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ONSOZ VE TESEKKUR

Fenolik madde igerigi bakimindan zengin olan bircok besin grubu dogal PPO
(Polifenol oksidaz) kaynagi olarak kullanilmakta ve g¢esitli arastirmalara dahil
edilmektedir. PPO’lardan ilag, kozmetik ve tekstil gibi bir¢ok alanda
yararlanilmaktadir. Bu ¢alismada zengin PPO kaynagi olan mantara alternatif olarak
kullanilacak  bir bitki tiiriiniin  tespit edilip enzim karakterizasyonunun
gerceklestirilmesinin yani sira kullanilan yontemle de daha avantajli, giivenilir ve
kolay enzim preperasyonu yapilmasina olanak sagladigina inanilmaktadir.

© Kocaeli ilinden toplanan bazi tibbi bitkilerde polifenol oksidaz enziminin
taranmasi ve biyokimyasal karakterizasyonu *’ adli yiiksek lisans tez ¢alismamin her
asamasinda yardimlarini esirgemeyen, bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim,
danmismanim, Dr. Ogr. Uyesi Yonca Yiizigilli Karakus’a, bu calismay:
gergeklestirirken laboratuvarinda ¢alismama miisaade eden Sayin Prof. Dr. Fazil
Ozen’e, bu calisma icin gerekli bitki materyallerinin toplamip, tiir teshisinin
yapilmasinda ve ¢aligmamla ilgili ¢esitli konularda yardimini esirgemeyen Sayin Ar.
Gor. Dr. Arda Acemi’ye, basta Semih Isik ve Giince Go¢ olmak {izere birlikte
calistigim, desteklerini esirgemeyen Biyoloji Boliimiindeki tiim arkadaslarima,
tezimin degerlendirilmesi ve gelistirilmesinde yardimci olan degerli jiiri iiyeleri
hocalarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, maddi ve manevi desteklerini her zaman hissettiren aileme tesekkiir
ederim.Tez ¢alismami destekleyen Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
(Proje Numarasi: 2017/057) birimine de siikranlarim1 sunarim.
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KOCAELI iLINDEN TOPLANAN BAZI TIBBI BITKiLERDE POLIFENOL
OKSIDAZ ENZIMININ TARANMASI VE BiYOKIiMYASAL
KARAKTERIZASYONU

OZET

Ulkemiz yenilenebilir enerji kaynaklar1 agisindan biiyiik bir potansiyele sahip
olmasma karsin, bu kaynaklarin endiistriyel kullanimdaki pay1 oldukca diisiik
goziikkmektedir. Bu ¢alismada fenolik madde igerigi agisindan zengin olan mantara
alternatif olarak kullanilabilecek ekonomik bir bitkisel polifenol oksidaz
kaynagimin/kaynaklarinin  bulunmast ve enzimin olast uygulama alanlarinin
bulunmasi igin karakterizasyonu hedeflenmistir. Bu hedefle, Kocaeli ili yerel
pazarlarda ve aktarlarda yaygin olarak satilan ve tibbi Ozellige sahip bazi bitki
(biberiye (Rosmarinus officinalis), Trabzon hurmasi (Diospyros kaki), incir (Ficus
carica), tongel (Mespilus germanica), bogiirtlen (Rubus canescens), koyunkiran
(Hypericum calycinum), dag cilegi (Fragaria vesca), ebegiimeci (Malva sylvestris),
adacay1 (Salvia forskahlei) ve kivircik nane (Mentha spicata) yapraklari polifenol
oksidaz aktiviteleri agisindan taranmugtir. Calisilan bitki 6rnekleri arasindan sadece
biberiye yapraklarinin katekol substrati ile mantarla karsilastirilabilecek diizeyde
yiiksek polifenol oksidaz aktivitesine sahip oldugu saptanmigtir. Daha sonra
biberiyeden enzim Uglii-Faz Ayirma (TPP, Three Phase Partitioning) sistemi ile ilk
defa bu caligmada saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Buna gore, %50 (w/w)
(NH4)2S0a4, 1:1 oraninda enzim/t-biitanol i¢eren pH 6,5’da (25°C) hazirlanmis
sistemden polifenol oksidaz enzimi orta fazda toplanmis ve yaklasik %59 geri
kazanim ile 15 kat saflastirilmistir. Enzim molekiil agirligt SDS-PAGE ile yaklagik
53 kDa olarak, optimum pH ve sicaklik degerleri ise sirasiyla 7,0 ve 40°C olarak
belirlenmistir. Substrat spesifite sonuclar1 enzimin katekol oksidaz 6zelligi
gosterdigine isaret etmektedir. Enzim dayanikliliginin sicakliga bagh olarak azaldig:
gozlenirken pH 6,0-9,0 arasinda aktivitesinin yaklasik %80 ila %99’unun korundugu
gbzlenmistir. Ayrica, enzimin Dimetilsiilfoksitten (DMSO) olumsuz yonde
etkilenmedigi goriiliirken test edilen ¢oziiciilere karsi ilgisi DMSO > Metanol >
Aseton > Etanol seklinde bulunmustur. Sonug olarak biberiye yapraklarinin polifenol
oksidaz kaynagi olarak kullanilabilecegi 6n goriilmekte ve bu bitkiden tek adimda
gerceklestirilen ekstraksiyon metodunun basit, giivenilir, ekonomik ve etkili bir
metot olarak enzim preparat1 hazirlamada kullanimi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Polifenol Oksidaz, Rosmarinus officinalis, Saflastirma,
Uclii-Faz Ayirma.
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SCREENING AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
POLYPHENOL OXIDASE ENZYME IN SOME MEDICAL PLANTS
COLLECTED FROM KOCAELI.

ABSTRACT

Although our country has abundant renewable energy sources, the ratio of industrial
usage of these sources is surprisingly quite low. In this study, it was aimed to
determine an alternative source(s) to mushroom, which has been known as potential
phenol source, for poliphenol oxidase production and characterize the enzyme for
investigation of its possible application areas. Towards this aim, the some medicinal
plant leaves (rosemary (Rosmarinus officinalis), kaki persimmon (Diospyros kaki),
fig (Ficus carica), medlar (Mespilus germanica), blackberry (Rubus canescens),
Rose-of-Sharon (Hypericum calycinum), wild strawberry (Fragaria vesca), common
mallow (Malva sylvestris), garden sage (Salvia forskahlei) ve spearmint (Mentha
spicata) which are widely used in local markets and herb shops in Kocaeli were
screened in terms of their poliphenol oxidase activities. Among them, the rosemary
leaves have been found to possess the highest poliphenol oxidase activity against
catechol among the other plants tested and mushroom (known as a rich source of
phenol oxidases). Then, the enzyme has been purified by Three-Phase Partitioning
(TPP) from the rosemary leaves and characterized for the first time. Accordingly, the
polyphenol oxidase enzyme has been partitioned to the interphase in the system
prepared at pH 6.5 (25°C) by addition of t-butanol with the ratio of 1:1 (v/v) to the
mixture containing crude extract saturated with 50% (w/w) (NH4)2SOa4. Under these
conditions, the enzyme has been 15-fold purified with a 59% activity recovery. The
molecular weight of the enzyme has been determined as 53 kDa by SDS-PAGE. The
optimum pH and tepmerature values have been estimated as 7.0 and 40°C,
respectively. Enzyme stability has been observed to decrease with respect to
temperature, while 80-99% of its initial activity has been remained at a pH range
from 6.0 to 9.0. In addition, while the enzyme has not been adversely affected by
Dimethylsulfoxide (DMSO), its affinity for the tested solvents has been found in
DMSO> Methanol> Acetone> Ethanol. As a result, it has been suggested that the
rosemary leaves can be used as a source of polyphenol oxidase and the single-step
extraction method tested here provides a simple, reliable, economical and efficient
way for enzyme preparation.

Keywords: Polyphenol Oxidase, Rosmarinus officinalis, Purification, Three-Phase
Partitioning (TPP).
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GIRIS

Gelismekte olan teknoloji, cevre kirliligi, zirai ilaglar, sigara, ultraviyole (UV)
1sinlart ve diger bircok etken canlilarin, 6zellikle de insanlarin, cesitli zararh
etmenler ile kars1 karsiya kalmasina neden olmaktadir. Cevresel ve psikolojik etkiler
bireylerde serbest radikal (SR, ROS, reaktif oksijen bilesikleri) olusumuna neden
olmaktadir (Ogiit, 2014). Olusan bu serbest radikallerin lipidler, proteinler ve DNA
ile etkilesimi sonucunda bu hayati molekiiller zarara ugrar, normal fonksiyonlari
bozulur. Son yillarda serbest radikaller ve bunlarin insan saglig1 agisindan zararlari
giderek 6nem kazanmuis, ateroskleroz (damar sertligi), diyabet, kanser ve yaslanma
(aging) gibi bircok gibi bir¢ok hastalik mekanizmasimin altinda serbest radikallerin
meydana getirdigi hasarlarin oldugu o©ne siriilmiistir (Akagiin, 2009). Bu
hastaliklara ¢oziim getirmek oOncelikle bu hastaliklarin olusumunu engellemekle
gerceklesebilir. Bunun icin de ilaglardan Ote tiiketilen saglikli besinler Snem
kazanmaktadir. Antioksidan igeren besinler bu amagla tiiketilebilecek 6nemli besin

gruplaridir (Ogiit, 2014).

