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Bu calismada, Karadeniz bdlgesinde yetistirilen ¢ay bitkisinden izole edilen
ve kismen saflastirilan polifenol oksidaz enziminin (PFO) optimum sicaklik,
optimum pH, substrat spesifikligi, termal inaktivasyon, inhibitorlerin etkisi gibi
biyokimyasal 6zellikleri arastirilmustir.

Denenen substratlar igerisinde enzimin ilgisinin en yiksek oldugu substrat 4-
metil katesoldir. PFO aktivitesi icin optimum pH degeri 6.02 olarak bulunmus ve
enzim 4.03-7.00 gibi genis bir pH araliginda yuksek aktivite gostermistir. Enzimin
optimum sicaklig1 30°C olarak bulunmustur. Enzim 20-80°C gibi oldukga genis bir
sicaklik araliginda %70'in Uzerinde aktivite gostermistir. Termal inaktivasyon
sonuclarina gore, sicaklik arttikca kp degerleri artarken yari 6mir ve D degerlerinin
azalmistir. Enzimin aktivasyon enerjisi (Ea) ve Z degerleri sirasiyla, 58.301 kj.mol™
(r2=0.9614) ve 39.68°C (r2=0.9645) olarak bulunmustur. Enzimin termal stabilitesi
yuksektir. Denenen inhibitérlerden en distk inhibisyon etkisi L-sistein’de
gordlmistdr.

Anahtar Kelimeler: Cay, polifenol oksidaz, kinetik, termal stabilite, termal
inaktivasyon.
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This research was undertaken to determine some of the biochemical
properties (substrate specificity, optimum pH, optimum temperature, heat
inactivation, and effect of inhibitors) of polyphenol oxidase (PPO) which was
isolated from fresh tea leaves and partially purified.

Of the substrates tested, the best substrate for PPO was 4-methylcatechol. The
optimum pH for PPO activity was found to be 6.02 and the enzyme showed high
activity over a broad pH range of 4.03-7.00. The optimum temperature for PPO
activity was 30°C. Enzyme activity was more than 70% between 20-80°C.
According to thermal inactivation studies, kp values increased as the temperature
increased whereas half-life and D values decreased. Energy of activation (Ea) and Z
values were found to be 58.301 kj/mol (r?=0.9614) and 39.68 °C (r2=0.9645),
respectively. The enzyme is thermo-stable. Of the inhibitors tested, L-cysteine was
the least effective inhibitor.

Key Words: Tea polyphenol oxidase, kinetics, thermal stability, thermal
inactivation.
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1.GiRIiS Selin Nazmiye YABACI

1. GIRIS

Cayin anavatam Cin olarak bilinmektedir ve ilk kiltire alindig: tlkedir. Cay
tuketiminin Cin'de yaklasik 3000 yillik bir gegmisi oldugu bilinmektedir. Cayin
Avrupa da ve tlkemizde tamnip tiketilmeye baslanmas: M.S. 17. ve 18. yuzyillarda
olmustur. (Peterson ve ark., 2004). Bugtin, cay dinyada en cok tiketilen kafein-
iceren icecektir ve dinya capindaki tiuketimi sudan sonra ikinci siradadir (Wright,
2002). Dinyada Uretilen cay cesitleri; siyah cay (fermente edilmis), yesil cay
(fermente edilmemis) ve oolong (yar: fermente, siyah cay ile yesil cay arasinda)
cayidir (Spille, 1997).

Cay “Theaceae” familyasimin “Thea” cinsinden “sinensis’ tdrtnde genellikle
¢ali formunda olan bir bitkidir (Thea sinensis). Botanikgiler tarafindan “Camellia
snenss’ adiyla da amlan bu bitkinin bilinen 3 ¢esidi vardir. (Altan, 2003).
Bunlardan ilki bagslica Cin ve Japonya da yetistirilen (Eski Sovyetler Birligi, Turkiye,
Iran ve daha kuzey ulkelerinde ve Hindistan'in deniz seviyesinden yiiksek
bolgelerinde) soguga dayanmikli olan Cin c¢esidi (Thea sinensis var. sinensis)'dir.
Ikincisi Sri Lanka, Hindistan, Banglades ve Endonezya gibi tropik iklim bolgelerinde
yetisen Assam cesidi (Thea sinensis var. assamica) ve ucuncl olarak da var.
irrawadiensis ¢gesididir (Camellia sinensis var. irrawadiensis) (Spille, 1997).

Turkiye'de vyetistirilen caylar genellikle saf olmayip karisik melezler
halindedir. Sovyetler Birligi’ nden getirilerek tlkemizde tarimi yapilan gay bitkileri
Thea sinensis var. assamica X Thea sinensis var. sinensis melezidirler. Turkiye' de
cay bitkisi Dogu Karadeniz Bolgesi’ nde, Gurcistan hududundan bagslayan ve batida
Fatsa'ya kadar uzanan alan icerisinde yetistirilmektedir. Sahilden yer yer 30 km
icerilere kadar giren, ortalama 8 km derinliginde olan Arakli-Karadere simirina kadar
uzanan alan, cay yetistiriciligi icin en elverisli bdlge olmasi nedeniyle birinci simf
cay bolgesi olarak kabul edilmektedir. Bahsedilen bdlge icerisinde gaycilik, sahilden
400-500 m yukseklige kadar birbirine eklenerek yer yer bir cay denizi olusturmakta
ve kimi yerlerde 1000 metre yikseklikte cay bahgelerinin kuruldugu gorulmektedir.
Arakli-Karadere'den baslayan Fatsa ilgesine kadar uzanan, cay yetistiriciligin
yonunden goreceli olarak daha az ekonomik bulunan bdlge, ikinci simif gay bolgesi
olarak tammlanmaktadir (Demir, 2002).
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Su anda dinyanin en 6énemli cay Ureticisi Ulkeler arasinda Hindistan, Cin, Sri
Lanka, Kenya ve Turkiye bulunmaktadir. Dinyada, Glkemizin de iginde bulundugu
40 kadar Ulkede cay tarimu yapilmaktadir. Dinya cay Uretimi (siyah ve yesil)
yaklasik 3.645.200 tondur. Cizelge 1.1'de 2006 yili verilerine gore dinya cay
tretiminde ilk bes sirada bulunan tlkeler, Gretim degerleri ve diinya gay tretimindeki
% paylart verilmistir. Cizelge 1.2°de de dinya cay tuketiminde lider Ulkeler
gorilmektedir.

Cizelge 1.1. Diinya Cay Uretiminde Lider Olan Ulkeler, Uretim Degerleri ve Diinya
Cay Uretimindeki Paylar1 (%) (FAO, 2008)

Uretim Miktarina Ulke 2006 Yili Uretim Duinya Cay Uretimindeki
Gore Siralama Degerleri (bin ton) Pay (%)

1 Cin 1047.4 28.73

2 Hindistan 945.3 25.93

3 Kenya 313.0 8.59

4 Sri Lanka 312.0 8.56

5 Turkiye 200.1 5.49

Cizelge 1.2. Dinya Cay Tuketim Degerleri ve Toplam Tuketimdeki Paylari (%)

(FAO, 2008)
Tlketim )
. . 2006 Yih Tuketim Dinya Cay
Miktarina Gore Ulkeler o o }
Degerleri (bin ton) | Tuketimindeki Pay1 (%)
Siralama
1 Cin 776.9 21.32
2 Hindistan 762.7 20.93
3 Avrupa Birligi (27) 356.2 9.77
4 Tarkiye 201.0 5.52
5 Rusya Federasyonu 175.9 4.83
6 ingiltere 161.3 4.43
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1.1. Yesil Cay Yapragimin Onemli Bilesenleri

Cayin bilesimindeki birgok reaksiyon drlnleri kafeinle etkilesir, aromay1
degistirir ve gay Uretiminde bazi problemlere yol agarlar (Spille, 1997). Cay yaprag:
onemli miktarda metilksantin ve polifenol bilesikleri igerir. Bu iki bilesen gayin bir
icecek olarak populerligine sebep olan essiz 6zelliklerinden biylk oranda
sorumludurlar. Cay yapraginin kimyasal bilesimi, iklim kosullari, mevsim, ¢ikan
sirgunlerin konumu, zirai uygulamalar gibi nedenlerden dolay: degiskenlik gosterir.
(Venkatesan ve ark., 2006) Y esil cay yapraginin bilesimi Cizelge 1.3’ de verilmistir.

