirland:.

Lowry E Cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ile25 mL Lowry A kanstinlarak hazirlandi.
S gir Serum Albumin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL): 5,0 mg BSA saf su ile ¢ozultp
hacmi 5 mL’ye tamamland: ve 4 °C’ de saklandh.

0,1 N NaOH icinde %0,1 (w/v) SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su
ile ¢dzUlip hacmi 100 mL’ye tamamland: ve 4 °C’ de saklandh.
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2.1.3.2. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 36,3 g Tris 150 mL saf suda ¢6zuldd,
pH’ s 8,8 e ayarlandi, hacmi 200 mL’ye tamamlandi.

e Yiukleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 24,2 g Tris 150 mL saf suda ¢ozuldd,
pH’ s 6,8 e ayarlandi, hacmi 200 mL’ye tamamland.

e SDS Cozdtis (%10): 10 g SDS 50 mL saf suda ¢ozulUp hacmi saf suyla 100
mL’ye tamamland.

e Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltis (%10): 10 g APS 50 mL saf suda ¢ozuldd,
hacmi saf suyla 100 mL’ye tamamland: ve 250 pL’lik hacimlerde ependorf
tuplerine bollinerek -20 °C’ de saklandh.

¢ N,N,N',N-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullamldi.

e Akrilamid/Bisakrilamid COzeltis (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢dzulUp hacmi 100 mL’ye tamamland:.

e SDS Jd Yukleme Tamponu: 150 uL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 pL %10 SDS,
100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 L
B-merkaptoetanol’ tin karistirilmas ile hazirlanch (200 pl’lik hacimlerde ependorf
tlplerine boltnerek -20 °C’ de sakland).

e SDS J Ydilritme Tamponu: 7,2 g Trisve 1,5 g glisin yaklasik 450 mL saf suda
cozuldikten sonra tzerine 10 mL SDS (%10) cozeltisi ilave edildi. pH 8,3'e
ayarlandi ve hacmi 500 mL’ ye tamamland:.

e Dogd Je Yiukleme Tamponu: 150 pL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100 pyL %0,1
bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun Karistirilmas ile
hazirlandi (200 plI’lik hacimlerde ependorf tlplerine boélinerek -20 °C'de
sakland).

e Dogal Jel Yuritme Tamponu: 7,2 g Trisve 1,5 g glisin yaklasik 450 mL saf suda
¢cOzuldukten sonra pH 8,3 e ayarlandi ve hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

e Boyama (Staining) Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250'nin 62,5 mL
glasiyal asetik asit ve 93,5 mL metanol iginde ¢ozllmesi ile hazirland:.

e Boya Uzaklastirma (Destaining) Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL

metanol ve 600 mL saf suyun karistirilmasyla hazirlandi.
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e Substrat Boyama Cozeltis (L-DOPA): 24 mM L-DOPA 100 ml saf suda biraz

1sitilarak hazirlanda.

2.1.3.3. Afinite Jelinin Sentezinde Kullamlan Tamponlar

e NaHCOsz Tamponu (0,1 M pH 10,0): 4.2 g NaHCO3 450 mL saf suda ¢Ozulup
1M NaOH ile pH’si 10,0’ aayarlanip hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

e NaHCOsz; Tamponu (0,2 M pH 8.8): 8,4 g NaHCOs 450 mL saf suda ¢ozulip 1 M
NaOH ile pH’s1 8,8 e ayarlanip hacmi 500 mL’ ye tamamlandh.

e NaHPO, Tamponu (0,01 M pH 6,0): 0,71 g Na,HPO, 450 mL saf suda ¢ozullp
1M NaOH ile pH’s1 6,0'a ayarlanip hacmi 500 ml’ye tamamland.

o Afinite Jelini Y1ikamave Dengeleme Tamponu (50 mM pH 5,0 Asetat Tamponu):
3,4 g sodyum asetat 450 mL saf suda ¢ozllip 1 M asetik asit ile pH'st 5,0'a
ayarlanip hacmi 500 mL’ye tamamlandh.

e Elisyon Tamponu (50 mM pH 8,0 Fosfat Tamponu icinde 1M NaCl): 3,10 g
KoHPO, ve 29,25 g NaCl 450 mL saf suda ¢ozulip 1 M HCI ile pH's 8,0'a

ayarlamp hacmi 500 mL’ye tamamland.

2.1.3.4. Substrat Cozeltileri

e 100 mM 4-metil katekol: 0,24 g 4-metil katekol az saf suda ¢ozullp hacmi
10 mL’ye tamamlandi.

e 100 mM Katekol: 0,11 g katekol az saf suda ¢ozulip hacmi 10 mL’ye
tamamland.

e 100 mM DHPPA (3-(3,4-dihidrosifenil)propiyonik asit): 0,82 g DHPPA az saf
suda ¢Ozul tip hacmi 10 mL’ ye tamamlandh.

e 100 mM L-DOPA (3,4-dihidroksifenil alanin): 0,197 g L-DOPA az saf suda
¢OzUultp hacmi 10 mL’ye tamamland.

e 100 mM L-Tirosin: 0,181 g L-tirosin az saf suda biraz 1qtilarak ¢ozultp hacmi

10 mL’ye tamamland.
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2.1.3.5. Diger Cozelti ve Tamponlar

e Ham Enzim Oziitii Hazirlama Cozeltisi: 0,84 g sodyum asetat (50 mM), %6 (w/v)
TX-114 deterjarm, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl, ve 1 mM PMSF 80 mL saf suda
¢cOzUlip 1 M asetik asit ile pH’'st 5,0'a ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye
tamamland.

e A Cozdtis (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidratin saf su
ile ¢ozul Up hacminin 250 mL’ ye tamamlanmasi ile hazirlandh.

e B Cozdtis (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 890 g
NaHPO,.2H,0 nun saf su ile ¢ozulUip hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirland.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 3,0): 80,3 mL A cozdtis ile 19,7 mL
B c¢ozetis kansimindan 20,8 mL amip saf su ile hacminin 50 mL’ye
tamamlanmast ile hazirlandh.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 4,0): 62 mL A ¢ozeltis ile 38 mL B ¢Ozeltis
karisimindan 18,1 mL almip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmas ile
hazirland.

e Mocilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A ¢ozeltisi ile 51 mL B ¢ozeltisi
karisimindan 16,6 mL almip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi.

e Mcilvane Tamponu (50 mM, pH 6,0): 374 mL A c¢Ozetis ile 62,6 mL
B c¢ozdtis kansimindan 15,3 mL amip saf su ile hacminin 50 mL’ye
tamamlanmast ile hazirlandi.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A cozeltis ile 81 mL B ¢ozeltisi
karisimindan 13,8 mL almip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmas ile
hazirlandi.

e TrisHCl Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
cozuldikten sonra pH'st 1 N HCI ile 8,0'e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandh.

e TrisHCl Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢cozuldikten sonra pH'st 1 N HCI ile 9,0a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye

tamamlandh.
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e 10 mM MBTH (3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon): 0,022 g MBTH az saf

suda ¢ozlltp hacmi 10 mL’ye tamamland.

2.2. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi ve Asetonla Coktiirme

Trabzon merkezinin (Boztepe ve Universire Kampiisii) ormanlik alanlarindan Eyll
2009 tarihinde toplanan, 10 tUr yabani mantar (Macrolepiota gracilenta, Agaricus
xanthodermus, Lactarius piperatus, Lactarius deterrimus, Suillus luteus, Hypholoma
fasciculare, Agaricus silvicola, Amanita vaginata, Russula queletii ve Russula
cyanoxantha), laboratuara ulastirildiktan sonra temizlenip gerektiginde kullanilmak Gzere,
-30 °C’'de saklandi. Toplanan mantarlardan enzim 6ziti hazirlamak icin ilk olarak, her
birinin 10 gramu 15 dakika sivi azot igerisinde bekletildikten sonra, porselen havandaiyice
ogltuldu ve Uzerlerine 100'er ml enzim 6zt hazirlama ¢ozeltis ilave edildi. DOrt katli
tulbentten stizilen ham enzim Ozitleri, 4 °C’de 20,000 rpm’de 30 dakika santriftyj edildi.
Santrifljj sonras elde edilen slipernatanalara, hacmi kadar soguk aseton, buz banyosunda,
yavas yavas ilave edildi. Bir gece 4 °C’de bekletilen ham enzim 6zitleri, 4 °C’ de 20,000
rom’de 15 dakika santriflj edildi. SUpernatan kiam atilip, elde edilen ¢okelekler
¢Ozunebildigi en az hacimde 50 mM pH 5,0 asetat tamponuyla ¢6zildl. Bu Ozitlerde
yapilan 6n aktivite calismalarinda, katekol substrati varliginda, 25 °C’ de ve asetat tamponu
(pH 5,0) mevcudiyetinde, L. piperatus mantarimn PFO aktivitesinin en ytksek olmasndan
dolayi, bu cal ismada ach gecen mantardan enzim saflastirilnus ve karakterize edilmistir.