Son 10 yildir aragtirmacilar ve gida iireticilerinin polifenollere olan ilgileri oldukca
artmistir. Bunun nedeni polifenollerin antioksidan 6zellik gostermeleri ve canh
organizmalarin belirli hastaliklarinda 6nleyici olarak gorev yapmalaridir (Jime nez

ve dig., 2018).

Polifenoller meyve, sebze ve tahilda dogal olarak bulunur (Pandey ve dig., 2009).
Patojen saldirisina, ultraviyolenin zararli etkilerine kars1 koruyucu olarak gorev
yapmaktadirlar (Beckman, 2000). Polifenoik bilesiklerin hepsi farkli kimyasal
yapilara sahip oldugundan, hepsinin farkli biyolojik islevleri vardir (Pandey ve dig.,
2009). Bitkilerin sekonder metabolitleridir (Daglia, 2012). Gidalarin aci, tat, koku
gibi niteliklerinin olusumunda rol oynayabilecegi gibi aromaya da katkida bulunarak
lezzet arttirabilir ve besinlerin dis gériinlimiinde 6nemli rol oynarlar (Pandey ve dig.,

2009).



Polifenol oksidazlar temel olarak ii¢ grup altinda incelenmektedir; Bunlar; lakkazlar
(p-difenol:oksijen-oksidorediiktaz, E.C. 1.10.3.2), katekol oksidazlar (o-difenol:
oksijen-oksidorediiztaz, E. C. 1.10.3.1) ve tirozinazlardir = (monofenol-
monooksijenazlar, E.C. 1.14.18.1). Lakkazlar dort bakir atomu, katekol

oksidaz/tirosinazlar ise iki bakir atomu igermektedirler (Yediel, 2018).

Lakkazlar, hem p-difenol hem de o-difenoller tizerinde etkilidirler (Mayer ve Harel,
1979). Tirozinazlar monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu gergeklestirirler.
Bitkisel iirlinlerde kararmaya neden olmasi sebebiyle bitki dokularinda oldukga sik

rastlanilan bir enzimdir (Chazarra ve dig., 2001).

Katekol oksidazlar, zarar goérmiis bitki dokularini patojenlere ve boceklere karsi
korurlar. Bu enzim grubu o-difenoller tizerinde etkilidir. Bitkilerde kahverengi

polifenolik katekol melaninlerinin olusmasini saglarlar (Eicken ve dig., 1999).

Bu ¢alismada, Kocaeli ili sinirlari igerisinde dogal ve yaygin olarak yetisen Biberiye
(Rosmarinus officinalis L.), Trabzon hurmas: (Diospyros kaki L.FIL.), incir (Ficus
carica L.), Tongel (Mespilus germanica L.), Bogiirtlen (Rubus canescens DC.),
Koyunkiran (Hypericum calycinum L.), Dag cilegi (Fragaria vesca L.), Ebegiimeci
(Malva sylvestris L.), Adagay1 (Salvia forskahlei L.) ve Kivircik nane (Mentha
spicata L.) toplanarak, toplanarak, her birinin taze yapraklarindan oziitler elde edildi
ve katekol substrati kullanilarak spektrofotometre (Cary 60, Agilent) ile polifenol
oksidaz enzimlerin varlig1 analiz edildi. Yaprak oziitleri arasinda polifenol oksidaz
enzim miktar1 en yiiksek olan bitki (Rosmarinus) belirlendi ve <’Uglii-Faz Ayirma’
yontemiyle enzim saflastirildi. Saf olarak elde edilmis olan enzimin, elektroforez
yontemi kullanilarak, molekiil agirligi belirlendi. Daha sonra enzimin biyokimyasal
karakterizasyonunun yapilmasi i¢in spektrofotometrik analizler (sicaklik ve pH
etkisi, substrat spesifite tayini, organik solventlerin fenol oksidaz enzimi aktivitesi

tizerine etkisi) gergeklestirildi.

Yiiriitilen bu calismada endiistriyel acidan 6nem arz eden polifenol oksidaz
enzimlerinin; ilk defa Kocaeli’nde yetisen, aromatik ve/veya yenilebilir 6zellikteki
bazi bitkiler ile tibbi agidan faydali oldugu diisiiniilen; ayn1 zamanda ¢ay olarak da
tiikketilen bitkilerdeki taramasi gergeklestirilmistir. Bitki kaynakli fenol oksidazlarin

kromatografik yontemlerle saflastirilmasina ait c¢ok sayida literatiir caligmasi
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bulunmasina ragmen bu ¢alismada kullanilan {iglii-faz ayirma yonteminin bulundugu
rapor sayist smirli sayidadir. Kullanilan bitkisel materyallerde polifenol oksidaz

enzimine ait daha dnce yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu c¢alismadaki temel hedef, dogal olarak yetisen bazi tibbi aromatik bitki
yapraklarmin bircok farkli endiistriyel sektérde kullanim alanina ve ticari oneme
sahip polifenol oksidaz enzimlerinin iretimi i¢in tarimsal kokenli ucuz ve
yenilenebilir biyokiitle olusturdugunu gostermektir. Ayrica, bitkisel polifenol oksidaz
enziminin geleneksel kromatografi yontemlerine gore ¢ok daha kisa siirede ve diisiik
maliyette saflagtirma olanagi sagladigi gibi kolay manipiile edilebilir 6zellikte ve
olduk¢a giivenilir olan ficlii-faz ayirma yontemi ile izole edilebilecegini ortaya

cikarmaktir. Nitekim calismada belirlenen hedeflere basariyla ulasilmistir.



1. GENEL BIiLGILER
1.1. Polifenoller

Polifenoller, bitkilerin sekonder metabolitleridir (Daglia, 2012).

Biitiin bitki fenolik bilesikleri, ortak bir ara madde, fenil alanin ve 6ncii bir skihimik
asitten meydana gelmektedir. Cogunlukla hidroksil gruplarina bagli bir veya daha
fazla seker kalintisi ile konjuge formlarda ortaya ¢ikarlar (Kondratyuk ve dig., 2004).

Polifenolik bilesikler, icerdikleri fenol halkalarinin sayisinin ve bu halkalar1 birbirine
baglayan yapisal elemanlarin fonksiyonuna gore Fenolik asitler, Flovonoidler,
Stilbenler ve Liganlar olarak farkli gruplarda siniflandirilirlar (Jimenez ve dig.,

2004). (Sekil 1.1.)
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Sekil 1.1. Farkli polifenol gruplarmmin kimyasal yapilari. (Fenolik asit [1],
Flavonoidler [2], Stilbenler [3], Lignanlar [4]) (Pandey ve dig., 2009)



Hidrobenzoik ve hidrosinamik asit tiirevleri olarak ikiye ayrilan Fenolik asitler,
gidalarda  bol miktarda bulunur. Hidrosinamik asit yenilebilir bitkilerde,
hidrobenzoik aside oranla daha fazla bulunur ve p-kumarik, kafeik, ferulik, sinapik

asitlerden olusur (Naczk ve dig., 1995).

Flavonoidler, temel olarak {i¢ karbon atomunun birleserek olusturdugu heterosikl
grubu ile baglanmis iki aromatik halkadan olusur (Pandey ve dig., 2009). Bitkilerin,
cekici renkli yapraklarinin olusumundan sorumlu 4000°den fazla flavonoid tiirii

tanimlanmistir (Groot ve dig., 1998).

Yapilarindaki heterosikl ¢esidine gore flavonoidler; flavonoller, flavonlar,
flavanonlar, flavanoller, antosiyaninler ve izoflavonlar olarak alti gruba

ayrilmaktadirlar (Jimenez ve dig., 2004) (Sekil 1.2.)

Sekil 1.2. Flavonoidlerin alt siniflarinin kimyasal yapilari (Flavonoller [1],
Flavanonlar [2], Flavanoller [3], Flavonlar [4], Antosiyaninler [5],
Isaflavonlar [6]) (Pandey ve dig., 2009)

Stilbenler, iki karbon igeren metilen kopriisiiyle birbirine baglanmig, iki fenil
parcasindan olusurlar. Bitkilerde enfeksiyon ve yaralanma sonucu tepki olarak

sentezlenmektedirler (Pandey ve dig., 2009).

Resveratrol (3,4',5-trihidroksistilben), dogal olarak olusan ve kolay incelenen bir

stilben ¢esididir, en ¢ok liziimde goriiliir (Pandey ve dig., 2009).
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Liganlar, difenolik bilesikler igerirler. 2,3-dibenzilbiitan yapisi igerirler bu yap, iki

sinamik asit tortusunun dimerizasyonundan olusur (Adlercreutz ve dig., 1997).