Cizelge 1.3. Yesil Cay Yapragimn Bilesimi (Spille, 1997)

Yesil Cay Yapraginin Bilegimi

Bilegenler Kuru Agirliktaki %
Flavanoller 25.0
Flavonoller ve glikozitleri 3.0
Polifenolik asitler ve depsidler 5.0
Diger polifenoller 3.0
Kafein 3.0
Teobromin 0.2
Amino asitler 4.0
Organik asitler 0.5
Monosakkaritler 4.0
Diger Polisakkaritler 13.0
Sellloz 7.0
Protein 15.0
Lignin 6.0
Lipidler 3.0
Klorofil ve diger pigmentler 0.5
Kl 5.0
Ucucu bilesikler 0.1

Tablodan da goruldigt Uzere cay yaprag: bilesikleri icerisinde en fazla
bulunan grup polifenollerdir. Taze cay filizinin bilesiminde bulunan fenolik
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bilesikler 4 grupta toplanirlar. Flavanoller (katesinler+gallokatesinler); epikatesin,
epikatesingallat, epigallokatesin, epigallokatesingallat, katesin, gallokatesin en fazla
bulunan gruptur. Bunlardan da katesin grubunun epi- formu baskindir. Cesitli
katesinlerin nispi oranlart oksidasyonun gidisat1 ve son drinun ozellikleri Gzerine
etki gosterir. Toplam katesin seviyesi taze yapragin kuru maddesi Gizerinden %20-30
arasinda degisir. Katesinler suda ¢ozundr, renksiz ve sert-act bir tada sahiptirler.
Kolay okside olurlar ve metilksantinlerin de dahil oldugu bircok diger maddelerle
kompleks olustururlar. Cayin kalitesi yas cay yapragimin katesin seviyes ile
orantilichr. Bunlarin disinda; flavonoller ve glikozidleri; cay dretimi sirasinda
oksidatif reaksiyonlara girebilirler. Cay yapraginda fenolik asitler ve debsidler ve
flavandioller (I6koantosiyanidinler) de bulunur.

Cay yapraginin diger dnemli bileseni de enzimler ve enzimler icerisinde de en
onemlisi polifenol oksidazdir (PFO); taze cay yaprag: ¢cok yuksek oranda PFO icerir.
PFO enzimi yaprak dokusunda bulunur ve atmosferik oksijenle katesinlerin
oksidasyonunu katalizler. PFO bakir icerir ve degisik izoenzimlerden olusur. Enzim,
yaprak epidermisinde yogundur. Topragin bakir eksikligi bazen proses sirasinda
yetersiz oksidasyonun sebebi olabilir (Spille, 1997).

1.2. Islenmis Cayin Onemli Bilesenleri

Cay deminin niteligi Uzerinde en etkin iki polifenol olan teaflavinler ile
tearubijinlerdir.

Flavanollerin birlesmesi ve oksidasyonu ile olusan teaflavinler, siyah ¢ayin
kurumadde iceriginin %0.3-2.0'sini, cay demi kuru maddesinin ise %1.0-6.0'sim
olustururlar. Notr karakterli olan bu portakal sarisi renkli bilesikler, cay deminin agik
portakal rengini ve parlakligini verirler. Cayda 9 degisik teaflavin bilesigi
bulunabilir.

Tearubijinler, teaflavinlerin cayda bulunan diger polifenollerle birlesmesi ve
polimerizasyonu sonucu olusurlar. Tearubijinler, siyah ¢ay kurumaddesinin %7-
17'sini, dem kurumadde iceriginin ise %30-60"1nt olustururlar. Asidik karakterli,
kahverengi bilesiklerdir. Cay deminin koyu rengini olustururlar. Turk gaylarinin gok

koyu olmasi tearubijinin fazla olmasindan kaynaklanmir. Teaflavinlerin etil asetatta
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¢cozinmelerine karsilik tearubijinler etil asetatta ¢goziinmezler. Teaflavinlerin hepsinin
suda ¢ozinur olmasina karsin, bazi tearubijin bilesikleri zor ¢ozinur, bir kismi ise
hi¢ gozinmezler (Altan, 2003).

Siyah cayin islenmesi srasinda cgay bitkiss PFO’lar1 gay yapraklarinda
bulunan polifenolik bilesiklerin o-kinonlara oksidasyonunu katalizlerler (Sekil 1.1).
Fermente cayin karakteristik renk ve aromasindan sorumlu olan teaflavin (TF) ve
tearubijinlerin (TR) olusumuna 6ncilik eden flavan-3-ol’ lerin oksidasyonu polifenol
oksidaz tarafindan katalizlenir (Shahidi ve Naczk, 2003). Sekil 1.2'de okside olmus
flavan-3-ol’ den teaflavin olusumu gorilmektedir.

CH o
HO o = Polifenol HO 0
CH = Q
—_——
[ OH Oksidaz . UH
H i
Katesin
OH OH

HO O I
\@-A oH Polifencl HC [ o
OH Oksidaz OH

OH OH

Epikatesin

Sekil 1.1. Katesinin ve epigallokatesinin o-kinonlara oksidasyonu
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Sekil 1.2. Oksitlenmis flavan-3-ol’ lerden teaflavin olusumu

Fermente cayin karakteristik renk ve tadimin olusumunda teaflavin ve
tearubijinlerin cok 6nemli oldugu bilinmektedir. Bu maddelerin olusumuna 6nculik
eden flavan-3-ol’'lerin oksidasyonu da bilindigi tzere polifenol oksidaz tarafindan
katalizlenir (Shahidi ve Naczk, 2003). Hatta cay kalitesinin belirlenmesinde en
onemli ve en guvenilir biyokimyasal metotlar, polifenol oksidaz aktivitesi ve gay
bitkisinin katesin igerigi dlgtimlerini temel alanlardir (Wright, 2002).

Cay hitkisinin teaflavin ve tearubijin icerigi ve buna bagli olarak da bu
maddelerin olusumu ve yikimindan sorumlu faktorler de satis fiyatim 6nemli 6lglide
etkilerler (Bajaj ve ark, 1987).

Ulkemizde yetistirilen caylarda PFO enzimi ile ilgili bir calismaya
rastlanmamigtir. Bu c¢aligmanin amaci cayin kalitesi Uzerinde etkili olan PFO
enzimini cay bitkisinden ektrakte ederek kismen saflastirmak ve enzimin optimum
pH, sicaklik, termal inaktivasyon, inhibitorlerin etkisi, substrat spesifikligi ve kinetik
parametreler gibi 6zelliklerini belirlemektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

PFO enzimi oksidoredilktaz grubu enzimlerdendir ve aktif merkezinde bakir
bulunur. Etki ettigi substratlar fenolik bilesiklerdir. Substratlarin oksijen varliginda
esmer renkli bilesiklere oksitlemektedir. Bu olay gida teknolojisinde enzimatik
esmerlesme olarak bilinmektedir. PFO tirosinaz, fenolaz, katesoloksidaz, katesolaz,
o-difenoloksidaz, mono fenoloksidaz ve kresolaz olarak da bilinir ve ilk olarak
Schoenbein tarafindan 1856'da kesfedilmistir. PFO Uluslararast  Biyokimya
Birligi'nin siniflandirmasina iki kez girmistir: EC 1.14.18.1 (monofenol, L-
dopaoksijen oksidorediiktaz) monohidroksifenolti (6r.p-kresol) o0-pozisyonuna
hidroksile eder. EC 1.10.3.1 (1,2-benzendiol.oksijen oksidorediktaz) o-
dihidroksifenolleri (6r.katesol) okside edip hidroksil grubundan hidrojenleri
uzaklastirarak benzokinonlar olustururlar (Mayer, 1979).

p-kresol + O, + BH,— 4-metilkatesol + B + H,O Q)
Katesol + O, — o-benzokinon + 2H,0 ()]

PFO, bitki ve hayvan dokularinda yaygin olarak goérulen bir enzimdir.
Bitkilerde tim kisimlarda bulunabilirken, gelismis hayvanlarda deri, sag, tiy ve
gozlerde bulunur. Bitkisel dokularda oncelikle inaktif formda sentezlenmekte ve
zamanla cesitli  etkenlerle, proteazlar ve etilen gibi bir takim solunum
metabolitlerince aktif hale gelmektedir (Mayer, 1979). Yenilebilir bitkilerdeki PFO
dagilimi, birgok arastirici tarafindan incelenmistir. Son yillarda farkl: kaynaklardan
da izole edilmis ve Uzerinde calismalar yapilmistir. PFO aktivitesine rastlanan bazi
gida Urunleri; cay, musmula, enginar, Cassava bitkisi, ananas, Napoleon Uziimu,
patlican, Anamur muzu, elma, zambak ve cilek olarak sayilabilir. Bitkilerdeki PFO
miktar1 gesit, kultirel islemler, olgunluk ve yasa baglhdir (Spille, 1997).