2.3. Afinite Jelinin Sentezi

Bu calismada kullanlan afinite jeli, Ardan ve ¢alisma ekibinin (2004) sentezledigi
yonteme gore sentezlendi. Bu yonteme gbre CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B
matriksi, uzant: kolunu olusturmak Uzere tirosinle kovalent olarak modifiye edildi. Ligand
olarak polifenol oksidaz (PFO) enziminin spesifik bir inhibitdri olan p-aminobenzoik asit
secildi. Bu sekilde elde edilen jel, afinite kromatografisi ile L. piperatus’tan PFO nun
saflastiriimasinda kolon dolgu maddesi olarak kullamldi.

5 g CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ ye bir beher icerisinde 10 mL saf su ilave
edildi. Stspansiyonun pH’'s 2 M NaOH ile hemen 11,0'a cikarildi ve pH sabit kalana
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kadar takip edildi. icine kiicik buz parcalar atillan karisim, su trombu yarcimiyla mavi
banttan stizuldu. Stizgeg kagidi Uzerinde kalan kisim, 0,1 M pH 10,0 NaHCO3; tamponunun
250 mL’siyle yikandi ve stizilerek bir beher icerisine aindi. Siispansiyonun Uzerine 20
mL’sinde 10 mg L-tirosin iceren 0,1 M pH’s 10,0 olan soguk NaHCO3 tamponundan ilave
edildi ve 90 dakika boyunca karistirildi. Bu islemden sonra slispansiyon, 4 °C’de 16 saat
bekletildi. Sire sonunda tekrar mavi banttan siizilen slispansiyon bol saf su ile yikand:.
Mavi bant Uzerinde kalan kisim, 0,2 M NaHCO3z tamponunun 100 mL’siyle yikanarak ayni
tamponun 40 mL’si igine aind.

Buz banyosunda sogutulan 5 mL saf su icerisinde ¢ozilen 75 mg NaNO,, 10mL 1 M
soguk HCI icerisinde ¢ozilen 25 mg p-aminibenzoik asit tizerine damla damlailave edildi.
Buz banyosunda 10 dakika bekletilen karisim, 40 mL sepharose-4B-L-tirosin
suspansiyonunailave edildi ve 2 M NaOH ile pH'1 9,5 e gikanlarak 3 saat oda sicakliginda
karistirildi. Mavi bant Gzerine alinan slispansiyon 6nce 1 L saf suyla, ardindan 200 mL

0,01 M pH 6,0 NaeHPO4 tamponuyla yikand: ve ayni tamponda muhafaza edildi (Aslan
vd., 2004).
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Sekil 8. Sepharose-4B’ nin modifikasyon basamaklari
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2.4. Enzim Ogziitiiniin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin Eliisyonu

Sentezlenen afinite jeli, 1x15 cm boyutlarindaki kolona, hava kabarcigi olusmayacak
sekilde damla damla yiklendi ve 50 mM pH 5,0 asetat tamponu ile yikandi (kolonun
Ustiinden ilave edilen ve kolonun atindan toplanan tamponun 280 nm’'de absorbans
degerleri esit oluncaya kadar). Bu sekilde dengelenen kolona, enzim 6ziti tatbik edildi ve
jel tekrar 50 mM pH 5,0 asetat tamponu ile yikandi. Boylece afinite jeline tutunmayan
diger tim proteinler ve maddeler ortamdan uzaklastirilmis oldu. Jele tutunan enzimler ise,
1 M NaCl iceren 50 mM pH 8,0 fosfat tamponuylatiplere 4 mL halinde elUe edildi. Enzim
ellatlanmin toplandigi her bir tipte 280 nm’'de protein tayini ve 500 nm’'de katekol
substrati ile aktivite tayini yapild.

2.5. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin ve Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Afinite kromatografiss sonrasi toplanan her bir tipte PFO aktivites,
spektrofotometrik olarak 4-metil katekol igin 496 nm’de ve diger tim substratlar (katekol,
L-DOPA, PHPPA, DHPPAVve L-tirosin) icin 500 nm’ de, absorbanstaki artisin 6lclilmesiyle
belirlendi (Espin vd., 1995). Reaksiyon karisimi, substratla esit hacimde 10 mM MBTH ve
20 puL DMF iceren karistma, saf enzim elUatiyla birlikte son hacmi 1000 pL olacak sekilde
tampon c¢ozelti ilave edilerek hazirlandi. Saf enzim eldatinin konulmadigi reaksiyon
karisimi da koér olarak kullanldh.

Bir Unite PFO aktivitesi; 1 mL reaksiyon karisiminda bir dakikadaki 0,001 absorbans
artisina neden olan enzim miktar: olarak, PFO nun spesifik aktivites ise; 1 mg protein
basina aktivite (Unite) olarak tammlancdh (Galeazzi ve Sgarbieri, 1981).

2.6. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna goére gerceklestirildi (Lowry vd., 1951). Protein
standardi olarak sgir serum abtimin (BSA) kullanldi.
e Kalibrasyon grafigi cizmek icin hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1 mg/mL) deney
tuplerine siraayla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL ilave edildi. Bu sekilde BSA’ nin son
konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL olmaktadhr.
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e Diger tlplere enzim 6zitiinden ve saf enzim eltiatindan 10 pL ilave edildi.

e Standartlara ve orneklere, hacimlerini 500 pL’ye tamamlayacak sekilde 0,1 N

NaOH icindeki %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisinden ilave edildi ve vortekslendi.

e Her bir tipe 1 mL Lowry E c¢oOzeltis ilave edilip vortekslendikten sonra oda

sicakliginda 5-10 dakika bekletildi.

o Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin

Reaktifi’ nden 100 L ilave edildi ve karanlik bir ortamda 30 dakika bekletildi.

e 650 nm’'de absorbanslar okundu ve kalibrasyon grafigi gizilerek enzim 6zitinun
ve saf enzim eliatinin protein konsantrasyonu hesapland.

2.7. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Doga PAGE, SDS icermeyecek sekilde hazirlanan %5’lik yikleme jeli ve %8'lik
ayrma jeli kullanmlarak yapildi. Jeller hazirlandiktan sonra, 6nceden saf su ve etil alkolle
temizlenmis ve arasina bosluk olusturmak icin plastik aparat yerlestirilen cam plakalar
arasina hicbir hava kabarcigi olusmayacak sekilde dolduruldu. Yaklasik 30 pg protein,
dogal PAGE yukleme cozeltisi ile karistirilip Hamilton siringasi yardimi ile dnceden bir
tarak yardimiyla olusturulmus kuyucuklara ytklendi. Tank, dogal elektroforez ylritme
tamponuyla dolduruldu ve buz dolu bir kap icerisine yerlestirildi. Jelde olusan boya,
yukleme jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak 15 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayirma
jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat 25 mA’ de yurutldu.

Tablo 3. Doga PAGE hilesenleri

Bilesenler Ayirma Jeli (%68) Y Ukleme Jeli (%05)
Y Ukleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI) 1,25 mL
Ayirma Jeli tamponu (1.5 M Tris-HCI) 25mL

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 2,7mL 1,67 mL

Saf Su 4,6 mL 6,97 mL

% 10 APS 0,2 mL 0,1 mL
TEMED 0,006 mL 0,01 mL
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2.7.1. Substrat ve Coomassie Brillant Blue R-250 Boyama

Enzim 6zitinde ve saf enzim elUatinda PFO’ nun varligi, SDS' siz ve soguk ortamda
yapilan dogal elektroforez sonrasi jelin, hem substrat hem de Coomassie Brillant Blue
R-250 ile boyanmasyla ortaya konuldu. PAGE sonrasi sistemden cikartilan, bir tarafinda
ham enzim 6zitl ve saf enzim ellati, diger tarafinda ise, sadece enzim eltiat1 bulunan jel
ikiye boltndu. Ikiye bolinen jelin bir tarafi, substrat boyama ¢ozeltisi (L-DOPA), diger
tarafi da Coomassie Brillant Blue R-250 boyama ¢ozeltisi igerisinde yaklasik olarak 1 saat
calkalanarak bekletildi. Protein bantlarim gortnttlenebilir hale getirmek icin Coomassie
Brillant Blue R-250 ile boyanan jel, boyama uzaklastirma ¢ozeltisiyle (Destaining) 2-3 saat
calkalandi. Bantlari goriindr hale getirilen jel UV 1s1k yardimiyla kaydedildi.