Polifenoller, bitkilerin maruz kaldigi stres sonucunda olusan zararlara kars1 koruyucu

olarak gorev yapmaktadirlar (Bolwell ve dig., 2000).

Bitkilerin dig katmanlar1 i¢ katmanlara oranla daha fazla polifenolik bilesik
icermektedir (Estrella ve dig., 1992). Bitkilerin polifenol igeriklerinde, cevresel
faktorler, hasat sirasindaki biiyiime derecesi, depolama gibi faktorler etkili
olmaktadir. Bunlarin yani1 sira yetisme siirecindeki giines 1s1g1ina maruz kalma siiresi,

toprak yapis1 vb. faktorlerde etkili olmaktadir (Manach ve dig., 2004).

Bitkilerin polifenol igerigini etkileyen diger bir faktér de depolama kosullaridir.
Yapilan calismalar, bitkilerin depolandig1 siire igerisinde yapilarindaki polifenol
oranlarmin azaldigimi goéstermektedir. Bunun nedeni polifenollerin  kolayca
oksidasyona ugramasidir (Manach ve dig., 2004). Oksidasyon reaksiyonlari,
gidalarin yap1 ve goriintiisiinde, tadinda degisikliklere neden olmaktadir (Pandey ve
dig., 2009). Bu tiir degisiklikler, gida kalitesini diisiirlip zararl olabildigi gibi, siyah
caymn olusmasi ya da erken hasat edilen bazi meyve tiirlerinin mevcut fiziksel
gorilintlisiinlin meydana gelmesine olanak saglayarak faydali da olabilmektedir

(Hogge ve dig., 1982).

1.2.  Polifenol Oksidazlar (PPO)

PPO enzimleri, bitkilerin kok, yaprak, ¢icek ve vaskiiler dokularini da kapsayan
cesitli kisimlarinda bulunur (Constabel ve dig.leri, 2008). Tilakoidler basta olmak
tizere kloroplast ve mitokondride membranlara sikica bagli olarak bulunmaktadir

(Corzo-Martinez ve dig., 2012; Yoriik ve dig., 2003).

Cekirdekte kodlanan (niikleer kodlu) PPO, stoplazmik ribozomlarda sentezlenir. Asil
yeri olan plastidlere gidene kadar inaktiftir; plastidin tilakoid membranina baglanana
kadar saperonlar tarafindan tutulur, sabitlenir. Bu protein, N- ucunda yer alan bir
sinyal peptid dizilimi ile kloropasta yonlendirilir, daha sonra bu sinyal dizisi bir
peptidaz enzimi tarafindan kesilir, olusan olgun protein (PPO) tilakoid membrana
sikica baghdir. Kayisi, elma, iizim, patates, domates ve 1spanak gibi ¢esitli bitkilerde

bu sekilde PPO olusumu goriilmektedir (Y 6riik ve dig., 2003).
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PPO’lar, bakir icerdikleri igin Tip 3 bakir proteini olarak bilinmektedir. Aktif
merkezinde diniikleer bakir kompleksi yer almaktadir (Mayer, 2006). Bakir atomlar1
Cu(A) ve Cu(B) olarak isimlendirilir. Enzimin aktif merkezi reaksiyon sirasinda Met,
Deoksi ve Oksi adi verilen iiglii bir dongli gegirmektedir. Her bir dongiide iki
molekiil katekol kinona yiikseltgenirken, bir molekiiler oksijen suya indirgenir
(Mishra ve dig., 2012). (Sekil 1.3.)
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Sekil 1.3. Kataliz sirasinda PPO merkezindeki met, deoksi ve oksi formlarini
dongiisii (Eicken’den uyarlayan Mishra ve dig., 2012).

Polifenol oksidazlar hasar gormiis dokularda fenolik bilesiklerin, kahverengi
pigmentleri iireten kinonlara oksidasyonunu kataliz ederler. Enzimatik esmerlesme
olarak bilinen bu olay, besinlerin dis goriiniisiinii bozdugu ve sonucunda besinlerin
kalitesi etkiledigi i¢in besinin tiliketiciler tarafindan tercih edilme olasiligini
diistirmektedir. Bu durum da gida sanayisini ekonomik acidan olumsuz olarak
etkilemektedir (Nufiez-Delicado ve dig., 2005). Enzimatik esmerlesmeden en fazla
etkilenen besin grubunun tropikal meyveler oldugu rapor edilmistir (Elmaci ve dig.,

2018).

PPO’lar bakterilerden memelilere kadar pek ¢ok canlida bulunurlar (Mayer, 1986).
Bitkilerdeki PPO’lar; solunum, fotosentez gibi yasamsal faaliyetlerde serbest

radikalleri siipiiriicii olarak gorev yaparlar (Heimdal ve dig., 1994). Bunun disinda



boceklere ve patojenlere karsi, bitkisel organlar i¢in savunma mekanizmasi

olustururlar (Aydemir, 2004).

Polifenol oksidazlarin ¢esitli fenolik bilesikleri oksitleyebilmeleri, genis substrat
spesifitelerine sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir (Es-Safi ve dig., 2003). Bu
substratlardan bazilar1 meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunmaktadir. Enzimatik
esmerlesmenin yliksek diizeyde goriildiigii elma, bol miktarda klorojenik asit, katekin

ve epikatekin icermektedir (Podsedek ve dig., 2000).

1.2.1. Lakkazlar

Lakkaz (benzenediol: oksijen oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2) enzimleri, oksijen
varliginda difenolik bilesikleri kinonlara yiikseltgeyen, bakir kofaktorlii
oksidorediiktazlardir. Fenolik bilesiklerin yani sira, direngli ¢evre kirleticilerini de

oksitleyebilmektedir (Yediel, 2018).

Katalitik aktivitelerin olusup, devam edebilmesi i¢in her bir lakkaz proteini i¢in en az
dort bakir atomu gerekmektedir. Lakkaz proteinlerine ait dort bakir atomundan biri
Tip 1 (Mavi Bolge) ad1 verilen bolgeye, diger ti¢ bakir atomu ise Tip 2 ve Tip 3 adi
verilen bolgelere ait triniikkleer kisma baghdir (Decker, 2000). Lakkaz enzimi
yapisindaki 4 adet Cu*? atomu kullanarak, substrat molekiiliinden bir elektron

koparip molekiiler oksijene aktararak su agiga ¢ikarir (Yediel, 2018).

Lakkaz enzimi multimerik kompleksler olusturacak sekilde birbirine baglanmis olan
izoenzimlerden meydana gelmektedir. Molekiiler kiitlesi ise 50-110 kDa arasinda
degismektedir. Lakkaz enzimi, toplam kiitlesinin %10-45’inde yer alan karbohidrat

kismi sayesinde yiiksek kararlilik gosteren bir enzim grubudur (Tuncer, 2010).

1.2.2. Tirozinazlar

Sistematik adi; 1,2-benzendiol:oksijen oksidorediiktaz olan Tirozinaz enzimi ayni
zamanda polifenol oksidaz, fenolaz, katekol oksidaz, monofenol oksidaz, kresolaz ve
katekolaz olarak da adlandirilmaktadir. ilk olarak 1856 yilinda Schobenbein
tarafindan mantar icinde kesfedilmistir (Oztan, 2007).

Tirozinazlar aktif merkezlerinde, iki tane oksijen atomuyla etkilesim halinde olan her

biri ii¢ histidin aminoasidi grubuna baglanmus iki bakir atomu igermektedir (Ikehata,
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2000). Molekiiler agirliklar 33 kDa ile 200 kDa arasinda degisiklik gosterir (Oztan,
2007).

1.2.3. Katekol-Oksidazlar

Katekol oksidaz (EC 1.10.3.1) enzimi de Lakkaz gibi difenolaz aktivitesi
gostermektedir (Yediel, 2018). Difenol oksidaz, o-difenolaz, fenolaz ve
polifenoloksidaz olarak da adlandirilmaktadir. Katekol oksidazlar, bir o-difenol olan
katekolii 0-benzokinone okside ederler (Hammer, 1993).

Alt1 adet histidin igeren katekol oksidazin bir histidini kovalent baglarla sisteine

baglidir (Inlow ve dig., 2005).

Katekol oksidazlar, tirosinaz ve hemosiyanin ile birlikte dkaryotlarda ve prokaryot
canlilarda bulunur (Valiev, 2007).

1.3. Bitki Polifenoloksidazlar1 Uzerine Gerceklestirilen Cahsmalar

Yagar (2004), kerevizden (Apium graveolens L.) polifenol oksidaz enzimini % 80
(W/w) (NH4)2SO4 (amonyum siilfat) ile c¢oktiirerek kismi olarak saflagtirmistir.
Yaptig1 calisgmada katekol, pirogallol ve L-DOPA substratlarina karsi enzimin
biyokimyasal 6zelliklerini belirlemis; enzimin tirozin, resorsinol ve p-krezol
substratlarma kars1 aktivite gostermedigini bulmustur. Ayrica yaptigi inhibisyon
calismasinda L-sistein, askorbik asit ve glisinin enzim tizerinde etkili inhibitorler

oldugunu belirlemistir.