Sekerpancarinda, PFO kloroplastta ve ¢esitli dokusal yapilarda aromatik
olmayan aminoasitlere peptid baglariyla bagli olarak bulunur. PFO'in serbest
kalmasi icin bu dokunun parcalanmasi gerekir. Yapilan calismalarda en yuksek
enzimatik aktivite Uzum kabuklarinda, bazi elma kilturlerinde, hiyarda ve diger bazi

meyvelerde gorulmistir. Bunlarin disinda, mantarin sap ve epidermis kisimlarinda
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yuksek PFO aktivitesi gozlenmistir. |stakozda epidermis veya kitikul PFO’ in en gok
bulundugu yer olarak saptanmustir. Bitkilerde ve kabuklu deniz Urinlerinde PFO
dagiliminin tdre, yasa, olgunluga gore degismesi cok 6nemli bir noktadir (FAO,
2000). Cayda ise enzim yaprak epidermisinde yogundur (Spille, 1997). Halder ve
ark. (1998) yaptiklar: calismada ise daha spesifik olarak cayda enzimin kloroplast
icinde bulundugunu belirlemislerdir.

PFO’lar meyve ve sebzelerin hasat, depolama ve islenme kalitesi ve
ekonomisini belirleyen ¢cok 6nemli enzimlerdir. Oksijen gegisine neden olan hasat,
depolama ve isleme sirasindaki zedelenme, kesilme ve diger mekanik zararlar gogu
meyve ve sebzelerde melonin olusumuna, bu da hizla esmerlesmeye neden olur.
Esmerlesme ylUzinden meyvelerde 6nemli kayiplar olmaktadir. Muz, seftali, kayisi,
elma, Uzum, cilek ve baz1 tropik meyveler ve sulari, ayrica, patates, marul ve diger
yaprakli sebzelerde istenmeyen esmerlesmeler gorilmektedir. Bunlardan farkl:
olarak, cay, kahve, kakao, siyah Uiziim ve siyah incirlerde PFO aktivitesi istenen bir
durumdur (Spille, 1997). Cunkl enzim sayesinde bu Urdnler istenen son 0Uriin
karakteristiklerine kavusurlar. Yukarida da belirtildigi tGzere PFO enzimi sayesinde
polifenollerin oksidasyonu ile gayin karakteristik renk ve aromasi olusur.

PFO enzimi, cay bitkisi disinda pek cok meyve ve sebzede de calisilmustir.
Bunlardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Yemenicioglu ve ark. (1997) alt: elma ¢esidinin (Golden Delicious, Starking
Delicious, Granny Smith; Gloster, Starcrimson ve Amasya) PFO’larinin 1sil
inaktivasyon kinetiklerini U¢ sicaklikta caligmiglardir (68°, 73° ve 78°C). PFO
aktivitesi baslangicta artnus ve daha sonra isiyla birlikte birinci dereceden kinetige
uyarak azalmustir. Aktivitedeki artis latent PFO'nun varligim gdstermektedir.
78°C’de Amasya cinsindeki PFO’ nun en dusuk, Starking Delicious'takinin ise en
yiuksek 1sil-dayanikliliga sahip oldugu bulunmustur.

Ziyan ve Pekyardimct (2003) enginar kabuk ve meyve etindeki PFO’1
ekstrakte etmisler ve (NH4)2SOs ¢oOkeltmesi ve jel filtrasyonu vasitasiyla
saflagtirmislar. 50 mM katesol substrat olarak kullanildiginda optimum pH degerleri,
kabuk PFO'su igin 7.5, etli kissm PFO’su icin 8.0 bulunmustur. Optimum sicaklik,
kabuk ve etli kissm PFO’su igin sirayla 25°C ve 30°C bulunmustur. Calismada alti
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inhibitor test edilmis ve hem kabuk hem de meyve eti PFO’'su icin, en etkili
inhibitorler olarak, sodyum azid ve thiourea bulunmustur. Ky ve Vmas degerleri,
sirastyla kabuk PFO ‘suicin 5.09 mM ve 363.6 birim.dak™.ml™ ve meyve eti PFO’su
icin 4.03 mM ve 714.2 birim.dak™.ml™ bulunmustur. Aktivasyon enerjisi kabuk
PFO’ su icin 122.76 kj.mol™, meyve eti PFO’su igin ise 178.07 kj.mol™ bulunmustur.

Rapeanu ve ark. (2006) Guney Afrika'da yetisen Viktorya Gzimlerinden
ekstrakte edilen PFO enziminin biyokimyasal 6zelliklerini  arastirmuslardir.
Mcllvaine tamponu icindeki 10 mM katesol substati ile enzim aktivites igin
optimum pH ve sicaklik sirastyla, pH 5 ve 25 °C bulunmustur. Kmy, ve V mas degerleri
srastyla 52.6+0.00436 mM ve 653+ 24.0 ODa4oo nm.dak™dir. Calismada sekiz
inhibitor test edilmis ve en etkili inhibitorler olarak askorbik asit, L-sistein ve
sodyum metabisilfit bulunmustur. Termal inaktivasyon calismalarinda Viktorya
Uzimi PFO’sunun termal inaktivasyonunun, E.=225+13.5 kj.mol™lik bir
aktivasyon enerjisi ile, birinci dereceden kinetige uydugunu gostermistir.

Espin ve ark. (1997) enginardan elde edilen PFO enziminin monofenolaz
aktivitesini incelemislerdir. Enginar PFO’su  aseton tozu yontem kullanarak izole
edilmistir. Enzim ekstrakti hem monofenolaz hem de difenolaz aktivite gostermistir.
Enzim monofenolaz aktivitesi, substrat olarak ciftli bir nikleofil olarak 3-metil-2-
benzothiazolinon ile birlikte 4-hidroksianisol, kullanilarak tanimlanmistir. Bu metot
yiksek hassasiyet ve tekrarlanabilirlik gostermis ve PFO’ nun mikro miktarlarin
tespit etmede faydal1 olabilecek olan, bir kalibrasyon egrisi elde etmeye olanak
vermistir.

Dogan ve ark. (2002), kurutma islemleri icin en uygun patlican c¢esidini
belirleyebilmek icin, farkli patlican gesitlerinden elde edilen PFO enziminin substrat
spesifikligini, 1sil inaktivasyonunu, sicaklik  ve inhibitorlerin  etkilerini
arastirmiglardir. PFO katesol ve 4-metilkatesole karsi aktivite gostermis, fakat L-
tirozine aktivite gostermemistir. Cesit | (Vmas=3333.3 EU dak® mi™, K,=8.7 mM
ve Vimad Km= 384.9 dak™ ) ve cesit 111 (Vs 1000 EU dak™ ml™, K;=9.3 mM ve
VimadKm= 107.5 dak™ ) icin en iyi substrat katesol bulunurken, cesit Il icin
(Vmas=5000 EU dak™*ml™, K=35.5 MM ve V nad K= 140.8 dak™ ) en iyi substrat
4-metilkatesol bulunmustur. Substrat olarak katesol kullanildiginda optimum pH 7,



2. ONCEKIi CALISMALAR Selin Nazmiye YABACI

4-metilkatesol kullamldiginda ise pH 6'dir. Isil inaktivasyon calismalarina gore 40
°C'nin Uzerindeki sicakliklarda enzim aktivitesi diusmistir. Katesol ve 4-metil
katesol substratlar: igin maksimum aktivite elde etmek igin optimum sicaklik, katesol
kullanilan ve optimum sicakligi 20 °C bulunan ¢esit | disinda, tim patlican cesitleri
icin 30°C olarak bulunmustur. Katalizlenen PFO reaksiyonlar1 Uzerine Tropolon, D,
L-ditiotreitrol ve glutatiyon gibi bilesenlerin inhibitor olarak etkileri test edilmis ve
genelde en etkili inhibitor olarak tropolon bulunmustur.