2.8. SDS Jel Elektroforezi

Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), ayirma jeli
%8'lik ve ylkleme jeli %5'lik olacak sekilde Maniatis ve arkadaslarina gore (1989)
yapildi.

Tablo 4'te belirtildigi sekilde hazirlanan jeller, cam plakalar arasina dokuldi.
Standart proteinler ve ornekler, icerisinde 30 pg protein olacak sekilde SDS ylritme
boyasyla karistirildh ve 95 °C'de 5 dakika bekletilip, Hamilton siringast yardimiyla
kuyucuklara yUklendi. Jelde olusan boya, yikleme jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak
15 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat
25 mA’de yuratildl. Elektroforez islemi sona erdikten sonra, jel sistemden dikkatlice
alinarak, yaklasik 1 saat boyunca boyama ¢ozeltisi icerisinde bekletildi. Protein bantlarimin
gorundr hale getirilebilmesi icin jel, boyama uzaklastirma ¢ozeltisiyle (Destaining) 2-3 saat
calkalandi. Bantlar gorindr hale getirilen jel, UV 151k yardimiyla kaydedildi.
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Tablo 4. SDS-PAGE hilesenleri

Bilesenler Ayirma Jeli (%8) Y Ukleme Jeli (%05)
Y tkleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCl) --- 1,25 mL
Ayirma Jeli tamponu (1.5 M Tris-HCI) 2,5mL

% 10 SDS 0,1 mL 0,1 mL

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 2,7mL 1,67 mL

Saf Su 4,6 mL 6,87 mL

% 10 APS 0,1 mL 0,1 mL
TEMED 0,006 mL 0,01 mL

2.9. Polifenol Oksidaz ile Tlgili Kinetik Calismalar

PFO' nun kinetik oOzelliklerini arastirmak amaciyla, belirlenen en iyi substrati
kullanilarak (katekol), optimum pH ve sicaklik degerleri, 1sil ve pH kararliligi, protein
miktart ve metal iyonlarinin aktivite Uzerine etkisi, Vs Km degerleri, bilinen bazi
inhibitorleri kullamlarak 7so degerleri ve bazi organik ¢oziculerdeki reaksiyon yatkinlhig
incelendi.

2.9.1. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

PFO aktivites Uzerine pH'nin etkisini incelemek amaciyla sitrat-fosfat tamponu (pH
3,0-7,0) ve TrisHCI (pH 8,0-9,0) tampon sistemleri ve difenolik substrat olarak katekol
kullanmlarak aktivite tayinleri yapildi. Bundan sonraki ¢alismalar, bu substrat varliginda ve
belirlenen optimum pH degerinde gerceklestirildi (Colak vd., 2005).

2.9.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

PFO’ nun optumim sicakligimin belirlenmes igin, 10-80 °C sicaklik araliginda 10
°C'lik artislarla aktivite tayinleri gerceklestirildi. Tampon ve substrat ¢ozeltisinden olusan
karisim, 0-10 °C araliginda sogutmal 1 inkubatdrde, 20-80 °C araliginda ise Thermoblok’ta
5 dakika inklbe edildi. Reaksiyon karisimina MBTH, DMF ve saf enzim elUat1 ilave
edildikten sonra PFO aktivitesi, mimkin oldugunca hizli bir sekilde élclldi ve elde edilen
sonuclar degerlendirilerek optimum scaklik belirlendi (Dinger vd., 2003).
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2.9.3. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi protein konsantrasyonunu belirlemek tzere, PFO
aktivites, katekol substrati varliginda, enzim konsantrasyonu 0,05-7 ug/mL araliginda
olacak sekilde olclldli ve elde edilen verilere gore PFO aktivites Uzerine protein
konsantrasyonunun etkisi incelendi (Kolcuoglu vd., 2007).

2.9.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

PFO aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun etkisini incelemek Uzere, nihai
konsantrasyonu 0,0625-20 mM araliginda degisen katekol c¢ozeltisi, uygun
konsantrasyonda PFO ve aktivite tayininde kullamlan diger cozeltiler kullanilarak
optimum pH’da reaksiyon karisimi hazirlandi. Optimum sartlar altinda enzim aktivitesi
tayin edildi. Elde edilen sonuclara gore hiz degerleri hesaplandi ve Lineweaver-Burk

grafigi cizilerek Ky, ve Vias degerleri belirlendi (Lineaweaver ve Burk, 1934).

2.9.5. Polifenol Oksidazin pH Kararhhg

PFO’ nun pH kararliligim incelemek amaciyla, elde edilen saf enzim ellati, 50 mM
konsantrasyonundaki pH 3,0-7,0 sitrat-fosfat tamponu ve pH 8,0-9,0 Tris-HCI tamponu ile
1:1 oranminda karstirilch ve 4 °C’ de 24 saat, 72 saat ve 120 saat inkibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda bu enzim-tampon karisimlarindan, uygun miktarda nihai enzim konsantrasyonu
icerecek sekilde ainarak, optimum pH'da ve optimum substrat konsantrasyonunda
aktivites olculdu. Ayrica enzim, inkiibasyona tabi tutulmadan, aynm tamponlar icerisindeki
karisimi hazirlanir hazirlanmaz hemen aktivitesi 6lculdi ve enzimin yizde kalan aktivites
belirlendi (Ozen vd., 2004).

2.9.6. Polifenol Oksidazin Isil Kararlih@:

PFO’ nun 1al kararliligim belirlemek amaciyla, saf enzim elGatindan uygun miktarda
ependorf tuplerine alinarak, 10 °C’lik artiglarla, 0-20 °C araliginda sogutmali inkibatorde
ve 30-70 °C araligithda da Thermoblokta, saatte bir 6l¢iim ainarak, toplam 4 saat inkiibe
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edildi. Inkiibasyon sonrasi oda sicakligina kadar sogutulan saf enzim elliatinda, optimum
sartlarda aktivite tayini yapildi. Aym sartlarda inkibasyona tabi tutulmayan saf enzim
ellatinin aktivitesiyle karsilagtirilarak, % kalan aktivite hesapland: (Colak vd., 2005).

2.9.7. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine inhibitor Etkisi

PFO aktivites Uzerine inhibitdr etkisi, PFO nun bilinen inhibitorlerinden askorbik
asit (0,005-0,03 mM), sodyummetabistilfit (0,01-0,05 mM), benzoik asit (2-10 mM) ve
sodyum azid (50-400 mM), substrat olarak da katekol kullanilarak belirlendi. Optimum
sartlarda, katekoliin inhibisyon sonrasinda kalan yuzde aktivitesine karsilik, inhibitor
konsantrasyonundan cizilen grafikten, %50 aktivitenin korundugu degere karsilik gelen
inhibitdr konsantrasyonu, /s, degeri olarak belirlendi (Colak vd., 2005).

2.9.8. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimn Etkisi

PFO aktivitesi (izerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla Li*, Na',
K*, Hg?*, Mg?, Ca®", Mn?*, Cr¥*, Co*, Cu®, Cd?**, Zn?*, AI®" iyonlarinin klorir tuzlarimn
100 mM’hik stok cozeltileri hazirlandi. Metal iyonlarimin reaksiyon karisimindaki son
konsantrasyonlart 1 mM olacak sekilde ve optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi
(Kolcuoglu vd., 2007).

2.10. Polifenol Oksidazin Baz1 Organik Coziiciillerdeki Reaksiyon Yatkinhgmin
Incelenmesi

PFO nun bazi organik c¢ozlculerdeki reaksiyon yatkinlign heptan, toluen ve
diklorometan organik c¢ozuculeri kullamlarak belirlendi. Tum organik ¢ozlculer, susuz
sodyum stilfatla bir gece kurutuldu. Reaksiyon karisimi, katesinin metanolde hazirlanan
400 mM stok c¢ozeltisinden 5 uL ve saf enzim eliiatindan uygun miktarda icerecek sekilde
hazirlanip, hacmi organik ¢ozictyle 200 uL’ye tamamlandi. Reaksiyon karisimi 25 °C’'de
vorteksle 5 dakika karigtinldi ve enzimatik reaksiyonu durdurmak icin, reaksiyon ortamina
200 pL aseton ilave edildi. Saf enzim eltatinin haricindeki tim bilesenleri iceren bir kér
hazirlarp, aym strede ayni islemlere tabi tutuldu. Heptan, toluen ve diklorometan

reaksiyon ortaninda PFO katalizli son UrlUnlerin renk siddeti, spektrofotometrik olarak
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Olculdi. 330-700 nm arasindaki absorbans degisimi, enzim katalizli ve enzim bulunmayan

reaksiyon kansimlariicin izlendi (Kermashavd., 2001).