Guo ve dig., (2009) yesil fasiilyenin (Phaseolus vulgaris L.) kendisi ile kabugundan,
% 10 (w/v) polivinilpirolidon (PVPP) igeren fosfat tamponu (pH 6.8) kullanarak elde
ettikleri ham enzim ekstraktlarina % 60°lik (w/w) (NHa4)2SO4 ¢oktiirmesi ve diyaliz
islemleri uygulamis; diyaliz islemi sonrasi elde edilen yesil fasiilye ekstraktina
Dietilaminoetil (DEAE)-selilloz kolon kromatografisi ve yesil fasulye kabugu
ekstraktina ise Sephadex G-100 kolon kromatografisi uygulamislardir. PPO aktivitesi
tespit edilen fraksiyonlardan yesil fasulye 6rneginde PFOIla ve PFOIIb, yesil fasulye
kabugu 6rneginde de PFOIla ve PFOIb olmak iizere ikiser izoform elde edilmistir.
Daha sonra sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
yontemi ile molekiil agirliklart sirastyla 57,5 ve 39,0 kDa, optimum pH degerleri 6,8



ve7,2 olarak belirlenmistir. Enzimler ¢aligilan substratlar arasinda en yiiksek katalitik
aktiviteyi pirogallol ile gostermislerdir. Pirogalloldan sonra en yiiksek katalitik
aktivitenin goriildiigii substratlar, katekol, 4-metil katekol ve L-DOPA olarak

belirlenmistir.

Aydemir ve Akkanli’nin (2006) da kereviz (Apium graveolens L.) PPO’su ile ilgili
yaptiklar1 ¢alismada, enzimi kismi olarak saflastirmak icin % 40’lik (w/w)tuz
coktiirmesi ve diyaliz islemi uygulanmistir. Daha sonra katekol substratina karsi
optimum pH (7,0) optimum sicaklik (30 °C), ile Km ve Vmax degerlerini sirasiyla 29
mM ve 5560 U mL™? olarak belirlenmistir. Farkli inhibitorler ile yaptiklari calismada
en etkili inhibitériin B-merkaptoetanol oldugunu tespit etmisler. Bunun yani sira
kobalt, civa, baryum, kalay gibi diger bilesiklerin tuzlarinin da enzimi inhibe ettigini
gozlemlemislerdir. Ayrica kerevizden kismi saflagtirilan PPO enzimine ait alt1 adet

izoenzim, elektroforez jelinde gézlemlenmistir.

Aydemir (2004) yaptig1 baska bir ¢caligmada enginardan (Cynara scolymus L.) PPO
enzimini kismi saflastirarak, farkli fenolik bilesiklerin enzim aktivitesi iizerine
etkisini incelemistir. Buna goére, enzim L-tirozini yiikseltgemezken, katekol, 4-metil
katekol, pirogallol, DL-DOPA, L-DOPA ve gallik aside kars1 aktivite gostermistir.
Cesitli bilesikler ile yapilan inhibisyon c¢alismasinda ise ditiotreitol, sodyum
metabisiilfit ve askorbik asit etkili inhibitorler olarak belirlenmistir. Enginar

polifenol oksidazinin ii¢ izoformu yapilan PAGE uygulamasi ile tespit edilmistir.

Mishra ve dig., (2012) zengin bir PFO kaynagi olan patlicandan (Solanum
melongena) enzimi izole etmis ve cesitli kromatografik teknikler kullanarak
saflastirmistir. Enzimin molekiil agirligi 112 kDa olarak tespit edilmistir. Tert biitil
katekol, 4-metil katekol, dihidro kafeik asit ve pirokatekol kullanilarak
gergeklestirilen substrat spesifite deneyinde en fazla aktiviteyi 4-metil katekol ile
gostermistir. Calisilan ¢esitli inhibitorler arasinda, en giiclii inhibisyon oranini sistein

hidrokloriir géstermistir.

Shin ve dig., (1997)’in yaptig1 ¢alismada; mas fasulyesine (Vigna radiata) ait yaprak,
kok, dal ve karanlikta yetisen fidelerinden elde edilen ham ekstraktlarinda SDS
PAGE yontemi kullanilarak sirasiyla 65, 59, 52, 47 , 31 ve 21 kDa molekiil agirlikli

PPO alt izoformlar1 tespit edilmistir. Yapraktan elde edilen saf enzim 6.0 degerinde
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bir pH optimumuna ve 5.1 izoelektrik noktasina sahiptir. Farli o-difenolleri
yiikseltgeyen enzimin L-DOPA i¢in Km degeri 24 mM’dir. Enzim salisil hidroksamik

asit ve 2,3-naftalenediol tarafinda yiiksek oranda inhibe olmustur.

Gawlik-Dziki ve dig., (2007) brokoli (Brassica oleracea var. botrytis italica)
kullanarak yaptiklar ¢alismada; elde edilen siipernatant % 80’lik (w/w) amonyum
stilfat ile ¢oktiliriilmiis, sonrasinda iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografileri
kullanilarak saflagtirmistir. Enzimin optimum pH degeri 5,72, molekiiler agirligi 51,3
— 57 kDa araliginda tespit edilmistir. Brokoli PPO’sunun vanilin, ferulik asit,
klorogenik asit, kafeik asit, katekol ve 4-metil katekol substratlar1 kullanilarak
spesifite deneyi, askorbik asit, sitrik asit, EDTA ve sodyum siilfat gibi inhibitorler

kullanilarak da inhibisyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

Baska bir ¢alismada beyaz kiraz meyvesinden (Starks gold) polifenol oksidaz enzimi
ekstrakte edilmis, amonyum siilfat ¢oOktiirmesi, diyaliz ve iyon degisim
kromatografisi ile enzim saflastirillmistir. Elde edilen, PPO aktivitesi gosteren iki
izoenzimin (A ve B) optimum pH ve optimum sicakliklar1 belirlenmis; enzim
aktivitesi lizerinde L-sistein ile sodyum disiilfitin inhibitor etkileri tespit edilmistir

(Unal ve dig., 2011).

Yaban mersininden (Vaccinium corymbosum L.) izole ettikleri PPO enzimi ile
calisan Siddiq ve Dolan (2017), enzimin optimum pH, optimum sicaklik, substrat
spesifitesi, kinetik parametreleri ve 1s1l kararlilik gibi baz1 biyokimyasal 6zelliklerini
incelemisglerdir. Bunlarin disinda calismada ayrica -20, 4, ve 22°C’de depolama

kararlilig1 da test edilmistir.

1.4.  Mantar Polifenoloksidazlar1 Uzerine Gergeklestirilen Calismalar

Oz ve dig., (2013), mantardan (Lactarius piperatus L.) PPO enzimini affinite
kromatografisi kullanarak saflastirmislardir. Daha sonra saf enzimin, substrat
spesifitesini, enzim aktivitesi lizerinde pH’in ve sicakligin etkisini incelemislerdir.
Cesitli inhibitorler kullanilarak yapilan ¢aligmada inhibitdrler ve metal iyonlarinin
enzim aktivitesi iizerine etkileri incelenmis ayrica mantar PFO’1inin bazi organik
coziiciilerde aktivite gosterip gostermedigi de arastirilmistir. Askorbik asit, sodyum

metabisiilfit, benzoik asit ve sodyum azit gibi yaygin PPO inhibitorlerinin Lactarius
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piperatus PPO enzim aktivitesi {izerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Isg degerleri sirastyla 0,02, 0,03, 5,20 ve 90,00 mM olarak elde edilmistir.
Askorbik asit ve sodyum metabisiilfit asir1 derecede giiglii inhibitérler ve L.
piperatus PPO’nun aktivitesinin %75’inden fazlasini sirasiyla 0,03 ve 0,05 mM’de
inhibe ettigi tespit edilmistir. Test edilen iki degerlikli katyonlar arasinda, 1mM’de
Hg?* ve Cu?* en giiclii inhibitor etki gdstermistir ve L. piperatus PPO aktivitesini

strastyla %34,5 ve %33,5 oraninda inhibe ettigi raporlanmistir.

Valiev (2007) yaptig1 ¢alismada ‘Southern Pine Beetle’ olarak anilan bir tiir cam
bocegi ile ortak yasam siliren funguslarda polifenol oksidaz enzimini incelemistir.
Farkli enzim inhibitorlerinin, sicaklik, pH g¢esitli enzim indiikleyicilerin enzim
aktivitesi lizerine olan etkisi incelenmistir. En yiiksek polifenol oksidaz aktivitesi
30°C’de belirlenmistir. En i1yt pH degeri 8,0 olarak tespit edilmistir. Enzim
indiikleyici olarak tannik asit kullanilmistir. Salisil hidroksamik asit ve p-kumarik
asit enzim aktivitesini Onemli Olgiide azaltmistir. Enzim Once ultrafiltrasyon

saflastirilmis, elektroforezdan sonra aktivite boyama caligsmalar1 yapilmistir.