Y agar (2004) calismasinda, pH 7'de, 0.1 M fosfat tamponu kullanarak kereviz
koklerinden PFO ekstrakte etmistir. Substrat spesifikligi denemeleri, katesol,
pirogallol, L-DOPA, p-kresol, resorsinol ve tirozin kullamlarak yapilmstir.
Pirogallol, katesol ve L-DOPA icin K, degerleri 25 °C’de sirasiyla ; 4.5, 8.3 ve 6.2
mM  bulunmustur. En  yiksek VgnadKm degeri pirogallol substrat  olarak
kullamldiginda bulunmustur. Optimum pH ve sicaklik degerleri substrat olarak
katesol, pirogallol ve L-DOPA kullanilarak belirlenmistir. Katesol ve L-DOPA ile
optimum pH 7, pirogallol i¢in 7.5tir. Maksimum PFO aktivitesi icin optimum
sicakliklar; pirogallol igcin 25 °C, katesol icin 40 °C ve L-DOPA igin 45 °C
bulunmustur. Isil inaktivasyon galismalari, 60°C’nin Uzerinde enzimatik aktivitede
dists oldugunu gostermistir. Inhibitorlerin etki sirasi su sekilde bulunmustur: L-
sistein>askorbik asit>glisin>resorsinol>NaCl.

Cay bitkisi PFO’su tzerinde yapilmis ¢alismalar sinirlt olup bunlar asagida
Ozetlenmistir.

Halder ve ark. (1998), cay yapraklarindan (Camellia sinensis) aseton tozu
yontemi ile PFO'yu ekstrakte ettikten sonra saflastirilip bazi  6zelliklerini
belirlemislerdir. PFO’ nun izozimlerini DEAE selliloz kolonunda ayiwrmuslardhr. iki
fraksiyon absorbe edilirken digeri edilmemistir. Absorbe edilmeyen fraksiyon farkl1
kromatografik adimlarda saflastirilmustir: jel filtrasyonu, hidroksiyapatit, centricon-
30, FPLC. pH, sicaklik ve kinetik parametreler calisilmistir. Yiksek oranda
saflastirilmis enzim, monofenolleri, p-kinolleri okside edememisken, katesoll okside
etmis ve bundan dolay: katesol oksidaz olabilecegi dusUntlmistir. Katesin 0.49
mM’lik bir Ky, ile eniyi substrat olarak bulunmustur. Enzim 2 mM’lik tropolone ile

tamamen inaktive olmustur.
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Bir baska calismada, Mahanta ve ark. (1993) fermente (siyah) cayda,
teaflavin olarak bilinen kahverengi bilesiklerin olusumundan sorumlu olan iki temel
enzimin PFO ve peroksidaz (POD) spesifik aktiviteleri calismislardir. Pigmentlerin
teaflavin gruplar1 yiksek performansli sivi kromatografisi ile olctlirken, PFO ve
POD aktiviteleri spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. PFO ve POD’un en
yuksek aktivitelerinin cay islenmesi sirasindaki kivirma islemi sirasinda oldugu
gozlenmistir. Enzim aktivitesinde godzlenen dists ve daha sonra artisin, fermente
siyah cayda oksidatif fermantasyona (enzimatik esmerlesme) 6nciliik eden mekanik
zararlanmalardan kaynaklandigi bulunmustur.

Gregory ve ark. (1966)'min ¢alismalarinda, ¢ay bitkisi PFO’su siirgiinlerden
(kuru agirliga gore) 5000 kat saflastirilmistir. Saflastirmanin ara asamalarinda dort
tane c¢Ozunir Ozellikte sarn fraksiyon elde edilmistir. Bunlarin asidik fenolik
oksidasyon Urlnleri ile beraber temel enzim proteinleri ve nikleik asitler olduklart
disUntlmistir. Kompleks olusturucu materyallerin ayrilmasindan sonra fraksiyonlar
mavi ve birbirlerine benzer hale gelmistir. Bakir icerigi %0.32 bulunmustur.
Pirogallol’ e kars1 spesifik aktivite, 30° C'de, 373 Unite/mg olarak bulunmustur. En
iyi substrat o-dihidrik fenollerdir. Kuinol ve p-fenilenediamin yavasga okside
olmusglardir. Monohidrik fenoller ve askorbik asit okside olmamiglardir. Sonuglarin
cay fermantasyon mekanizmasi ile baglantisi tartisilmistir.

11
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Cay Ornekleri

Denemelerde kullamlan cay yapraklari Karadeniz (Rize ve Trabzon)
Bdlgesi’ nden temin edilmistir.

3.1.2. Analizlerde Kullamlan Arag¢ Gereg ve Kimyasal Maddeler

Aseton tozunun elde edilmesinde “Torrington HGBTWTS3 (Amerika)”
marka waring blendor kullamlmigtir. Tamponlarin  ayarlanmasinda ve pH
Olglimlerinde cam elektrodiu “Inolab (Almanya)” marka pH metre kullanidmstir.
Spektrofotometrik oOl¢timler, sicaklik kontrol Unitesi olan “Shimadzu UV-1700"
marka spektrofotometrede gergeklestirilmistir. Enzim ekstraktinin elde edilmesinde
“Nive NM 110" marka karistirict ve “Kubota 7780 (Japonya)” marka santrifij
kullamlmistir. Enzimlerin saflastiriilmasinda “Atto AC-5750 (Japonya)” marka
fraksiyon kollektort  kullandlmigtir.  Enzimlerin - biyokimyasal ~ dzelliklerinin
belirlenmesi sirasinda “Memmert WB14” ve “Nive BM402" marka su banyosu
kullanlmstur.

Enzimin saflastirilmast ve biyokimyasal 0Ozelliklerinin  belirlenmesinde
kullamlan katesol, pirogallol, triton X-100, sodyum metabistlfit, PVPP
(polivinilpolipirolidon), askorbik asit, commasie brillant blue (CBB) Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. PEG (polietilen glikol), PMSF
(fenilmetilsilfonil florid), 4-metilkatesol, kafeik asit, gallik asit, L-sistein, aseton,
amonyum sillfat, DEAE-selltl6z ve seltiloz membran (76mmx49mm) Sigma-Aldrich
(St. Louis, Amerika) firmasindan temin edilmistir.

12
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3.2. Metot
3.2.1. Palifenol Oksidaz Ekstraktinin Hazirlanmasi

Saplar1 ayrilmis ve dondurulmus (-25°C) 150 g yas cay yapragi, 1.875 g
polietilen glikol (PEG) iceren 225 ml 6nceden sogutulmus (-18°C) aseton icerisinde
2 dk Warring blendorda homojenize edilmistir. Homojenat vakumlu filtreden
gecirilmistir. Elde edilen filtre keki 150 ml sogutulmus aseton ile karistirilarak ayni
islemler uygulanmustir. Filtre Uzerinde kalan kisim, beyaz aseton tozu elde edilene
kadar 150 ml soguk aseton kullanimlariyla ekstrakte edilmistir. Elde edilen aseton
tozu bir gece oda sicakliginda kurutulduktan sonra cam kavanoz igerisinde —25°C’ de
saklanmistir (Coseteng ve Lee, 1987).

3.2.2. Enziimin Kismi Saflastirilmas

Elde edilen aseton tozundan 10 g alinarak 10 mM askorbik asit, %0.1
polivinilpoliprolidon, %0.5 Triton X-100 ve 1ImM PMSF iceren 1 litre, 0.1 M, pH
6.8 fosfat tamponunda 40 saniye homojenize edilmistir. Homojenat 1 saat, +4°C de
magnetik karistirici ile karistirilmis ve daha sonra 10.000 x g'de 30 dakika +4°C’de
santrifijlenmistir.  Santriflj sonrasi, berrak kisma %30-90 amonyum siilfat
cokeltmesi uygulanmustir. Cokeltilen fraksiyonlar 10.000 x g'de 30 dakika, + 4°C’de
santrifj edilerek ayrilmistir. Cokelti, az miktarda 0.01 M pH 6.8 fosfat tamponunda
¢Ozulmis ve +4°C’de aynmi tampona karsi bir gece boyunca diyaliz edilmistir
(Serradell ve ark., 2000).