3. BULGULAR

3.1. Calhisilacak Mantar Tiiriiniin Belirlenmesi

Caismaar esnaanda kullanacagimiz mantar trint belirlemek amaciyla énceden
hazirlanmis 10 tUr yabani mantar (Macrolepiota gracilenta, Agaricus xanthodermus,
Lactarius piperatus, Lactarius deterrimus, Suillus luteus, Hypholoma fasciculare, Agaricus
silvicola, Amanita vaginata, Russula queletii ve Russula cyanoxantha) 6zitlerinde, katekol
substrat: varliginda, 25 °C’ de ve asetat tamponu (pH 5,0) kullanilarak yapilan 6n aktivite
calismaan yaplmistir. L. piperatus PFO’sunun spesifik  aktivitesinin en  yiksek
olmasndan dolayr (Tablo 5), bu ¢alismada adi gecen mantardan enzim saflastirilmis ve

karakterize edilmistir.

Tablo 5. Calisilacak mantarin belirlenmesinde kullanilan mantarlanin spesifik aktivite

degerleri
Mantar Ismi S(pjnl:lgkﬁgévse Mantar ismi S(pjr;gkﬁcljtt;vr:;e
M. gracilenta 0.683 H. fasciculare 0.516
A. xanthodermus 1.340 A. silvicola 1.070
L. piperatus 4.362 A. vaginata 1.368
L. deterrimus 2478 R. queletii 3.960
S. luteus 0.260 R. cyanoxantha 1.789

3.2. Polifenol Oksidazin Afinite Kromatografisi ile Saflagtirnlmasi

Sepharose-4B-L-tirosinp-aminobenzoik asit jeli kullanlarak yaplan afinite
kromatografis sonras toplanan elUatlardan olusan fraksiyonlar icin, spektrofotometrik
olarak, 280 nm’ de protein tayini ve 500 nm’de PFO aktivites tayin edildi. Grafikte tek bir

pik gordlmesi, PFO’ nun bu fraksiyonlarda saf olarak topland:gim gostermektedir.
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Sekil 9. Afinite kromatografisi ile Lactarius piperatus’tan PFO' nun saflastirilmast

1'den 25'e kadar numaralandirilan fraksiyon tlplerine 4'er mL halinde eltatlar
toplandi. 500 nm’'de spektrofotometrik olarak yapilan aktivite tayini sonucuna gore saf
PFO iceren fraksiyonlar birlestirilerek, saf enzim elUatinda ve ham enzim 6zitiinde Lowry
yontemiyle protein tayini yapildi. Bu tayin sonucunda saf enzim eltatinda 0,18 mg/mL ve
ham enzim 6zitinde ise 3,2 mg/mL protein miktar: belirlendi. Bu degerler kullamlarak saf
enzim elUatinin ve ham enzim 6zatinin spesifik aktiviteleri hesaplandi, boylece enzimin
kag kat saflastirildig: tespit edildi. Tablo 6'da goruldigi gibi ham enzim 6zitinde PFO
aktivites 1923 U/mg protein iken, saf enzimdeki spesifik aktivite 26667 U/mg protein

olarak hesaplandi. Elde edilen bu sonuglara gore PFO'nun 13,9 kat saflasmis oldugu
belirlendi.

Tablo 6. PFO' nun L. piperatus’tan saflastirilmast

Aktivite Toplam Protein Spesifik Aktivite Saflastirma
Saflagtirma Adim
% i (U/mL) (mg/mL) (U/mg Protein) Katsayisi
Ham Enzim Oziitii 6154 3,2 1923 —

Saf Enzim Eltat 4800 0,18 26667 13,9
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3.3. Polifenol Oksidazin Biyokimyasal Karakterizasyonu
3.3.1. Polifenol Oksidazin Elektroforetik Olarak Karakterizasyonu

Ham enzim ¢zittnde ve saf enzim eltatinda PFO varligi, SDS' siz ve soguk ortamda
yapilan dogal elektroforezle ortaya kondu. Yapilan elektroforezde, jelin bir yanina ham
enzim 0zUtl ve saf enzim ellati, diger yamna ise sadece saf enzim ellat yuklendi.
Elektroforez sonrasi jel ortadan ikiye bolindi ve ham enzim 6ziitl ile saf enzim e Uatinin
oldugu taraf substrat boyama ¢ozeltisi (L-DOPA) ile, diger taraf ise Coomassie Brillant
Blue R-250 boyama ¢ozeltisi ile boyand:. Olusan bantlar UV 1s1k altinda kaydedildi.

Sekil 10. Doga Poliskrilamid Jel Elektroforezi, A)
Coomassie Brillant Blue R-250 Boyama, B)

Substrat Boyama, 1) Saf Enzim ElUati, 2) Ham
Enzim Ozl

Y apilan dogal elektroforez sonucunda substrat boyama ile hem ham enzim 6zittinde,
hem de saf enzim ellainda bir bant gozlenmes Lactarius piperatus ta PFO varligini
ispatlamaktadir. Coomassie Brillant Blue R-250 boyama ile de, saf enzim elUatinda tek bir

protein oldugu ve bununda substrat boyamasyla PFO’ ya ait oldugu ortaya konulmustur.
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SDS jel elektroforeziyle, hem ham enzim 6zitiinde hem de saf enzim eltatinda
PFO’yaait yaklasik 40 kDa lik bir protein band1 gézlenmistir.

M 1 2

Sekil 11. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi, M: Protein
Standartlar, 1: Ham Enzim Ozit, 2: Saf Enzim
ElGat:

3.3.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Spektroskopik Olarak Karakterizasyonu

L. piperatus’tan afinite kromatografisi ile saflastinnlan PFO icin kullamlan tirosin,
PHPPA, katekol, 4-metil katekol, L-DOPA ve DHPPA substratlari igerisinde, enzim en iyi
aktiviteyi katekol varliginda gosterdi. Yaplan tim biyokimyasal karakterizasyon
islemlerinde substrat olarak katekol kullanldi.

PFO enziminin biyokimyasal olarak karakterizasyonu asagida basliklar halinde

verilen parametrel erin incelenmesiyle gerceklestirilmistir.

3.3.2.1. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

L. piperatus PFO sunun optimum pH degerini belirlemek icin, farkli pH degerleri
(3,0-9,0) arasinda hazirlanan tamponlar kullanillarak, her bir pH'da enzimin aktivitesi

spektrofotometrik olarak dlguldu. Cizilen pH - % bagil aktivite grafi ginden enzimin en iyi
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aktivite gosterdigi pH degeri, 7,0 olarak bedlirlendi (Sekil 12). Grafik gbz Onlnde
bulunduruldugunda, pH 6,0 da aktivitenin %70’ e yakini korunurken, pH 5,0 ve pH 8,0'de
aktivite yaklagik %60 korunmustur. pH 3,0, pH 4,0 ve pH 9,0'da ise PFO aktivitesinin
oldukca dustik oldugu gorilmektedir.

100

&0

60

40 -

Yo Bagill Aktivite

20 1

D T T T T T T T
2,0 3,0 40 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0
pH

Sekil 12. PFO aktivitesinin pH ile degisimi
3.3.2.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

L. piperatus’tan afinite kromatografisi ile saflastirilan PFO ' nun optimum sicaklik
degerini belirlemek icin 0-80 °C araliginda 10'ar derece araiklarla aktivite tayinleri
yapildi. Elde edilen sonuclara gore cizilen, sicaklik-% bagl aktivite grafigine gore,
0-10 °C arahiginda enzim aktivites %60 civarlarinda iken, 20-40 °C araiginda enzim
aktivitesini %70 in Uzerinde korumustur. Enzimin en iyi etkinlik gosterdigi sicaklik degeri
20 °C, PFO icin optimum sicaklik olarak belirlenmistir (Sekil 13). 50 °C ve Uzeri
scakliklarda enzim aktivites giderek azalmis ve 80 °C ‘de enzim aktivitesinin %80’ ini

kaybetmistir.
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Sekil 13. PFO aktivitesinin sicaklik ile degi simi

3.3.2.3. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonun Etkisi

L. piperatus tan afinite kromatografisi ile saflastirilan PFO’ nun aktivitesi, katekol
konsantrasyonu sabit tutularak, reaksiyon karnisimindaki proteinin  0,05-7 pg/mL
araligindaki konsantrasyonuna bagl1 degisimi incelendi. Elde edilen hiperbolik egriden
maksimum PFO aktivites i¢in optimum enzim konsantrasyonu 5 pg/mL olarak belirlendi

(Sekil 14).
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Sekil 14. PFO aktivites Uzerine protein konsantrasyonunun etkisi