Ozgirak (2012), beyaz ciiriikgiil fungus Pleurotus ostreatus HK-35den derin kiiltiir
fermentasyonuyla lakkaz (Lak) ve mangan peroksidaz (MnP) gibi ligninolitik
enzimlerin iiretimini optimal diizeyde gercerklestirmek tlizere 25°C’de belirlenen
inkiibasyon zamani boyunca kiiltivasyon modunu, bakir (0,5; 1; 2,5; 5 mM) ve
mangan (0,15, 0,29, 0,5, 0,75, 0,1 mM) iyonlarin1 kullanarak, karbon kaynagi olarak
segilen nigasta (1, 5, 10, 20 g/L) ve uyarici olarak iyonik olmayan bir deterjan olan
Tween-80 (% 0,025; 0,05; 0.1; v/v) varliginda ¢alismistir. Ayrica protein, pH,
biyokiitle, indirgen seker ve azot seviyeleri iizerine de c¢alisilmistir. Yapilan 20
giinliik kiiltivasyon calismalarinda en yiiksek Lak ve MnP aktiviteleri 10. ve 12.
giinlerde sirastyla 2900 U/L ve 2637,5 U/L olarak tespit edilmistir. Optimal pH
seviyesi yaklasik olarak 7-8 araliginda gozlenmistir. 3. giinde indirgen seker ve azot
diizeylerinde artig goriilmiistiir. Karbon kaynagina yonelik ¢alismada 10 g/L nisasta
varliginda Lak ve MnP aktiviteleri sirasityla %49 ve %25 olarak azalmistir. Farkli
Tween-80 derisimlerinin kullanimi g6z oniine alindiginda, P. ostreatus tarafindan

Lak ve MnP enzim iiretimleri lizerine kayda deger bir etki goriilmemistir.
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Literatiirde yer alan ¢alismalar, ¢esitli mantar tiirlerinin PPO agisindan zengin besin

gruplar1 oldugunu destekler niteliktedir.

1.5. Polifenol Oksidaz Enzimlerinin Endiistriyel Kullanimi

Aromatik bilesikleri oksitleyici kapasiteleri yiiksek oldugu i¢in polifenol oksidazlar,
son zamanlarda biiyiik ilgi gormektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle polifenol oksidaz
enzimleri, gida endiistrisi, kagit endistrisi, tekstil endiistrisi, c¢evre ve tip

alanlarindaki baz1 teknolojik caligmalarda kullanilmaktadir (Giiray, 2009).

Polifenol oksidazlarin esmerlesme tepkimeleri, gida endiistrisinde c¢esitli faydal
amaglar icin kullanilabilmektedir. Bira, sarap ve meyve suyu gibi iceceklerin
islenmesinde kahverengilesme, tortu ve bulanikliga neden olan fenoliklerin inhibe
edilmesinde rol oynamaktadirlar. Polifenol oksidazlardan 6zellikle lakkazlar,
biyopolimerleri ¢apraz olarak baglayabilme yetenegine sahip oldugundan besinlerin
firinlanmasinda aktif olarak gorev yaparlar (Rodriguez ve dig., 2006). Bunun yani
sira, antioksidanlarin ve gida renklendiricilerinin sentezi i¢inde kullanilmaktadirlar

(Simsek ve dig., 2007).

Gida sanayinde ayrica ¢ay, kahve ve kakaoda renk ve aroma vererek, lezzetin
arttirtlmasinda saglamaktadir. Seker pancarinda pektinin jellesmesinde goérev

almaktadirlar (Polaina ve dig., 2007).

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde, endiistriyel kagit hazirliginin ilk basamagim
dokulardan ligninin ¢ikarilmas1 ve kagit hamurunun agartilmasi olusturmaktadir.
Kagit hamurunun agartilmasinda cevreye zararli, toksik maddelerin salinmasina
neden olan klor bazli maddeler kullanilmaktadir. Lakkazlarin bu islem sirasinda,
olusan toksik maddeleri inhibe edici olarak gorev yaptigi tespit edilmistir (Rodriguez
ve dig., 20006).

Endiistriyel atik sulardaki tehlikeli fenolik bilesiklerin varligi ¢evre teknolojisinde
bliylik problem olusturmaktadir. Son zamanlarda fenolik bilesiklerin, atik sulardan
uzaklastirllmas1 icin polifenol oksidazlarin kullanimi {izerine yogunlasilmistir.
Polifenol oksidaz enzimleri, zararli fenolik bilesikleri inhibe edicidirler ve ¢evre

kirliligi tizerine olumlu etki gosterirler (Edwards ve dig., 1999).
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Tibbi alanda, polifenol oksidazlar agiz boslugundan sorumlu Streptococcus
sobrinus'un dis yiizeyine yapisip, zarar vermesi inhibe etmektedirler (Cowan ve dig.,
2000). Parkinson hastaliginin tedavisinde ve melanin sentezinin kontrol altina
alinmasinda rol oynamaktadir. Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan L-tirozin
esterinin L-DOPA’ya donistiiriilmesi polifenol oksidaz enzimleri aktivitesi ile
gerceklestirilmektedir (Xu ve dig., 1998). Bunun disinda bazi oto-immiin
hastaliklarda, 6n ilag tedavisi ve tiimor baskilayici olarak gorev yapmaktadirlar (Seo

ve dig., 2003).

Bazi sa¢ boyalar1 ve dermatolojik cilt bakim iiriinlerine preperatlarinin temelini
lakkaz olusturmaktadir. Ayrica, tekstilde kotlart agartma ve kumaslarin

boyanmasinda kullanilirlar (Rodriguez ve dig., 2006).

1.6. Cahismada Kullanilan Tibbi Bitkilere Ait Genel Bilgiler
1.6.1. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Labiatae familyasina ait olan Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) tibbi ve aromatik
bir bitki tirtdir (Aysel, 2008).

Biberiye 50- 100 cm boyunda, ¢ali goriiniimiinde, kis aylarinda yapragini dékmeyen,
cicekleri soluk mavi renkli, ¢ok yillik bitkidir. Kurudugunda yapraklar1 kivrilarak
ignemsi bir yapiya doniisiir, rengi koyu yesil-kahverengi renge doner (Aysel, 2008).
(Sekil 1.4.)

Sekil 1.4. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) (URL-1)
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Ulkemizde dogal olarak yayilis gdstermektedir (Aysel, 2008). Genellikle maki
ikliminin goriildigii Giiney ve Kuzey Anadolu ve adalarda yaygin olarak yetisir.
Mersin ve Adana yorelerindeki orman i¢i bosluklarda, tarla ve iiziim bagi
kenarlarinda, 6zellikle de koruma altindaki agaclandirma sahalar1 i¢inde yayilis
gostermektedir (Kirpik, 2005). Ulkemiz smirlari igerisinde Canakkale (Erenkdy), Icel
(Tarsus), Yiiregir (Mustafalar Kdyii) ve Hatay (Iskenderun)'da siis bitkisi amaciyla
yetistiriciligi yapilmaktadir (Aysel, 2008).

Biberiye, bilesimindeki ugucu yaglardan dolayr aromatik o6zellik gostermektedir.
(Banyai ve dig., 2003). FDA tarafindan hazirlanan “Code of Federal Regulations
(CFR) Title -21 (7/16/1984)” listesinde giivenilir (GRAS) kullanim &6zelligi gosteren
baharat cesitleri arasinda yerini almigtir. Lezzet arttirici, baharat ve ¢esni olarak
kullanilabilecegi ayni zamanda ugucu yaglarinin ve ekstraktlarinin simirlama
getirilmeksizin direkt tiiketilebilecegi bildirilmistir (Ozgelik, 2000). Ozellikle Avrupa
ve Kuzey Amerika iilkelerinde baharat olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
(Banyai ve dig., 2003). Biberiyenin yaprag biitiin veya ufalanmis olarak ¢orbalarda,
giiveclerde, balik ve tavuk vb. yemeklerde, lezzet verici olarak, ugucu yaglar1 da gida

sanayisinde, kozmetik iiriinlerinde kullanilmaktadir (Kirpik 2005).

Yapisinda bulunan fenolik diterpenler; karnosol, karnosik asit ve rosmarinik asit
nedeniyle antioksidan 6zellik gostermektedir (Anonim 2003). Biberiye antioksidan
aktivitesinin %90°1 karsonik asit ve karnosolden gelmektedir. Biberiye ekstraktinin

icerigindeki asit ve alkoller toplam antioksidan aktivitesine olumlu etki yapmaktadir

(Ozgelik, 2000).

Biberiye, antibakteriyel etkiye sahip oldugu genellikle cilt bakimlarina yonelik ¢esitli
tirtinlerin igerigine dahil edilmektedir. Bunun yani sira hazmi kolaylastirir. Migren
agrisia faydali oldugu bilinen biberiye ylizyillardir migren hastaligi i¢in uygulanan

dogal tedavi yontemlerinin basinda yer almaktadir (URL-7).