3.2.3. Iyon Degisim K romatografisi ile Saflastirma

Diyaliz edilen enzim ¢ozeltisi, 0.01 M pH 6.8 fosfat tamponu ile dengelenmis
DEAE-Seliiléz iyon degisim kolonuna (2.5 x 30 cm) 0.5 ml.dak™ hizla verilmistir.
Enzim ¢ozeltisi verildikten sonra 0.5 ml.dak™ hizla yaklasik 130 ml baslangic
tamponu gecirildikten sonra 0.01 — 0.20 M, pH 6.8 fosfat tamponu kullanilarak
gradient eliisyon yapilmistir. Bu islem iki parti halinde yapilmistir. Toplam 40 ml
enzim ¢ozeltisi kolona verilmistir. Fraksiyonlar 4’ er ml olacak sekilde toplanmis ve

elde edilen fraksiyonlarda enzim aktivitesi ve protein tayini yapilmistir.
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3.2.4. Protein Tayini

Enzimlerin protein igerigi standart olarak sigir serum albumini kullamlan
Bradford metoduna gore belirlenmistir (Bradford, 1976).

3.2.5. Enzim Aktivitesinin Olguimii

Enzim aktivitesi 30°C’de 410 nm'de 40 sn boyunca absorbanstaki artistan
belirlenmistir. Absorbans-zaman grafiginin lineer kismunin  egiminden enzim
aktivitesi hesaplanmustir. Olgiimler iki paralelli olarak yapilmis ve sonuglar ortalama
degerler seklinde ifade edilmistir. Optimum pH’daki tampon ile hazirlanmis ve
30°C’ye 1sitilmig 0.9 ml substrat ¢ozeltisi 0.1 ml enzim ¢ozeltisi ile karistirildiktan
sonra absorbanstaki artis otomatik olarak kaydedilmistir. Sadece inhibitdrin etkisini
belirlemek icin yapilan enzim aktivitesi olcimlerinde 0.8 ml substrat, 0.1 ml
inhibitor ve 0.1 ml enzim ¢Ozeltisi kullanilmigtir. Kontrol olarak fosfat tamponunda
hazirlanmis substrat kullamlmustir. 1 Unite PFO aktivitesi 30°C’de dakikada 0.001
birimlik absorbans artisina neden olan enzim miktar: olarak tammlanmustir (Unal ve
Sener, 2006).

3.2.6. Enzimin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Enzimin optimum pH ve sicakligi, substrat spesifikligi, kinetik parametreler,
termal inaktivasyon, inhibitorlerin etkisi gibi biyokimyasal 6zellikleri Unal (2007)’ a

gore belirlenmistir.

3.2.6.1. Optimum pH

Enzimin en yuksek aktivite gosterdigi optimum pH’y1 bulabilmek igin 4.03-
7.00 pH araliklarinda aktiviteler olclilmistir. pH 4.03-5.49 icin 0.2 M sitrat
tamponu, pH 6.02-7.00 icin 0.2 M fosfat tamponu kullamlmistir. PFO aktivitesi
farkli tamponlarda, standart reaksiyon karisimi kullanilarak ol¢tlmistir. Enzimin en
yuksek aktivite gosterdigi pH degeri optimum pH olarak belirlenmis ve diger
deneyler bu pH’ da gerceklestirilmistir. .
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3.2.6.2. Optimum Sicaklik

Optimum sicaklig: belirleyebilmek icin 20-80°C’ ler arasinda enzim aktivitesi
Olcilmistdr. Bunun icin optimum pH’daki tamponla hazirlanmis 0.9 ml katesol
cozeltisi ilgili sicaklikta su banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra tizerine 0.1 ml
enzim c¢ozeltis ilave edilerek enzim aktivitesi ol¢Ulmustir. Maksimum enzim
aktivitesinin goruldigi sicaklik degeri optimum sicaklik olarak belirlenmistir.

3.2.6.3. Substrat Spesifikligi

Michealis sabiti (Ky) ve maksimum hiz (Vmas)'t belirlemek igin substrat
olarak cesitli konsantrasyonlarda katesol (25-200 mM), 4-metil katesol (6.25-100.00
mM), gallik asit (50-200 mM), pirogallol (200-400 mM) ve kafeik asit (0.75-3.00
mM) cozeltileri kullanarak enzim aktivitesi olgimleri yapilmistir. Enzimin Ky, ve
V maks degerleri Lineweaver-Burk metoduyla grafiksel olarak hesaplanmustir.

3.2.6.4.Termal inaktivasyon

Sicakligin enzim stabilitesine etkisini belirlemek icin enzim 70°C’ de (5, 10,
15 ve 20 dk), 75°C de (5, 10, ve 15 dk) ve 80°C'de (2, 5, 10 dk ) 1sitildiktan sonra
enzim aktiviteleri belirlenmistir. Vidal1 deney ttpt ilgili sicakliktaki su banyosunda 5
dk bekletildikten sonra icerisine 0.3 ml enzim konulup degisik sirelerde sicakliga
maruz birakilmistir. Siire sonunda enzim hizli bir sekilde su banyosundan ¢ikarilip
buz banyosunda sogutulmus, ardindan oda sicakligina getirildikten sonra enzim
aktivitesi standart reaksiyon karigimi kullanmilarak o6lgllmustir. Kontrol olarak
sicakliga maruz birakilmayan enzim kullamlmistir. Sicakliga maruz  kalan
enzimlerdeki kalint1 aktivite (E;), sicakliga maruz kalmamis enzimin aktivitesi (Eo)
ile kiyaslanarak birinci dereceli inaktivasyon sabiti (kp), yart omur (t1,), aktivasyon
enerjisi E, sabit bir sicakliktaki enzim aktivitesinin %90 1 inaktive etmek igin
gereken sire (D degeri) ve D degerinde bir logl0 azalma igin (% 90 azalma igin)
gereken sicaklik artis1 (Z degeri) hesaplanmustir.
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Bu degerlerin hesaplanmasi asagida 6zetlenmistir.

Belli bir zaman slireci icerisinde dogal enzimin aktivitesindeki kayiplar ya da
konsantrasyonundaki azalmalar birinci dereceden kinetige uyar ve asagidaki gibi
ifade edilebilir.

Kp

Burada N dogal enzimi, D denatiire olmus enzimi ve kp ise (1/zaman) enzim
icin birinci dereceli inaktivasyon sabitini gostermektedir. Enzimlerin termal
inaktivasyonu genellikle birinci dereceden reaksiyonlaifade edilir:

Et:EO-kd.t

E;, t amndaki enzim aktivitesi ve E, baslangictaki aktiviteyi, t ise 1sil islem
uygulama siresini ifade eder. Sabit sicaklikta In(E/Eg)'in Sireye karsi grafigi
cizildiginde, kurvenin egimi —kp’dir.

Yar1 6mir (1) degeri, enzim stabilitesinin belirlenmesinde yaygin bir sekilde
kullamlan bir parametredir. Belli bir sicaklikta enzim aktivitesinin yar1 yariya
azalmasi igin gereken siiredir. Enzimlerin 1sil yolla inaktivasyonu ¢ogunlukla birinci
dereceden kinetige uydugundan asagidaki formtlden kolaylikla hesaplanabilir:

t1,=0.693/kp

Sabit bir sicakliktaki orijinal enzim aktivitesinin %90 i1 inaktive etmek igin
gereken sure olarak tanmlanmaktadir. D degeri  asagidaki  formilden
hesaplanabilecegi gibi,

D=In(10)/kp

log 10 (E/Eop)’ 1in zamana kars: grafiginin egiminden de hesaplanabilir. Egim -
1/D’ye esittir.

Eger hiz sabitleri farkli sicakliklarda elde edilirse denatiirasyon igin
aktivasyon enerjisi hesaplanabilir. Aktivasyon enerjisi asagida verilen Arrhenius
modeli yardimiyla hesaplanabilir.

Inkp = InA-(EJ/RT)

A (Y/zaman), kimyasal reaksiyonlar sirasinda meydana gelen carpismalarin
toplam sayist ile ilgili bir parametredir. Ea (kj.mol™), aktivasyon enerjisidir. R
(kj.mol™.K™), tiniversal gaz sabiti ve T(K) mutlak sicakliktir.
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Aktivasyon enerjisi ile yakindan iliskili bir parametre olan Z degeri, desimal
azalma siresinin (D) sicakliga bagimliligim ifade eder ve enzimin 1sil direncini
yansitan bir parametredir. Z degeri, D degerinde bir log10 azalmaicin (% 90 azalma
icin) gereken sicaklik artisidir. LogioD’'nin sicakliga karsi grafigi gizildiginde,
dogrunun egimi 1/Z’dir (Marangoni, 2003).