3.3.2.4. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun
Etkisi

L. piperatus tan ainite kromatografis ile safastinlan PFO’ ya ait bazi kinetik
verileri belirlemek amaca ile, uygun enzim konsantrasyonunda ve nihai konsantrasyonu
0,0625-20 mM araliginda degisen katekol varliginda gerceklestirilen reaksiyonlarda, enzim
aktivites tayin edildi. Optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi icin, substrat
doygunlugunu gosteren MichaelisMenten egrisi cizildi (Sekil 15). Saflastirilan PFO
aktivitesinin basit MichaglisMenten kinetigine uydugu ve etkin enzim aktivitesi icin
katekol konsantrasyonunun 15 mM olmasi gerektigi tespit edildi. Kinetik verilerin
belirlenmesi icin ise Lineweaver-Burk grafikleri cizildi. L. piperatus PFO’ sunun aktivitesi
icin katekol substrati varliginda Vmas Ve Km degerleri sirasi ile 25000 U/mg protein ve
1 mM olarak hesapland (Sekil 16).
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Sekil 15. Katekol varliginda PFO’ nun substrat doygunluk egrisi

Wy
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Sekil 16. Katekol varliginda PFO aktivites icin Lineaweaver-Burk grafigi
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3.3.2.5. Polifenol Oksidazin pH Kararhhgi

L. piperatus PFO'sunun pH kararliligim incelemek amaciyla, enzim pH 3,0-9,0
araligindaki farkli tamponlar icerisinde, 4 °C’ de 24 saat, 72 saat ve 120 saat inkibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda Olgilen aktivite, inkilbasyon uygulanmadan olgilen aktiviteye
oranlanarak ylzde kalan aktiviteler belirlendi. Sekil 17'de goruldigi gibi, 24 saatlik
inkiibasyon sonraanda enzimin pH 5,0-7,0 arasinda aktivitesini tamamen korudugu tespit
edilmistir. 72 saat inkiibe edilen enzim optimum pH’st olan 7,0"de aktivitesinin tamamin
korumaya devam ederken, diger pH degerlerinde aktivitesini %70" in Ustinde korumustur.
120 saatlik inkibasyon sonunda ise enzimin aktivitesini %30-60 arasnda degisen

degerlerde korudugu gozlenmistir.

——pH30
—-pH4.,0
—&—pHS5.0

pH6.0
—#—pH7.0

%0 Kalan Altivite

—e—pHS.0
—+—pH 9.0

0 24 48 72 96 120 144

Zaman (Saat)

Sekil 17. L. piperatus PFO’ sunun pH kararlil1g1

3.3.2.6. Polifenol Oksidazin Isil Kararlihg:

L. piperatus tan saflastrilan PFO’ya ait 1al kararlilik profilini belirlemek amaciyla
ham enzim ellatimn 0-70 °C araliginda, 10 °C'lik artislarla 4 saat inklbasyonundan
sonraki, katekol substrati varliginda olcllen aktiviteleri, herhangi bir 6n islem
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uygulanmamis saf enzim elUatimin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeriyle

karsilastirilarak hesapland: vetipik bir1al kararlilik grafigi cizildi.

—+—07C

—a—10°C

——20°C

30 °C

—#—40 °C

Yo Koalan Aldtivite

——50°C

—t—60 °C

—=—T70°C

Zaman (Saat)

Sekil 18. PFO'nun 4 saat sonunda 1sil kararlilik egrisi

Enzimin isil kararliliginin belirlenmesi amaciyla, enzim 0-70 °C araliginda, 10 °C’lik
artislarla 1 saat zaman araliklarinda aktivite 6lgmek suretiyle 4 saat inkibe edildi. Elde
edilen sonuclarda, enzimin aktivitesini 0-40 °C araliginda, 4 saat inkibasyon sonunda
%60'in Uzerinde korudugu gorulmistir. 50 °C'de 1 saatlik inklbasyon sonunda
aktivitesinin yaklasik %70 ini korurken, artan inkibasyon siiresinde aktivitesini giderek
kaybettigi gozlemlenmistir. 60°C ve 70°C'de ise, enzim aktivites 1 saatlik inklbasyon
sonunda %10’ un atina dismus ve inkibasyon siiresi sonunda enzim aktivitesini tamamen

kaybetmistir (Sekil 18).

3.3.2.7. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine inhibitor Etkisi

L. piperatus’tan saflastirilan PFO aktivites tzerine inhibitor etkisini incelemek igin
PFO nun bilinen dort genel inhibitérd kullamldi. Her bir inhibitdrdn, inhibitor
konsantrasyonuna Kkarsilik enzimin inhibisyon sonrasinda % kalan aktivites grefige
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gecirilerek elde edilen egriden, enzimin %50 aktivitesinin korundugu degere karsilik gelen
inhibitér konsantrasyonu /sy degeri olarak belirlenmistir (Sekil 19, 20, 21, 22). Bulunan /sy
degerleri Tablo 7' de verilmistir. Her bir inhibitor varliginda gézlenen inhibisyon degerleri,
saf PFO'nun inhibitérsiiz ortamda elde edilen aktivite degerleriyle karsilastirildiginda,
inhibitorlerin L. piperatus PFO’ suna kars1 oldukga etkili oldugu gozlenmistir.

100

% Kalan Altivite

10 15 20 25 30
[2] (uM)

=
Lh

Sekil 19. PFO’ nun askorbik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivites

100

% Kalan Abktivite

[
—t
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Sekil 20. PFO'nun sodyum metabistilfit inhibisyonundan sonra % kalan
aktivitesi
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Sekil 21. PFO’ nun sodyum azid inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi
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Sekil 22. PFO’ nun benzoik asit inhibisyonundan sonra % kalan aktivitesi

Tabo 7. L. piperatus’ tan saflastirilian PFO’ nun inhibitdrlerine ait /5o degerleri

Inhibitor Iso
Sodyum metabistilfit 0.035 mM
Askorbik asit 0.019 mM
Sodyum azid 90 mM
Benzoik asit 52mM
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3.3.2.8. Polifenol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Tyonlarimn Etkisi

Bazi metal iyonlarimin saf L. piperatus PFO aktivites Uzerine etkisini ortaya koymak
amaci ile, monovalent Li*, Na", K*, divaent M¢f*, c&®", Mn®*, Cu**, Cd*, Co*, zn*,
Hg?™ ve Cr?* ve trivaent olarak da Al®* iyonlarimin klorir tuzlar kullanildi. 1 mM’ ik
konsantrasyonlardaki metal iyonlan varliginda PFO aktivitesindeki degisimler incelendi.
Kontrol olarak metal iyonu ihtiva etmeyen reaksiyon karisimu kullamildi ve boyle bir
karnigimdaki PFO aktivitesi %100 kabul edildi (Tablo 8).

Tablo 8. PFO aktivites Uzerine bazi metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonu 9% Aktivite Metal iyonu % Aktivite

Y ok 100 Co™ 114.1
Li* 98.5 Mn?* 116.9
Na" 105.8 cu* 66.5

K* 75.6 cd* 85.4
Mg 91.3 Zn* 82.8
ca” 99.7 Cr* 110.2
Hg* 655 Al* 93.6

3.4. Polifenol Oksidazin Bazi Organik Coziiciilerdeki Reaksiyon Yatkinhgmin
incelenmesi

Saf L. piperatus PFO’'sunun bazi organik c¢Ozucllerdeki reaksiyon yatkinligim
incelemek amaciyla katesin substrati kullamlarak, heptan, toluen ve diklorometan gibi
organik ¢Ozuculeri varhginda Grtn olusturmasi, spektrofotometrik olarak incelendi.
Enzimin bulunmadig: reaksiyon karisimu kér olarak kullanildi ve her bir organik ¢oztici
varliginda hazirlanan korde, 330-700 nm araliginda absorbansta belirgin bir artis
gbzlenemedi. Enzimin bulundugu reaksiyon ortaminda ise 0Ozellikle 350-400 nm
araiginda, absorbansta belirgin bir artis gozlenmistir. Bu bulgular, katesinin ilgili
o-kinonlara biyodonusimu icin segilen cozicller ortaminda, saflastirilan PFO’nun
gerekliligini desteklemektedir.
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Sekil 23. Heptan varliginda katesinin ve PFO katalizli son dranun ilgili pigmentinin
spektofotometrik tarama grafi gi
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Sekil 24. Toluen varliginda katesinin ve PFO katalizli son rindn ilgili pigmentinin
spektofotometrik tarama grafigi
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Sekil 25. Diklorometan varliginda katesinin ve PFO katalizli son drinun ilgili
pigmentinin spektofotometrik tarama grafigi



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapillan bu calismada, Lactarius piperatus mantarinda, bazi fenolik bilesiklerin
yukseltgenmesinden sorumlu, oksidorediktaz sinifi bir enzim olan PFO'nun varligr ve
biyokimyasal ¢zellikleri ortayakonulmustur. Bu amagla; L. piperatus’tan hazirlanan enzim
Ozutinden afinite kromatografisiyle, PFO saflastirnilmistir. Enzimin varligi, saf enzim
eltatinda ve ham enzim ¢zutiinde elektroforetik olarak ortaya konmustur. Ayrica, enzimin
biyokimyasal ve kinetik Ozellikleri ile organik reaksiyonlar: katalizleyebilme yatkinlig:
arastinlip, elde edilen veriler diger organizmalarda calisilan PFO’ lar ile karsilastiril mistir.