Biberiye antioksidan ekstrakt icerigi Tablo.1.1’de gdsterilmektedir (Ozgelik, 2000).
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Tablo 1.1. Biberiye bitkisinin antioksidan ekstrakti icerigi (Ozgelik, 2000).

% Biberiye Antioksidan Ekstrakti (BAE) Bilesenleri
Fenolik diterpenler % 15
Rosmarinik asit % 1-2
Ursolik Asit % 25
Triterpenik Asitler Oleanolik Asit % 10
Betulinik Asit % 15
Diger Bilesenler % 8-10
Sekerler % 8
Flavanoid ve diger fenolikler % 2-4

1.6.2. Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.)

Trabzon hurmasi, Ebenaceae familyasina aittir. Diospyros adi Yunancadan gelmistir

ve “Kutsal Yiyecek”, “Tanrilarin Yiyecegi” anlamini tasimaktadir (Sponberg, 1977).

Trabzon hurmasi {lilkemiz sinirlar igerisinde “Cennet Meyvesi”, “Cennet Elmasi1”,

“Frenk Elmas1”, “Amme”, “Hurma” gibi degisik isimlerle taninmakta ve tiikketim

oran1 yiiksek olan bir bitki tliriidiir. Anavatani ise Cin’dir. Trabzon hurmasi

meyveleri A vitamini ve karbohidrat bakimindan oldukga zengindir (Onur, 1990).

Sekil 1.5. Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.) (URL-2)
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Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.) antioksidan igerigi zengin bir besin grubu
oldugu i¢in ¢esitli hastalik ¢esitlerinde viicut savunma sisteminde etkin olarak gorev
yapar. Viicudun savunma sistemini bozan zararli metabolitlere kars1 koruyucu etkisi
fazla oldugu i¢in kanseri Onleyici besinler siralamasinda en basta yer almaktadir.
Yapisinda, yiiksek oranda igerdigi lifler sayesinde kalp-damr rahatsizlari ve mide

rahatsizliklarina karsi dogal koruyucu olarak tibbi faydasi goriilmektedir (URL-3).

1.6.2. Incir (Ficus carica L.)

Incir (Ficus carica L.), dutgiller Moraceae familyasina ait olan, taze ve kuru
tilketimi saglanabilen bir bitki tiiridiir. Diinya iizerinde lretimi en fazla Akdeniz
tilkelerinde yapilan incir saglikli yasamin sembolii olarak bilinmektedir (Caliskan ve

Polat, 2011; Trichopoulou et al.ve dig., 2006; Caliskan and Polat, 2011).

50’den fazla bilesik iceren incir meyvesi, insan sagligi ilizerinde bir¢ok hastaliga
kars1 koruyucu olarak gérev yapmaktadir (Ribechini ve dig., 2011). Incirin yapisinda
bulunan polifenollerin artisin antioksidan kapasitesini de arttirmaktadir (Caliskan ve

Polat, 2011; Solomon ve dig., 2006).

v’

Sekil 1.6. Incir (Ficus carica L.) (URL-3)

Mor ve siyah renkli olan incirlerin yesil ve sar1 renklilere gore toplam antioksidan
kapasitesinin 2 kat fazla oldugu yapilan c¢aligmalarla ispatlanmistir (Caliskan ve

Polat, 2011).

17



1.6.3. Tongel (Mespilus germanica L.)

Ulkemizde Marmara, Karadeniz’in batis1 ve Ege bolgesinde yaygi olarak bulunan
Mespilus germanica giilgiller Rosacea familyasma ait bir bitkidir (Yilmaz ve

Gergekcioglu, 2013).

Tirkiye’de belirli bolgelerde yayilis gosteren bu bitki besbiyik, musmula gibi farkli
isimlerle de anilmaktadir (Yilmaz, 2015). Orman ortiisii icerisinde yabani olarak
yetisen musmula (Mespilus germenica L.) tilkemiz sinirlari igerisinde agaggik ve ¢ali
formunda dogal olarak yetisme alant bulmustur (Donmez ve Aydindzii, 2012).
Yapisindaki yumusak ¢ekirdegi nedeniyle yumusak cekirdekli meyveler grubuna
dahil edilmistir (Bostan ve Islam, 2007).

Karoten ve C vitamini agisindan olduk¢a zengin olan musmula bitkisi antioksidan
ozellik gosterir. Yapisindaki Askorbik asit (C vitamini) oksidasyon sonucu olusan
serbest radikallerin neden oldugu toksik maddeleri yok etmeye yardimcidir (Bilsel ve

dig., 2010).

Sekil 1.7. Tongel (Mespilus germanica L.) (URL-4)

Antioksidan 6zelliginin yaninda tongel, diizenli olarak tiiketildiginde tibbi agidan gut

hastaligl, seker-diyabet hastaliklarin1 Onleyici olarak goérev yapmaktadir. Kan
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dolagimint  hizlandiran tongel, bagirsak sisteminin de giliglenmesine fayda

saglamaktadir (URL-5).

1.6.4. Bogiirtlen (Rubus canescens DC.)

Bogiirtlen (Rubus canescens DC.) giilgiller Rosacea familyasinin tiirlerinden olan
tizerinde yapraklar1 ve renkli meyvesi olan bitki ¢esididir. Meyveleri yenilebildigi
gibi yapraklarinin hemostatik etkiye sahip olduklari da bildirilmistir (Tuzlact ve
Tolon, 2000).

Cali seklinde, dikenli dallar1 olan ve yesil dikenli yapraklara sahip olan yapisi ile
once cicek acar ve daha sonra da meyvesini verir. Sulu ve oldukca da lezzetli olan
bogiirtlen meyvesi herkes tarafindan bol miktarda tiiketilmelidir. Igermis oldugu bol
miktarda vitamin degerleri ile magnezyum ve iyot ile, seker ve asitler ile insan

saglig1 i¢in oldukga fayda saglamaktadir.

Bogiirtlen, kanserle miicadele yetenekleri ile bilinen bir antioksidan sinifi olan
polifenolleri igermektedir. Ozellikle, antosiyanin bu meyve igerisinde yiiksek

konsantrasyonlarda bulunur (Tuzlac1 ve Tolon, 2000).

Sekil 1.8. Bogiirtlen (Rubus canescens DC.) (URL-5)

19


http://www.wikipedia.org/

Icerdigi C vitamini yardimiyla; yaralar iyilestirme, cildi yenileme, viicutta serbest
radikallere karsi savas (toksinler tarafindan salinan molekiiller), demir emilimini

destekleme gibi viicuda bir¢ok faydasi bulunmaktadir (Tuzlaci ve Tolon, 2000).

Bogiirtlen yapragi, icerdigi flavanoidler ve fenolik asitler nedeniyle kuvvetli bir
antioksidan oOzellige sahiptir. Damar sertligi, hipertansiyon, sinir hastaliklarinin
tedavisinde destekleyici olarak kullanilan bitkisel karisimlarda bulunur (Aybastier ve

dig., 2011).

1.6.5. Koyunkiran (Hypericum calycinum L.)

Clusiaceae familyasinin bir tiirii olan Hypericum calycinum L. Altin saris1 renginde,
bes pargali ¢igekleri olan ¢ok yillik bir bitki tiirtidiir. (Sekil.9.) Yapraklar: tam yaprak
seklinde olup, govde ekseni etrafinda karsilikli dizilmis durumda yer alir. Kokeni

Avrupa ve Kuzey Amerika’nin kurak bolgeleridir (Deltito ve Bayer, 1998).

Sekil 1.9. Koyunkiran (Hypericum calycinum L.) (URL-6)

Ulkemiz Hypericum tiirleri bakimindan olduk¢a zengindir ve iilkemiz smirlari
icerisindeki mevcut 96 tiiriin 46’s1 endemiktir (Giiner ve ark., 2012). Tiirlerine gore
halk arasinda kantaron, binbirdelik otu, kan otu, kili¢ otu, yaraotu, kuzukiran gibi

yoresel adlarla da bilinmektedir (Baytop, 1999).
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Hypericum tiirleri ¢ok sayida sekonder metabolit icermektedir. Bunlardan bazilari,
flavonoidler, organik asitler, ugucu yaglar, amino asitler, ksantonlar, taninler,

proksiyanidinlerdir (Greeson ve dig., 2006).

Hypericum tiirleri, halk arasinda ylizyillardan bu yana sifa verici bir ot olarak sinir
hastaliklari, adet kramplari, siyatik, eklem iltihabi ve midevi rahatsizliklardan
kaynaklanan agrilarin giderilmesinde ve bazi cilt hastaliklarinin tedavisinde

kullanilmaktadir (Kagar ve Azkan, 2010).