3.2.6.5. inhibitérlerin Etkileri

Inhibitorlerin enzim aktivitesine etkisini belirleyebilmek icin 0.01, 0.10 ve
1.00 mM konsantrasyonlarda 3 farkli inhibitor (askorbik asit, sodium distlfit ve L-
sistein) kullamilarak enzim aktivitesi olgllmustir. Bunun igin optimum pH’ daki
tampon ile hazirlanmig katesol ¢ozeltisinden 0.8 ml ve optimum pH’ daki tampon ile
hazirlanmis degisik konsantrasyonlardaki inhibitor cozeltilerinden 0.1 ml deney
tuptne konularak 5 dk 30 °C’ de su banyosunda bekletilmis ve daha sonra tizerine 0.1
ml enzim ilave edilerek aktivite Olgimi yapilmustir. Kontrol olarak inhibitor
kullanmlmadan hazirlanan standart reaksiyon karisiminda enzim  aktivites

belirlenmistir. inhibisyon yiizdesi ise asagidaki formiilden hesaplanmustr:

inhibisyon (%) = [(Ao — A)/A)]* 100

Ao Inhibitor kullanmadan belirlenen enzim aktivitesi

A;: Inhibitor varliginda enzim aktivitesi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Selin Nazmiye YABACI

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Enzimin Saflastirniimas

Iyon degisim kromatografisinde elde edilen fraksiyonlarin her birinde
absorbans (280 nm) ve enzim aktivitesi olcimleri yapilmistir. Aktivite Glgtimleri
pH’st 4.98 olan 0.2 M sitrat tamponunda hazirlanmis 50 mM katesol kullanmilarak,
protein tayini ise 6rnegin 280 nm’'deki absorbans dlgllerek yapilmistir. Toplanan
fraksiyonlara kars1 absorbans ve PFO aktiviteleri sekil 4.1'de verilmistir. Grafikten
de goruldigi gibi absorbansin yiksek oldugu fraksiyonlarda enzim aktivitesi yuksek
bulunmus ve en yiksek aktiviteye sahip (25-29'uncu fraksiyonlar) fraksiyonlar
birlestirilerek enzimin biyokimyasal 0Ozelliklerinin belirlenmesinde kullamlmustir.
Saflastirma sonucu elde edilen protein ve aktivite degerlerinden saflastirma gizelgesi
hazirlanmistir (Cizelge 4.1). Cizelge 4.1'de goruldugl gibi  enzim 3.32 kat
saflagtirilmgtr.
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Sekil 4.1. DEAE-seliloz iyon degisim kromatografisi ile cay PFO sunun
saflastirilmasi
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Cizelge 4.1. Cay Bitkisi PFO Enzimi Saflastirma Cizelgesi

. ) ) o Toplam Toplam Spesifik verim
Ornek Hacim Protein Aktivite ) o o Saf. (%)
. Protein Aktivite Aktivite
(ml) (mg/ml) (Unite/ml/dak) . . Katsayisi
(mQ) (Unite) (Unite/mg)
Kaba Ekstrakt 936.00 0.1393 3453.00 130.38 3232008.0 24789.1 1.00 100.00
Diyaliz 40.00 0.1925 5001.67 7.70 200066.8 25982.7 1.05 6.19
DEAE-Seliloz 36.00 0.0559 4591.33 2.01 165287.9 82232.8 3.32 5.11

VINSILIEVL IA 1[dVINDTNG VINI ILSVEY
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Selin Nazmiye YABACI

4.2. Optimum pH

Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri bir pH veya pH araligi1 vardir. Bu
optimum pH’min altinda ve Uzerinde aktiviteleri diser. Enzimler kuvvetli asit ve
bazlara fazla dayanikli degildirler. Ortam pH’sindaki asiri olmayan degisiklikler
enzimin ve ¢ogu kez de substratin iyonik durumunda degisikliklere neden olur.
Enzimler kendileri igin asir1 pH degerlerinde aktivitelerini kaybederler. Enzimlerin
maksimum reaksiyon hizina sahip olduklari pH degerine optimum pH denir.
Optimum pH'min altinda ve Ustindeki pH’larda enzim veya substratta mevcut
fonksiyonel gruplarin yapilarinda degismeler olusur ve reaksiyon hizi da degisime
ugrar (Koolman ve Roehm, 2005). Kovalent olmayan elektrostatik baglar, hidrojen
baglari, hidrofobik baglar ve kovalent disllfit baglari enzimlerin Uglncil ve
dordincul yapilarini stabilize eder. Enzim Uzerindeki pozitif ve negatif gruplar
arasinda olusan elektrogtatik baglar pH’dan etkilenirler. Notral pH'larda
iyonlasabilen yan gruplar -COO’, H3sN+ ve HoN-C gruplaridir ve bunlar kuvvetli
elektrogatik baglar olusturabilirler. pH 3'Un altinda karboksil gruplar: protonlanirlar
(-COOH) ve elektrogtatik bag olusturamazlar. pH 10'un Uzerinde ise amonyum
gruplart protonlanirlar (-NHy) ve elektrostatik baglar olusturamazlar (Whitaker,
2003)

Cay bitkiss PFO'nun en yiksek aktivite gogserdigi optimum pH’sini
belirleyebilmek igin standart reaksiyon karisgiminda pH’si 4.3-7.0 arasinda degisen
tamponlar kullanilarak enzim aktivitesi ol¢llmis ve sonuglar % nisbi aktivite olarak
Sekil 4.2'de gosterilmistir. Sekilden de gorilecegi gibi pH degeri 4.03'ten 6.02'ye
dogru artirildikca aktivite de artmis ve en yiksek aktivite 6.02'de gorulmistdr.
Optimum pH’ dan sonra aktivitede az da olsa diisme gorilmustir. Enzim genel olarak
genis bir pH araliginda yiksek bir aktiviteye sahiptir. pH 4.5-7.0 arasinda enzim
aktivitesi % 63’ Un Uzerindedir.
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Salin Nazmiye YABACI
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Sekil 4.2. pH' nin gay bitkisi PFO aktivitesine etkisi
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Degisik Ortnlerde PFO ile yapilan optimum pH calisma sonuclar1 Cizelge

4.2°de verilmistir. Cizelgeden goruldigu gibi degisik Urlinlerden izole edilen
PFO’ nun optimum pH degerleri 3-7.5 gibi genis bir araliktadir ve bu ¢alismada elde
edilen sonug (6.02) literatlirdeki degerlerle uyum icindedir.

Cizelge 4.2. Cesitli Urtinlerden izole Edilen PFO’ larin Optimum pH Degerleri

Optimum pH Uriin Substrat Referans
7.5 Cassava kokleri Katesol, L-Dopa | Barthet,1997
7.0 Musmula 4-Metil Katesol Ayaz ve ark., 2008
50-7.5* Jonagored elmasi Katesol Rocha ve Morais, 2001
5.0 Hint cay yapragi Katesol Halder ve ark., 1998
4.0 -7.0* Zambak Katesol Yang ve Wang, 2008
9.0 Fasulye surgunleri Katesol Nagai ve Suzuki, 2003
7.0 Patlican Katesol Dogan ve ark., 2002
7.0 Anamur muzu Katesol Unal, 2007
3.0 Napolyon Gzimu 4-tert-bltilkategol | Delicado ve ark.,2007

* Enzimin iki optimum pH’ st bulunmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Selin Nazmiye YABACI

4.3. Optimum Sicaklhk

Kimyasal reaksiyonlarin hizi genellikle sicakliktaki artisla artar. Enzimlerle
katalizlenen reaksiyonlarin hizlari da sicaklikla artmakla birlikte, yiksek
sicakliklarda enzimler protein yapilarindan dolay:r aktivitelerini  kaybederler.
Yuksek sicakliklar enzimatik reaksiyonda rol oynayan fonksiyonel gruplarin
disosiye olma durumunu etkileyebilir; enzimin aktivatorlere ve inhibitorlere ilgisini
etkileyebilir; reaksiyonda substrat olabilecek oksjeninin  ¢OzUnlrlUguni
etkileyebilir. Bunlarin disinda, yiUksek sicaklik enzimleri inaktive edebilir.
Reaksiyon hizinin maksimuma eristigi noktadaki sicaklik derecesine optimum
sicaklik denir. Enzimlerin biyuk ¢ogunlugunun optimum aktivitesi 30-40 °C'dir ve
45 °C'nin Uzerinde denatiirasyon baslar.