Membran protreinlerinin saflastirnimasnda yaygin olarak kullamlan TX-114
deterjaniyla (Sanchez-Ferrer vd., 1994; Bricker vd., 2001) PFO, L. piperatus’tan
¢cozundrlestirilip ham enzim 6zith hazirlanmistir. Bu  6zitten PFO, soguk aseton
¢oktirmesiyle kismen saflagtirilmustar.

Ardan ve caigsma arkadaslarimn (2004) jel sentezleme yontemi kullamlarak,
Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeli basan ile sentezlenmistir. Aseton
¢coktirmesi sonrasinda elde edilen enzim 6zitl, sentezlenen bu jele tatbik edilmistir ve
boylece L. piperatus PFO'sunun, dfinite kromatografis ile saflastiriimas:
gerceklestirilmistir. Ham enzim elUatinda enzimin spesifik aktivites 1923 U/mg protein
iken, afinite kromatografisi sonucu saflastirilan PFO’nun spesifik aktivites 26667 U/mg
protein olarak bulunmustur. Bu sonucglara gore, enzim L. piperatus’tan 13,9 kat
saflastirilmistir. Daha 6nce ayni afinite jeli sentezlenip, yapilan afinite kromatografisi ile
PFO’ nun dut meyvelerinden 74 kat (Arslan vd., 2004), Boletus erythropus mantarindan ise
28,5 kat (Ozel vd., 2010) saflastinnlmas: gerceklestirilmistir. Yine bir afinite jeli olan fenil
sepharose kullanilarak yapilan afinite kromatografisinde, Barbados kirazindan PFO, 60 kat
saflastinlmistir (Kumar vd., 2008). Afinite kromatografisinin yaninda, iyon degisim
kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografiss ve jel flitrasyon kromatografis,
PFO' nun ¢ssitli organizmalardan saflastirimasinda ¢ok yaygin kullanilan tekniklerdir.
Taze fasulyenin yesil kabugundan iki PFO izoenzimi, Sephadex G-100 kolonu ile 17 kat ve
9,4 kat (Gua vd., 2009), aym fasulyenin tanelerinden yine iki PFO izoenzimi, DEAE-
seluloz kolonu ile 6,6 kat ve 3,8 kat (Gua vd., 2009), Isvicre pazisnin yapraklarindan PFO,
Once sephadex G-75 ve ardindan DEAE-Sepharose kolonuyla 39 kat (Gao vd., 2009),



46

brokoliden PFO, DEAE-Sephadex A-50, ardindan Sephadex G-50 ve daha sonra da
Sephadex G-100 kolonlari ile 47,4 kat (Gawlik-Dziki vd., 2007) saflagtirilmustir.

Afinite kromatografisi ile gergeklestirilen saflastirma isleminden sonra, elde edilen
enzim elUat elektroforetik olarak analiz edilmistir. Hazirlanan %8’ lik dogal poliakrilamid
jel elektroforezine tatbik edilen ham enzim 6zitinin ve saf enzim elldatinin, L-DOPA
substrat boyamasi sonucunda, PFO'nun varligimi gosteren tek bir bant gozlenmistir.
Ayrica, ayn jel Uzerine uygulanan saf enzim elUatinda, yapilan coomassie brillant blue
R-250 boyama ile, tek bir protein bandimin varligi ve bu bandin da PFO’ya ait oldugu
ortaya konulmustur (Sekil 9). Birden fazla PFO izoenzimlerinin varligi da, daha once
yapilan calismalarda ortaya konmustur. Bunlardan bazilar, Trabzon hurmas: (Ozen vd.,
2004), karayemis (Colak vd., 2005), Macrolepiota mastoidea mantan (Kolcuoglu vd.,
2007), hintyag agaci1 (Wititsuwannakul vd., 2002) seklindedir.

Ham enzim 06zitl, saf enzim elUati ve protein standartlar, hazirlanan %8'lik SDS
poliakrilamid jeline ayni ayna tatbik edilip yapilan elektroforezde, coomassie brillant blue
R-250 boyama sonucunda, ham enzim 6zitinde ¢ok sayida protein bantlarimn varligi
gbzlenmistir. Ayrica, standart proteinlerle karsilastirildiginda, saf enzim elliatinda, yaklasik
40 kDa' a karsilik gelen bir protein bandi belirlenmistir (Sekil 11). Ancak saflastirdigimiz
enzimin alt birim igerip icermedigine dair kesin bir sonucumuz olmadig: i¢in, elde edilen
bu bulgularla, saflastirlan PFO’ nun molekiler agirliginin kesin olarak 40 kDa oldugunu
soyleyemeyiz. ileriki calismalarda, HPLC veya jel flitrasyon kromatografisi teknikleri
kullamlarak, L. piperatus’tan saflastirilan PFO’ nun dordincil yapisi ve molekiler agirlig
belirlenebilir.

Caismada denenen ve difenolik substratlar olan 4-metilkatekol, katekol,
L-3,4-dihidroksifenil alanin (L-DOPA) ve 3-(3,4-dihidroksifenil)propiyonik asit (DHPPA)
L. piperatus PFO’su tarafindan yukseltgenmis olmasna ragmen, monofenolik substratlar
olan tirosin ve 3-(4-hidroksifenil)propiyonik asit (PHPPA), enzim tarafindan
yukseltgenememistir. Bu denemeler sonunda elde edilen bilgiler, enzimin gbzlenen
aktivitesinin, diger bazi bitki kaynaklarinda gozlenen PFO aktivitelerinde oldugu gibi
(Ozd vd., 2010; Arslan vd., 2004; Perez-Gilabert ve Carmona, 2000; Beena ve Gowda,
2000; Ozen vd., 2004), bir difenolaz aktivites oldugunu gostermistir. L. piperatus
PFO’sunun, secilen bu difenolik substratlar arasindan, en yiksek aktiviteyi gosterdigi
substrat, katekol olarak belirlenmistir. Fasulye PFO’ sunun (Guo vd., 2009), Macrolepiota

mastoidea mantart PFO sunun (Kolcuoglu vd., 2007), Portabella mantart PFO’sunun
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(Zhang ve Flurkey, 1997) ve brokoli PFO’sunun (Gawlik-Dziki vd., 2007) 4-metil katekol
ve katekol substratlarina oldukca biytk ilgi duyduklar: bildirilmistir.

pH, enzimlerin aktivitelerinin ifadesinde, belirleyici bir faktordur. L. piperatus
PFO’sunun pH’ya bagimlilhigi, 3,0-9,0 pH degerleri arasanda incelendiginde, enzimin
asidik ve bazik pH degerlerinde dusik aktivite gosterdigi, notral pH degerlerinde ise
enzimin yuksek aktiviteye sahip oldugu, pH 7,0'de ise enzimin en yuksek aktiviteyi
gosterdigi ve bu noktada pik olusturdugu gozlenmistir (Sekil 12). pH-% bagil aktivite
profilinde tek bir optimum pH’min gbzlenmesi, dogal poliakrilamid jel elektroforezi ile de
belirlendig gibi, L. piperatus’ta tek bir PFO izoformunun olabilecesini desteklemektedir.
Benzer sonu¢ daha 6nce B. erythropus'tan saflastirilan PFO icin de bulunmus olup,
optimum pH deseri 8,0 olarak belirlenmistir (Ozel vd., 2010). Ayrica, daha dnce yapilan
calismalarda, PFO igin optimum pH, isvicre pazisi yapraklarinda 7,5 (Gao vd., 2009), dutta
5,0 (Ardan vd., 2004), ahudududa 8.0 (Gonzales vd., 1999) ve Anamur muzunda 7,0
(Unal, 2007) olarak belirlenmistir. Bu sonuclara gore, L. piperatus difenolazinn, 6nceden
bildirilen difenolazlarla, pH optimumu agisndan uygunluk gosterdigi gorilmektedir.