Hypericum tiirleri ihtiva ettikleri yukarida tanimlanan sekonder metabolitlerden
dolay1 bir¢ok farkli tibbi etkiye sahiptir. Tibbi alanda antidepresan, antiviral, yara
iyilestirici ve kanser Onleyici ilaglarin igeriginde kullanilmaktadir (Cirak ve dig.,

2014).

1.6.6. Dag cilegi (Fragaria vesca L.)

Fragaria vesca (Dag cilegi) giilgiller Rosaceae familyasina ait, ¢ok yillik bir bitki
tiradir. Fragaria vesca ormanlik alan ve nemli bolgelerde
goriliir. Kumlu, Killi ve tinli topraklara uyumludur. Don olaylarina karsi oldukga
dayaniklidir (Madhuri ve dig., 2009).

Yaprak ve meyveleri flavonoid, tanen, boreol ve elajik asit igermektedir. Elajik asit
antikanser ozellikte bir bilesik iken borneol ise parfiimeride esansiyel yag olarak
kullanilmaktadir (Madhuri ve dig., 2009).

Fenolik bilesikler ve C vitamini bakimindan olduk¢a zengin olan dag cilegi,
yapisindaki bu bilesenler sayesinde insan sagligina faydali olmakta ve kronik bir ¢ok
rahatsizligi 6nledigi i¢in antioksidan 6zellikli besin olarak tiiketilmektedir (Madhuri
ve dig., 2009).

Dag c¢ilegi, bobrek, idrar yollar1 ve bagirsak sorunlari i¢in de birebirdir. Ayrica dis
etlerini giiclendirir, dislerdeki tartar1 oOnler.. Cilekte yiiksek oranda C vitamini
bulundugu gibi, yiiksek tansiyon ve kolesterolii diisiiren maddeler igerir. Cilek C
vitamini ihtiyacin1 karsilar. Ayrica bol miktarda potasyum igerir ve lifli besinler
arasinda onemli bir yer tutar. Diyabetli hastalar, cilege seker ilave etmemek saartiyla

bu meyveyi bol bol yiyebilirler (URL-8).
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Ulkemizde Marmara, Ege ve Akdeniz bdlgelerinin iiretimi karsilamaktadir. En fazla

cilek iiretimi yapan illerin baginda Mersin gelmektedir (Madhuri ve dig., 2009).

Sekil 1.10. Dag cilegi (Fragaria vesca L.) (URL-7)

1.6.7. Ebegiimeci (Malva sylvestris L.)

Ebeglimeci, anavatanit Gliney Avrupa ve Asya olmasina ragmen tiim diinyada genis
yayilig gosteren ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Malvaceae familyasinin bir tiyesi olan bu
bitkinin yapraklari, genis kalp seklinde ve yumusak dokuludur (Kiiltiir ve digerleri,
2007).

Sekil 1.11. Ebegiimeci (Malva sylvestris L.) (URL-9)

Diinyada farkli isimlerle anilan ebegiimeci iilkemiz sinirlar icerisinde “Goémecotu”

olarak da adlandirilmaktadir (Kiiltiir ve digerleri, 2007).
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Ebegilimecinin yaprak ve yaprak sapinin antioksidan 6zelliginin belirlenmesi tizerine
birgok calisma yapilmistir. Sonu¢ olarak, ebegiimecinin yapisindaki flavonoid,
vitamin, terpenoid ve mineral i¢eriginden dolay1 serbest radikallere kars1 antioksidan
Ozelligi gosterdigi  belirlenmistir.  Gastrointestinal bozukluklar, dermatolojik
hastaliklar ve {irolojik rahatsizliklar basta olmak iizere pek ¢ok hastaligin tedavisinde

kullanilmaktadir (Gasparetto ve dig., 2012).

1.6.8. Adacayi (Salvia forskahlei L.)

Lamiaceae (ballibabagiller) familyasinin bir {iyesi olan Adagay1 (Salvia forskahlei
L.) ozellikle Akdeniz Bolgesinin daglik kesimlerinde yaygin olarak yetismektedir.
Anavatani, Giliney Avrupa olan bu bitki, {ilkemiz sinirlar1 igerisinde bazi tiirleri

endemik olmak iizere yetismektedir (Baskan, 2005).

Oval seklinde gri-yesil yapraklara sahip bu bitkinin ¢igekleri ise pembe, mor, beyaz
ya da kirmizi renklidir (Baskan, 2005).

Sekil 1.12. Adagay1 (Salvia forskahlei L.) (URL-10)

Tibbi ozellikleri nedeniyle Salvia yaygin olarak kullanilmaktadir. Antioksidan
Ozellikli olmalar1 Salvia tiirlerinin yapilarinda yer alan fenolik asitler, flavonoidler,
terpenler ve terpenoidlerden kaynaklanmaktadir Adacayi, kanser ve damar
tikanikligin1 Onleme amaciyla tibbi olarak tiiketilmektedir. Bunlarin yani sira
yaslanmay1 geciktirici, sindirim sistemine yardimci ve kalp saglhigini koruyucudur

(Baskan, 2005).

1.6.9. Kivircik nane (Mentha spicata L.)

Kivircik nane (Mentha spicata L.), halk arasinda Ballibabagiller olarak bilinene

Lamiaceae familyasina mensup bir bitki tiiriidiir (Karakaplan, 2017).
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Diinyanin hemen hemen her bdlgesinde yayilis gosteren, anavatan1 Orta Avrupa ve
Asya olan kivircik nane, dnemli bir tibbi aromatik bitki tiiriidiir. Yapraklar1 nane
bitkisinin en ¢ok kullanilan ve ekonomik degeri en fazla olan kismidir. Yaprak yapisi
sivri uclu, ¢ok kisa sapa sahip parlak yesil renkli, kuvvetli kokulu formlar seklinde

goriilmektedir (Karakaplan, 2017).

Sekil 1.13. Kivircik nane (Mentha spicata L.) (URL-11)

Mentha cinslerinin tiim tiirleri ugucu yag icermektedir, Mentha spicata 'nin igeriginde
bulunan ugucu yagin en 6nemli etken maddesi karvondur. Bunun disinda limonen
karveoller, karvon izomerleri, karvil asetatlar, mentol, borneol, linalol, menton,

jasmon, perilalkol vb. etken maddeleride igermektedir (Akgil, 1993).

Yapisindaki ugucu yaglar ve benzeri sekonder metabolitler tip, eczacilik, gida,

kozmetik ve parfiimeri gibi ¢esitli alanlarda biiyiik 6neme sahiptir (Baser,1993).

1.7.  Uglii-Faz Ayirma Sistemi(TPP)

TPP, kullanilan protein saflastirma yOntemleri arasinda, saflagtirmada uygulanan
hizli ve etkili bir yontemlerden birisidir. Sistem, ham enzim c¢ozeltisine yiiksek
konsantrasyonda amonyum siilfatin (0,8-2,4 M) ve suda ¢oziniirligi kisith alifatik
bir alkoliin (¢ogunlukla t-biitanol) ilavesi esasina dayanmaktadir. Calismada
kullanilan ¢esitli alkoller (metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol ve t-biitanol)
alkoller suda ¢oziiniirler fakat kozmotrop tuzlar1 ¢ézemezler; bu ylizden calisma
esnasinda iki ayr sivi faz (alkol fazi iistte ve tuzlu sulu faz altta olmak iizere)

meydana gelir (Nostro and ve Ninham, 2012).
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t-biitanol, TPP sirasinda ¢oken proteinlere batmama 6zelligi kazandirir. Ara fazin
tamponda tekrar ¢oziinmesiyle spesifik ve toplam aktivite geri kazanilir, bazen de

artar (Dennison and ve Lovrein, 1997).

Ucglii-faz tekniginin en dnemli avantaji bilyiik ve kiigiik dl¢ekli biitiin ¢alismalara
uygulanabilmesidir. Diisiik hizda uygulanan santrifiij ile proteinler pellet (ara) faza
gecer. Olusan list fazda genellikle organik solventlerde ¢ozlinebilme 6zelligine sahip,
kontamine yapilar yer almaktadir. TPP’nin 6nem arz eden baska bir 6zelligi de diistik
molekiil agirlikli yapilarin (lipidler ve fenollii yapilar) uzaklastirilmasidir (Duman,

2016).

TPP’de orta faz genellikle birkag dakikadan sonra olusmaya baslar. Ust ve alt
fazlardaki hidrasyon kaymalari, eklenen amonyum siilfat ve t-biitanol miktarlarina
gore degiskenlik gosterebilmektedir. Genellikle baslangi¢ ¢6zeltisinin mL basina 0,2-
0,5 mL t-biitanol orani yeterli olmaktadir. Sekil 1.14.’de TPP ile faz olusumlar
gosterilmistir (Duman, 2016).

Amonyum siilfat

Hedef Protein ——» K0y 0 —_— <«——— t-biitanol
: CGC. t-biitanol ¢ «——— Anm faz
._-,Ca ’ +——— Sulu faz
< R {5

Sekil 1.14. TPP Faz Olusumlar1 (Duman, 2016)

Optimal pH ve sicaklik gibi deneysel calismalar1 kolaylastirmasi TPP’nin,

avantajlarindan birisidir (Duman, 2016).