Cay bitkiss PFOsunun en yiuksek aktivite gosterdigi optimum sicakligi
belirleyebilmek icin 20-80°C’ler arasinda enzim aktivitesi olgilmis ve sonuglar %
nishi aktivite olarak sekil 4.3'de verilmistir. Olcimlerde standart reaksiyon karisimi

kullanil mastur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Selin Nazmiye YABACI

Sekilden de gordldigt gibi enzim en yiuksek aktiviteyi 30°C’de gostermistir.
30°C’den itibaren sicakliktaki artisla beraber enzim aktivitesinde yavas da olsa
dusme gozlenmistir. Ancak, enzim 20-80°C gibi oldukga genis bir sicaklik araliginda
yuksek aktivite gostermektedir. 80°C’ de dahi % 72 gibi yiksek aktiviteye sahiptir.

Degisik Urtnlerden izole edilen PFO ile yapilan optimum sicaklik galisma
sonuglar: gizelge 4.3 de verilmistir. Cizelgede de goruldigu gibi degisik trtnlerin
optimum sicaklik degerleri 12-45 °C gibi genis bir araliktadir ve bu ¢alismada elde
edilen sonug (30° C) literattrdeki degerlerle uyum icindedir.

Cizelge 4.3. Cesitli Urtinlerden izole Edilen PFO’ larin Optimum Sicaklik Degerleri

Optimum sicaklik (°C) Uriin Referans
30-40 (iki izoenzim arasinda) Cassava kokleri Barthet,1997

30 Musmula Ayaz ve ark., 2008
40 Fasulye surgunleri Nagai ve Suzuki, 2003
25 Enginar Aydemir, 2004
45 Dut Arslan ve ark., 2004
30 Anamur muzu Unal, 2007.
12 Ferula bitkisi Erat ve ark. 2006

4.4. Substrat Spesifikligi

MichaelisMenten sabiti (Ky) ve maksimum hiz (Vmas) degerlerini
belirleyebilmek icin pH 6.02 ve 30°C’de ¢esitli konsantrasyonlarda katesol, 4-metil
katesol, pirogallol ve kafeik asit kullanilarak enzim aktivitesi olciilmiistiir. Olguimler
iki paralelli yapilmistir. Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak her bir substrat icin K,
ve V mas degerleri hesaplanmustir. Sonuglar Cizelge 4.4’ de gorilmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Selin Nazmiye YABACI

Cizelge. 4.4. Cay Y aprag1 PFO’ sunun Kinetik Parametreleri

Substrat
Vmaks Vmaks/ Km
Substrat Konsantrasyonu Km (MM) r2 4 4 1
(Abs.dk™) Abs.dk".mM
(mM)
Katesol 25.00 - 200.00 243.70 | 0.979 2.90 0.012
4-metil katesol 6.25 — 100.00 10.30 0.999 1.80 0.174

Gallik asit 50.00 — 200.00

Pirogallol 200.00 — 400.00 3113.40 | 0.923 7.90 0.003
Kafeik asit 0.75-3.00

Cay bitkisi PFO enzimi, denenen substratlardan kafeik asit ve gallik asite
kars1 hi¢ aktivite gostermemistir. Bir enzim igin K maksimum hizin yarisina

erisildigi andaki substrat konsantrasyonunu gosterir. K, degeri enzimin substrata
olan ilgisini gosterir ve bu deger ne kadar kiiglkse enzimin substrata ilgisi o kadar
yuksektir. Ky, degerleri kiyaslandiginda enzim ilgisinin en yiksek oldugu substrat 4-
metil katesoldir. V mad Km Orant daenzim icin en iyi substrat1 gosterir. Bu degerin en
yiksek oldugu substrat 4-metil katesoldir. Bir baska ifadeyle, enzim icin en iyi
substrat 4-metil katesol olmustur. Halder ve ark.’nin calismalarinda (1998) cay
PFO’su icin katesin en iyi substrat olarak bulunmustur (Kny: 0.49 mM), enzim
monofenolleri ve p-kuinoll okside edememis, katesoll okside edebilmistir.

Cizelge 4.5de degisik Urunlerden izole edilen PFO'nun K, degerleri
verilmistir. Cizelgeden goruldigi gibi degisik trtnlerden izole edilen PFO’larin K,
degerleri 3.4-230 mM gibi genis bir aralikta degismektedir.

Cizelge 4.5. Gesitli Uriinlerin PFO’ larinin K, Degerleri
Urlin Substrat Km (MM) Referans
Cassava kokleri katesol 28.21 Barthet,1997
Hint cay yapragi katesol 12.52 Halder ve ark., 1998
Zambak katesol 3.40 Yang veWang, 2008
Fasulye surgunleri katesol 71.00 Nagai ve Suzuki, 2003
Enginar basi katesol 10.20 Aydemir, 2004
Anamur muzu katesol 8.50 Unal, 2007
Jonagored elmasi katesol 230.00 Rocha ve Morais, 2001
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4.5. Termal inaktivasyon

PFO’1n termal inaktivasyon kinetigi 70°C’de 5, 10, 15 ve 20 dk, 75°C’de 5,
10, ve 15 dk ve 80°C’de ise 2, 5, 10 dk strelerde galisilmistir. Termal inaktivasyon
parametreleri 1sil isleme maruz kalmis enzimlerin aktivitelerinin isitilmamis érnegin
aktivitesine kiyaslanmasiyla kp (inaktivasyon sabiti), ti, (yar1 émir) ve D (desimal
indigenme siresi) degerleri hesaplanmis ve sonuclar cizelge 4.6'da verilmistir.
Sicaklik arttikca kp degerleri artmus buna karsilik enzim aktivitesini yar1 yariya
azaltmak icin gereken siire ve D degerleri azalmistir. 70°C’de enzimin yart émar
degeri 52.9 dk iken 80°C’de 29.6 dk olmustur. Bu degerlerden enzimin termal
dayanililiginin yuksek oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.6. Cay Y aprag1 PFO’ sunun Termal Inaktivasyon Parametreleri

Sicaklik (°C) kp (dak™) r2 ty, (dak) D (dak)
70 0.0131 0.7352 52.9 175.8
75 0.0159 0.9227 43.6 144.8
80 0.0234 0.9716 29.6 98.4

Termal inaktivasyon calismalarinin diger 6énemli parametreleri aktivasyon
enerjisi (Ez) ve enzimin D degerinde bir logl0 azalma icin (% 90 azalma igin)
gereken sicaklik artig1 ifade eden Z degeridir. Bu calismada, Z ve E, degerleri
sirastyla 39.68°C (r2=0.9645) ve 58.301 kj.mol™ (r2=0.9614) olarak hesaplanmustir.
Termal inaktivasyon parametrelerinin @ diger arastiricilarin - sonucglart  ile
karsilastirilmas: calisilan sicaklik ve sirelerdeki farkliliklar nedeniyle zordur.
Cizelge 4.7da degisik UrUnlerden izole edilen PFO enzimlerinin aktivasyon
enerjileri (Ez) degerleri gorilmektedir. Bu deger Urline gore ve hatta ayn Uriinde bile
onemli farklilik gostermektedir. Cizelgeden goruldigt gibi degisik Grtnlerin
aktivasyon enerji degerleri 15.80-225.43 kj.mol™ gibi genis bir aralikta
degismektedir. Bu calismada elde edilen sonuc (58.301 kj.mol™) literatiirdeki

degerler arasindadir.
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Cizelge 4.7. Cesitli Urtinlerden izole edilen PFO’ larin Aktivasyon Enerjileri

) Aktivasyon Enerjisi (Ea)

Urlin (kj.mol"Y) Referans
Victoria Gzim 225.43 Ré&peanu ve Bulancea, 2005
Zambak 100.80 Yang ve Wang, 2008
Anamur muzu 155.00 Unal, 2007
Ananas puresi 82.80 Chutintrasria ve Noomhormb, 2006
Enginar basi 15.80 Aydemir, 2004

Z degerinin buyutk olmasi enzimin 1sil dayanikliliginin diger bir gostergesidir.
Répeanu ve Bulancea (2005) Victoria tzimi PFO enzimi ile yaptiklar: ¢alismada
enzimin Z degerinin 9.66°C oldugunu bulmuslardir. Unal (2007) calismasinda
Anamur muzu PFO enziminin Z degerinin 14.2°C oldugunu bulmustur. Chutintrasria
ve Noomhormb (2006) calismalarinda Ananas piress PFO enziminin Z degerini
21.5°C bulmuslardir. Bu degerlerle karsilastirildiginda cay bitkis PFO’sunun Z
degeri oldukca yuksektir (Z=39.68°C). Bir baskaifade ile, ¢ay bitkisi PFO enziminin
151l dayanikliligr yiksektir.