L. piperatus PFO sunun aktivitesinin sicaklikla degisimi, 0-80 °C araiginda
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, enzimin optimum sicakligr 20 °C olarak
belirlenmistir (Sekil 13). Enzim aktivitesi 30 °C’de %80, 40 °C’de ise %70 korunmustur.
50 °C ve Uzeri scakliklarda, enzim aktivites giderek azalmis ve 80 °C’'de ise enzim,
aktivitesinin %80’ini kaybetmistir. Farkli kaynaklarda PFO’ nun optimum sicakliklar:
B. erythropus mantarinda (Ozel vd., 2010), kara dutta (Colak vd., 2007) ve seftalide
L. piperatus’taki gibi 20 °C (Mihalyi vd., 1978) , patlicanda 30 °C (Concellon vd., 2004),
cilekte 50 °C (Serradell vd., 2000), Thermomicrobium roseum bakterisinde 50 °C (Kong
vd., 2000) olarak bildirilmistir.

L. piperatus PFO’su, farkli pH degerlerinde 4 °C'de, 24 saat, 72 saat ve 120 saat
inktbasyona maruz birakilip kalan aktiviteye bakildiginda, 72. saatin sonunda, enzimin
aktivitesini pH 4,0-9,0 araliginda %70'in Uzerinde ve bu stire sonunda, optimum pH’da
enzimin hemen hemen %100 aktivitesini korudugu gorulmistir. Dolayisyla, L. piperatus
PFO’sunun sahip oldugu difenolaz aktivitesi agisindan, yiksek pH kararliligina sahip
oldugu belirlenmistir (Sekil 17). Enzim, 4 °C'de 120 saat inkibe edildikten sonra,
optimum pH’da aktivitesini %60 civarinda korurken, diger pH degerlerinde aktivitesini
Onemli Olcide kaybettigi gozlenmistir. Benzer sekilde, daha ©nce B. erythropus
PFO’sunun da yiksek pH kararliligina sahip oldugu ve 6zellikle 4 °C de 24 saat inklbe
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edildiginde, enzimin aktivitesini, %85'in tizerinde korudugu bildirilmistir (Ozel vd., 2010).
Muzdan saflastinlan PFO'nun, pH 5,0-11,0 degerleri arasinda, 4 °C'de 48 saat
inklibasyonu sonunda aktivitesini %90’ in Uzerinde korudugu gozlenmistir (Yang vd.,
2000).

L. piperatus PFO’sunun, 19l kararlilig1 incelenmek Uzere, 0-70 °C araliginda, saatte
bir aktivite tayini yapilmak suretiyle, toplam 4 saatlik inkibasyonu sonunda kalan
aktiviteleri belirlenmistir (Sekil 18). Elde edilen verilere gore, optimum sicaklik olan
20 °C'de, 1 saatlik inktbasyon sonunda enzim aktivitesini tamamen korumustur. 4 saatlik
inktibasyon sonunda ise enzimin hala %70’ in Uzerinde aktivitesini korudugu gozlenmistir.
0-50 °C araiginda, 3 saatlik inkibasyon sonunda, enzim aktivitesinin, %60 1n Gzerinde
oldugu belirlenmistir. 60 °C ve 70 °C'de ise, 1 saatlik inkibasyondan itibaren enzim
aktivites hemen hemen tamamen kaybetmistir. Guo ve arkadaslar tarafindan (2009), yesil
fasulye tanelerinden saflastirilan PFO’ nun, 0-40 °C araliginda, 30 dakikalik inkiibasyon
sonunda oldukga kararli oldugu ve aktivitesini hemen hemen tamamen korudugu
bildirilmistir. Isil kararliligin kullamlan enzim kaynagina gére degisiklik gosterebilecegi
belirtilmistir. Baz1 arastirmacilar, bitki PFO’larimn 20 °C ve 40 °C arasinda kararl:
oldugunu ortaya koymustur (Arslan vd., 1997; Aydemir, 2004Gawlik-Dziki vd., 2008).
Muz PFO’sunda oldugu gibi (60 °C), daha yiksek sicakliklarda, yiksek 1sil kararliliga
sahip PFO’'lanin varligi da bildirilmistir (Yang vd., 2000). Verilen bu bilgiler
dogrultusunda, L. piperatus PFO’sunun, 0-50 °C araliginda 4 saatlik inkibasyonu
sonucunda, 1l kararliligimin oldukga yuksek oldugu belirlenmistir. Y Uksek sicakliklarda
ise, enzimin aktivitesindeki dusmeler, sicakligin etkis ile, enzimin tersiyer yamsinda
negatif degismelerin olmasindan kaynaklanabilmektedir (Jiang, 1999; Arslan vd., 1997;
Ozd vd., 2010).

L. piperatus PFO'sunun aktivitess Uzerine enzim konsantrasyonunun etkisi
incelendiginde, 5 pg/mL’lik protein igerigine kadar, PFO aktivitesinin arttigi, daha yuksek
protein konsantrasyonlarinda ise, PFO aktivitesinin enzim miktarindan bagimsiz oldugu
belirlenmistir (Sekil 14). Sonug olarak, optimum enzim konsantarsyonuna ulasildiktan
sonra, difenolin oksidasyon hizinin, enzim miktarindan bagimsiz olarak gerceklestigi
soylenebilir.

Enzim konsantarsyonu sabit tutularak, degisen susbstrat konsantrasyonlarinda cizilen
substrat-doygunluk grafiginden, L. piperatus PFO'sunun basit MichaglisMenten
Kinetigine uydugu acikca gorulmistir (Sekil 15). Cizilen bu grafikten yararlanilarak,
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enzimin optimum substrat konsantarsyonu 10 mM olarak belirlenmistir. 10 mM substrat
konsantrasyonunda, enzimin substrati ile doygunluga ulastigi ve bundan sonraki
konsantrasyonlarda, hizinin degismedigi saptanmustir. Enzimin, difenolik substrat1 katekol
varligindaki kinetik verileri olan Michadlis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmaks)
degerleri, cizilen Lineaweaver-Burk grafiginden sirasiyla, 1,0 mM ve 25000 U/mg protein
olarak belirlenmistir (Sekil 16). Daha Once yapilan calismalarda, PFO aktivites igin Km
degerleri, B. erythropus mantarinda 2,8 mM, Amasya elmasinda 3,1 mM (Dogan ve
Dogan, 2004), Barbados kirazinda 5,2 mM (Kumar vd., 2008), Portabella mantarinda
2,1 mM (Xiaodong ve Flurkey, 1997) ve c¢aksir otu saplarinda 6,78 mM (Erat vd., 2006)
oldugu bildirilmistir.

Bitkilerde enzimatik esmerlesmeyi Onlemek amaciyla, literatirde arastirmacilar
tarafindan kullamlan birgok inhibitér vardir (Dogan ve Dogan, 2004; Sakiroglu vd., 1996;
Yang vd., 2001). Mantarlarn olgunlasmasi ve islenmesi esnasinda, mantar endustrisinde
de ciddi ekonomik kayiplara yol acan, enzimatik esmerlesmenin dnlenebilmesi i¢in, en sik
basgvurulan yol, inhibitdrlerin kullammidir. Bu ¢alismada da, bir ¢ok bitki PFO’su igin
inhibitor olarak denenen, askorbik asit, sodyummetabistlfit, sodyum azid ve benzoik asit
denenmis ve her bir inhibitor icin belirlenen Iso degerleri Tablo 7 verilmistir. Elde edilen
veriler, kullamlan inhibitérler arasinda, enzimin en etkili inhibitorinin askorbik asit ve
bunu takiben de sodyummetabisilfit oldugu gorulmuistir. Askorbik asitin 0,030 mM
konsantrasyonunda, enzimin hemen hemen tamamen inhibe oldugu gorilmustur (Sekil 19).
Askorbik asidin etkili inhibisyonu, daha 6nce yapilan calismalarda bildirilmistir (Ozel vd.,
2010; Gao vd., 2009; Colak vd., 2005; Paul ve Gowda, 2000; Aydemir, 2004). Askorbik
asit, ortamda bulunan oksijenle daha hizli bir sekilde reaksiyona girdiginden, enzim
aktivitesini azaltabilmekte veya durdurabilmektedir (Ros vd., 1993). Daha c¢ok bir
antioksidan olarak etki eden askorbat, esmerlesmeye neden olan pigmentlerin olusmasina
izin vermeden, PFO tarafindan difenolden olusturulan kinonu indirger (Aydemir, 2004).
Bir diger inhibitdr olan sodyummetabistlfitin de etkili bir inhibisyon yaptig: ve 0,050 mM
konsantrasyonunda, enzim aktivitesini %75 inhibe ettigi gozlenmistir (Sekil 20).
Sodyummetabisilfitin gbzlenen etkili inhibisyonu, daha once bdirtildigi gibi, tiol
bilesiklerinin PFO’lar icin etkili inhibitorler olduklarim desteklemektedir (Friedman ve
Bautista, 1995; Ding vd., 1998; Y ang vd., 2000).