Cay bitkisi PFO’sunun 1sil direncinin yiksek olmasi kurutma asamasi
bakimindan 6nemlidir. Kurutma asamasi; 1sil islem uygulamasi ve nem kayb ile
enzimatik reaksiyonlarimin durduruldugu ve 1st etkisi ile yeni bilesiklerin ortaya
ciktigr 6nemli bir asamadir. Sicakliga dayanikli oldugu igcin PFO enzimini inaktive
etmek icin, sanayide kurutma asamasinda caya ilk asamada 120-140°C gibi yUksek
sicaklik uygulanir. Uretim metodu ile degismekle beraber, daha sonra bu sicaklik
derecesi azaltilarak isleme devam edilir ve sicaklik en son 90-100 °C’ ye iner (Temple
ve ark.,2001). Cay bitkisinde gorilen enzimatik oksidasyon, kurutma safhasina
gegilince birden kesilmez. Yani, bu safhada da yeni bilesikler olusmaya devam eder.
Su miktarinin giderek azalmasi ve sicaklik uygulamas ile kademeli olarak enzimatik
oksidasyon yavaslar ve kurutma isleminin sonunda tamamen durur. Bu islemin
uygun olmayan kosullarda yapilmasi istenmeyen bilesikler olusmasina ya da
arzulanan bilesiklerin olusamamasina sebep olabilir. Bu da kaliteyi dogrudan
etkileyecektir.
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4.6. inhibitorlerin Etkis

Inhibitorler reaksiyon ortamina eklendiginde enzim hizim azaltan dogal ya da
yapay kimyasal maddelerdir. Bilesiklerin inhibe edici etkileri inhibitérin safligina,
konsantrasyonuna, enzimin kaynagina, substratin varolusuna, pH ve sicakliga
baglidir. PFO bir metallo proteindir. Selat yapici ganlarla inhibe edilebilir
(etilendiamintetraasetat (EDTA), sodyum dietilditiokarbomat (DIECA) ve sodyum
azid). Askorbik asidin inhibisyonu ile ilgili iki mekanizma ileri slrdlmustdr.
Bunlardan ilkine gore, askorbik asit enzimin aktif merkezindeki bakirla selat
olusturarak inhibisyona neden olmaktadir. ikincisinde ise askorbik asit merkezdeki
bakir1 indirgemektedir. Sodyum disiilfit, indirgeyici bir ajandir. Indirgeyici gjanlar
gida endutrisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ajanlar o-kinonlarin
birikimini dnlemek yolu ile melaninlerin olusumunu inhibe eder veya stabil renksiz
Urdnler olustururlar. L-sistein antioksidan ¢zellikte bir maddedir (Zawistowski ve
ark., 1991).

Bu calismada, askorbik asit, sodyum disilfit ve L-sisteinin gay bitkisi
PFO’suna olan inhibibe edici etkileri 0.01, 0.10 ve 1.00 mM konsantrasyonlarda
incelenmistir. Sonuglar % inhibisyon olarak Cizelge 4.8’ de verilmistir. Denenen tim
inhibitorlerde % 100 inhibisyon gorilmemis, en yuksek inhibisyon derecesi %
16.9'luk inhibisyon derecesi ile 1 mM konsantrasyonda sodyum disiilfitle olmustur.
Askorbik asit ve sodyum disllfitin inhibe edici etkileri birbirine yakin olmus, buna
karsilik L-sistein en distk inhibisyonu gostermistir.
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Cizelge 4.8. inhibitorlerin Cay Y aprag: PFO’ suna Etkileri

inhibitor Konsantrasyon(mM) | inhibisyon (%)
0.01 12.7 £ 1.53
Askorbik asit 0.10 145+ 4.10
1.00 155+ 0.92
0.01 6.4+0.21
Sodyum distlfit 0.10 7.9+ 1.99
1.00 16.5+£0.46
0.01 Yok
L-Sistein 0.10 3.3+1.70
1.00 6.6 +2.10

Halder ve ark. (1998) Hint cay yapragi PFO’su Uzerine yaptiklar
calisgmalarda enzimin 2 mM tropolone ile tamamen inhibe oldugunu bulmuslardir.
Gregory ve ark.’1n (1966) cay bitkisi PFO’su Uzerine yaptiklar: calismada ise 1 mM
potasyum siyanide ile tam inhibisyon gerceklesmistir.  Dietilamonyum
dietilditiokarbameyt 5 mM konsantrasyonda enzimi tamamen inaktif etmistir. Bu iki
inhibitor de zamana-bagli etki gostermislerdir. 10mM tiolrea, %80 inaktivasyona yol
acmistir.  Sodium EDTA (10mM),doymus 8-hidroksikinolin and 10mM
kloroasetofenon inhibe edici etki gbstermemislerdir.

Y ang ve Wang'in (2008) zambak bitkisi PFO’su tzerine yaptiklar: ¢calismada
en etkili inhibitdr sodyum silfit (0.1 mM) bulunurken, askorbik asit, L-sistein ve
tiotreadanin yiksek konsantrasyonlarda (10 mM) oldukga etkili inhibe edici etki
gogerdigi bulunmustur. NaCl ve sitrik asit bu bitki enzimi icin zayif inhibitorler
olarak belirtilmistir. Nagai ve Suzuki'nin (2003) fasulye filizi PFO’'su Uzerine
yaptiklar: calismada 3 mM konsatrasonda askorbik asit, L-sistein, 2-merkaptoetanol
ve glutatiyon etkili inhibitorler olarak gosterilmistir. Unal’in (2007) Anamur muzu
PFO’su Uzerine yaptigi calismada askorbik asit ve sodyum metabisilfit en etkili
inhibitorler olarak bulunmustur. NaCl ve sitrik asit daha az etkili bulunmustur. Ziyan
ve Pekyardimcr’ min (2003) Ankara armudu PFO’su Uzerine yaptiklar: calismada
sodium  dietilditiyokarbameyt en  etkili  inhibitér olarak  bulunmustur.

28



5. SONUC VE ONERILER Selin Nazmiye YABACI

5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada cay yapragindan izole edilerek kismen saflastirilan Polifenol
oksidaz'in (PFO) biyokimyasal oOzellikleri arastirilmustir. Bu baglamda, enzimin
optimum pH ve sicakligi, substrat spesifikligi ve termal inaktivasyonu incelenmistir.
Elde edilen bulgulardan;

Denenen substratlara enzimin ilgisinin disuk oldugu, kafeik asit ve gallik

asite kars1 hig aktivite gostermedigi ve enzim ilgisinin en yuksek oldugu

substratin 4-metil katesol oldugu,

pH 4.03'ten 6.02’ye dogru artirildikga aktivitenin de arttigi, en yuksek

aktivitenin 6.02'de goruldugl ve enzimin pH 4.5-7.0 gibi genis bir aralikta

yuksek aktivite gosterdigi,

En yiksek aktivitenin 30 °C’ de oldugu, 30 °C’ den itibaren enzim aktivitesinin

yavasca dusttigti, ancak yine de, enzimin 20-80°C gibi oldukca genis bir

sicaklik araliginda yuksek aktivite gosterdigi,

Enzimin Z degerinin 39.68°C (r>=0.9645) oldugu ve termal stabilitesinin

yuksek oldugu,

En distk inhibisyon etkisinin L-sistein’de goruldigl, askorbik asit ve

sodyum distlfit'in 1 mM konsantrasyonda inhibisyon etkilerinin yakin

oldugu bulunmustur.
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