Enzimlerin ¢ogu, aktivitelerini yerine getirebilmeleri icin kofaktor olarak metal
iyonlanna ihtiyagc duyar. Metal iyonlari, farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklar
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bilesiklerde farkli geometriye ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu yizden,
proteinler karsianda farkl: ligand 6zellikleri gosterebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa vd.,
2001). PFO aktivitesi (izerine etkisi incelenen metal iyonlarindan, Na‘, Co*", Mn* ve
Cr?”un enzim aktivitesini %5-17 degerleri arasinda arttirchgs, Li*, Ca&* ve AlI* iyonlarinin
aktivitede 6nemli bir degisiklik yapmadig, K*, Hg*", Cu**, Zr#*, Cd®* un aktiviteyi inhibe
ettigi gozlenmistir (Tablo 8). Bu calismada denenen metal iyonlarinin, PFO aktivitesi
Uzerine yapmus olduklar: etkiler, daha 6nce bildirilen bazi metal iyonlarimin Macrolepiota
mastoidea PFO’su (Kolcuoglu vd., 2007) ve muz PFO’su (Y ang vd., 2000) tzerine yapmis
olduklar: etkiler ile benzerdir. Aktivasyona veya inhibisyona sebep olma gibi durumlar,
metal iyonlarinin proteinlerin farkli bolgelerine baglanmalart sonucu, enzimin yapiamn
farkl: sekilde etkileyebilmelerinden kaynaklanabilir (Bock vd., 1999; Di Tusavd., 2001).

Enzimlerin organik c¢ozicller ortaminda biyokatalizor olarak kullammi, endistride
potansiyel uygulama alanlarindan dolayi, birgok arastirmacinin dikkatini cekmistir (Tse
vd., 1997). PFO'nun sulu ortamda biyokatalizor olarak kullammmi, olusan kinonlarin
polimerlesmesi ve bu polimerlerin de enzimi inaktive etmes nedeniyle sinirlidir. Son
yillarda yapilan calismalarda, organik c¢Ozicl ortaminda PFO'nun  o-kinon
polimerizasyonunu sinirlandirdigir ve bdylece dogal kararli pigmentlerin olusturuldugu
bildirilmistir (Estrada vd., 1991; Kermasha vd., 2001). Organik ¢ozuculerin
kullamlmasinin diger avantajlarn ise, tersinin birgok reaksiyonda esitligin arzu edilen
urinin - olusturulmast  yonine oldugu ve enzimin organik ¢ozicilerde sinirli
¢OzunurlulGginden dolayi, yeniden geri kazamiminmin ve aktivitesini kazanmasnin daha
kolay olmasdir (Kermasha vd., 2002). Bittn bunlar dikkate alinarak yapilan calismada,
heptan, toluen ve diklorometan organik c¢Ozlculeri ortaminda, katesinin enzimatik
oksidasyonuyla olusan renkli bilesiklerin, spektrofotometrik tarama grafikleri Sekil 23,
Sekil 24 ve Sekil 25'de gortlmektedir. Elde edilen bu grafiklere gore, her bir ¢ozlicl
ortaminda, enzimin kullandmadig reaksiyon karisimmnin spektrofotometrik taramasi
sonucunda, absorbansin hemen hemen sifir civarinda ve neredeyse hi¢ degismedigi
belirlenmistir. Her bir ¢dzlict ortaminda, enzimin bulundugu reaksiyon karisimlarinin
spektrofotometrik taramasinda ise, 6zellikle 350-400 nm araliginda, absorbansta belirgin
bir artis gbzlenmistir. Sonug¢ olarak, katesinin ilgili kinonlara biyodonisUmadnun,
saflastirilan PFO ile gerceklestirilebildigi gorilmusttr. Elde edilen bu bulgular, daha 6énce
bu konu ile yapilan calismalar sonucunda elde edilen sonuclarla (Ozel vd., 2010; Tse vd.,
1997; Kermashavd., 2001) uyum icindedir.
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Sonug olarak, L. piperatus’tan saflastirilan ve difenolaz aktivitesine sahip olan
PFO’nun, katekol substrati varliginda, optimum pH ve sicaklik, pH ve 1al kararliligi,
cesitli genel PFO inhibitorlerine kars1 gosterdigi inhibisyon profilleri, metal iyon etkis,
Kinetik bazi parametreler ve organik cozlculerdeki davramst agisndan, cesitli
organizmalardaki PFO’ lara oldukca benzer davranislar gosterdi g belirlenmistir.



5. ONERILER

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve yiksek
saflikta Urdn olusumunu saglayan biyokatalizérlerdir. Bu nedenle enzimler birgok
argtirmacinin ilgi odagi haline gelmistir. Ayrica endustriyel uygulamalarda kimyasal
katalizOrlere gore birgok Ustinltgl olan enzimlerin kullammumn artmasi, degisik
kaynaklardan yeni enzimlerin kesfine olan ilgiyi de artirmustir.

Polifenol oksidaz'in meyve ve sebzelerde esmerlesmeye ve dolayisiyla hem bitkinin
Ozelikleri ve hem de ekonomik agidan istenmeyen bazi kayiplara yol agtigi ¢ok cesitli
bitkiler Uzerinde yapilan calismalarla ortaya konmustur. Bu esmerlesmenin, farkli meyve
ve sebze kulturlerindeki fenoik icerige ve polifenol oksidaz aktivitesine bagli olarak
degistigi bilinmektedir. Enzimatik esmerlesmenin dnlenmesinde ise en gegerli yontem,
PFO aktivitesinin kontrol edilmesidir. Bu nedenle, enzim aktivitesine etki eden
parametrelerin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir. Meyve ve sebzelerin islenmes sirasinda
uygulanan prosesleri en azaindiren, uygun yeni teknolojilerle birlikte, meyve ve sebzelerin
Kisi basina diisen tuketimindeki artis, birgok tlke icin ekonomik yararlar saglayacaktir.

PFO’lar Kklinik ©Oneme sahip bazi kimyasalarin  sentez  reaksiyonlarim
katalizlemesinde kullanilabilirliginden, kozmetik sektorinde kullammina hatta gevrede
Kirlilik yaratan fenolik bilesiklerin teshisine kadar ¢cok genis bir uygulama alanina sahiptir.
Ticari olarak sentezlenmesi oldukga gli¢ olan ve toksik maddeler kullanilmadan elde edilen
fenolik bilesiklerin fonksiyonel polimerlerinin PFO ile sentezi, bu aandaki calismalari
hizlancirmustir. insan saglig1 agisindan 6nemli tehlikeler olusturan fenolik bilesiklerin, atik
sularla kirlenen akarsularda ve bunlarla sulanan topraklarda varliginm tespit etmek
amaciyla, cevreye ekstrakirlilik vermeyen ve oldukca hassas olan biyosensorlerin, mantar
PFO’ sunun immobilize edilmesiyle kullamm oldukgailgi ¢ekicidir.

Cok genis bir uygulama alanina sahip olmasindan dolayi, slphesiz bu enzimin
saflastirimast ve ondan sonra uygun islemlerle endustride kullamlabilir hale sokulmasin
kactnilmaz kilmaktadir. Bu acidan 6nemli olan PFO enzimi de degisik teknikler
kullanilarak saflastirilmigtir.  Afinite kromatografiss de PFO'nun saflastiriimast igin
uygulanan metotlardan biridir. Bu teknikle, saflastirma, kisa zamanda gerceklesmekte ve
yuksek bir verimle saflastirilmis bilesikler elde edilmektedir. Bu nedenle, PFO icin afinite
kromatografisinde kullanilabilecek alternatif afinite jelleri sentezlenebilir. Ayrica, ileriki
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calismaarda, Lactarius piperatus’tan saflastirlan PFO’ nun, atbirim igerip icermedigi ve
boylece dordincul yapisi ile toplam molekll agirliginin belirlenebilmes icin, yiksek
basin¢li sivi kromatografisi veya jel flitrasyon kromatografisi teknikleri uygulanabilir.
Cssitli kimyasal maddeler varligindaki saflastirilan PFO’ nun davramislar: incelenerek, yeni
inhibitorlerin arastirilmas ve bu inhibisyon mekanizmaarimin aynntil: bir sekilde ortaya
konulmas, 6zellikle gida sektériiicin 6nemli yararlar saglayacaktir.

L. piperatus gibi mantarlarin yiksek antioksidan 6zellige sahip olmasi sebebiyle, bu
mantarlara olan talep gun gectikge artmaktadir. Bu nedenle, bu mantarin kiltirinin
yapilabilirligi incelenebilecegi gibi, bu organizmada monofenolaz ve difenolaz enzimini
kodlayan genin belirlenip, uygun bir organizmaya klonlanarak ileri derecede ekspres
edilmes saglanabilir, boylece enzimin daha kontroll U ve daha bol Uretilmesi saglanabilir.
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