TPP uygulamasmi optimize ederken kullanilan t-biitanol ve amonyum siilfat
parametreleri igin ara fazin haricinde alt ve st fazlarda da analizler yapilir. Boylece
hedeflenen proteinin yani sira, istenmeyen proteinler ve yapilarin hangi fazlara

dagildigini gézlemlemek de miimkiin olur (Dennison ve Lovrein, 1997).

Diger saflastirma yontemleri ile kiyaslandiginda; harcanan amonyum siilfat miktari,
protein saflastirmada ara islemlerden biri olan tuzla ¢oktiirme islemine gore ¢ok

diisiik olacagindan ve geri kazaniminin da miimkiin oldugu diisiliniiliirse, maddi
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acisindan olduk¢a makul bir maliyet tablosu ortaya c¢ikmaktadir (Dennison ve

Lovrein, 1997).
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2. MALZEME YONTEM
2.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar genel olarak SIGMA Ltd., MERCK Ltd. ve Biolife
firmalarindan satin alinmustir. Polivinilpolipirolidon (PVPP), Duchefa Biochemie
firmasindan temin edilmistir. Elektroforez igin kullanilan markérler ise BIO-RAD

firmasindan temin edilmistir.

2.2.  Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Tiir Teshislerinin Yapilmasi

Bu c¢alisgmada kullanilan Biberiye (Rosmarinus officinalis.L.), Trabzon hurmasi
(Diospyros kaki L.FIL.), Incir (Ficus carica L.), Tongel (Mespilus germanica L.),
Bogiirtlen (Rubus canescens DC.), Koyunkiran (Hypericum calycinum L.), Dag
cilegi (Fragaria vesca L.), Ebegiimeci (Malva sylvestris L.), Adacay1 (Salvia
forskahlei L.) ve Kivircik nane (Mentha spicata L.) ¢cogunlukla Kocaeli iline ait
cesitli bolgelerde dogal yayilis gdstermektedir. Ilk olarak ¢alismada kullanilmasi
planlanan bu bitki taksonlarinin arazide gozlemlendikleri ve toplanacaklari lokalite
koordinatlar1 tespit edildi sonrasinda  yasadiklar1 habitat tiirleri belirlendi.
(Tablo.2.1.). Habitat tipleri belirlenirken, Orman ve Su lsleri Bakanligi, Doga
Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirligii tarafindan iilke ¢apinda yapilmakta olan
Ulusal Biyolojik Cesitlilik Envanter ve izleme Projesi (UBENIS) ¢alismalarinda
kullanilmas1 istenilen EUNIS (Avrupa Doga Bilgi Sistemi - European Nature
Information System) veritaban1 baz alindi. Orneklenmesi planlanan bitkilerin higbiri
Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi’'nda IUCN tarafindan belirlenen tehlike
kategorilerinde bulunmadigi tespit edildi. Ayrica bu tirler BERN ve CITES
sozlesmeleriyle korunan, toplanilmasi ve ticareti sakincali ve yasaklanmis tiirlerden

degillerdir.
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Tablo 2.1.” de belirtilen bolgelerden vejetasyon zamanlarina gore bahar ve yaz
aylarinda toplanan bitkiler laboratuvara getirildimis, morfolojik ozellikleri baz
alarak tiir teshisleri yapilmdustir. Daha sonra bitkilerin kullanilacak olan yaprak
kisimlar1 diger bolgelerinden ayrildi ve yikama kurutma islemi yapildiktan sonra tiir
ismi-tarih seklinde etiketleme yapilarak -80°C’ye dereceye kaldirilarak muhafaza
edildi.

Tablo 2.1. Kullanilan bitkilere ait lokalite, habitat ve toplandiklari bolge

ozellikleri

Bitki Adi Toplandigi Habitat Toplandig1 Bolge
Enlem-Boylam
Biberiye E:40.799075° J1.1 Kocaeli ili, Izmit ilgesi,
. L d o Sehir,ilge Bayindirlik mevkii

(Rosmarinus officinalis L.) | B:29.974099 merkezindeki | Bigkidere Goleti iist kismi
yerlesim
alanlar1

Trabzon hurmasi E: 40.904908° J1.2 Kocaeli ili

. . . Koy kirsal Izmit ilgesi,

(Diospyros kaki L. FIL.) B: 29.924811 cevredeki TahtaliBaraji yakinlari
yerlesim Gerede Koyt
alanlar1

Incir E: 40.904908° J1.2 Kocaeli ili

Fi ica L B: 2992481 1° Koy,kirsal Izmit ilgesi,

ByeLs carically Ce cevredeki TahtaliBaraji yakinlari
yerlesim Gerede Koyl
alanlart

Tongel E: 40.905465° J1.2 Kocaeli ili

. . _ . | Kéykirsal [zmit ilgesi,

(Mespilus germanica L.) B:29.948510 cevredeki TahtaliBaraji yakinlar:
yerlesim .. .
alanlari Stiverler Koyt

Bogiirtlen E: 40.798951° J1.1 Kocaeli ili

) o Sehir,ilge [zmit ilgesi,

(Rubus canescens DC.) B:29.979846 merkezindeki | Baymdirlik mevkii
yerlesim Bigkidere Goleti {ist kismi
alanlar1

Koyunkiran E: 40.840908° G35 Kocaeli ili

. . _ . | Karagam [zmit ilgesi,

(Hypericum calycinum L) B:29.925617 ormanlari Umuttepe yerlegkesi,

Kuzeybati yonii
G4.5 Kangik Ormanlik alanlari
ormanlar
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Tablo 2.1. (Devam) Kullanilan bitkilere ait lokalite, habitat ve
toplandiklar1 bolge 6zellikleri

Bitki Adi Toplandig1 Habitat Toplandig1 Bolge

Enlem-Boylam

Dag ¢ilegi E:40.866116° G3.5 Kocaeli ili
. ) o Karagam Izmit ilgesi,
(Fragaria vesca L.) B:29.938899 ormanlar: Umuttepe yerleskesi,

Kuzeybat1 yonii
Ormanlik alanlar1

Ebeglimeci E:40.819312° J1.2 Kocaeli ili
. ) . K&y, kirsal [zmit ilgesi,

(Malva sylvestris L.) B: 29.920622 gevredeki Umuttepe yerleskesi
yerlesim Ormanlik alanlar
alanlar1

Adacay1 E: 40.852458° G4.5 Kocaeli ili

. . ) . Karisik [zmit ilgesi,
(Salvia forskahlei L.) B:29.935201 ormanlar Umuttepe yerleskesi,
Kuzeydogu yonii
Ormanlik alanlart
Kivircik nane E: 40.836044° E2.2 Kocaeli ili
. Nemli Izmit ilgesi
(Mentha spicata L.) B:29.902917° o 1L oS,

otsualanlar | Umuttepe yerleskesi,
Kuzeybat1 yonii
Yari nemli ¢ayirhiklar

2.3.  Bitki Dokularindan Ham Ekstraktlarin (Oziitlerinin) Hazirlanmasi1 Ve
Konsantre Edilmesi

30 gram bitki yapragi, 200 ml 100 mM (pH 6,5) sodyum fosfat tampon ¢6zeltide
4°C’de havanda doviilerek homojenize edildi (Kavrayan ve Aydemir, 2001;
Rescigno ve dig., 1997; Sutay Kocabas ve dig., 2011). Ortamdaki fenolik maddeleri
uzaklastirmak amaciyla son konsantrasyonu 5 ila 12,5 mg ml-1 olacak sekilde
polivinilpolipirolidon (PVPP) eklendi ve soliisyon 14.000xg de 30 dk 4°C’de
santrifiij edilerek elde edilen siipernatan "enzim ham ektrakt1” olarak kullanildi
(Gulcin ve dig., 2005; Kavrayan ve Aydemir, 2001; Sutay Kocabas ve dig., 2011).
Pozitif kontrol i¢in fenol oksidaz miktar1 yiiksek oldugu bilinen marketten temin
edilen olan mantar (Agaricus bisporus) kullanildi (Rescigno ve dig., 1997).
Stipernatan 6nce oda sicakhifinda 0,22 pum ¢apinda seliiloz zardan gecirilerek
stiziildli, daha sonra 15 kDa ayirma sinir1 olan selilloz zar yardimiyla santrifiij ile

konsantre edildi ve elde edilen karisim polifenol oksidaz aktivite tayininde kullanildi.
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2.4.  Enzim Aktivite Tayini

Polifenol oksidaz (PPO) varliginin tespiti i¢in 4-metilkatekol ve pyrokatekol olmak
tizere iki substrat kullanildi. Spektrofotometrede (Cary 60, Agilent) 4-metilkatekol ve
pyrokatekol icin sirasiyla 410 ve 420 nm’de absorbans degerindeki artig Olciildii
(25°C) (Jiang ve dig., 1999). Enzim aktivitesini 6l¢mek i¢in 6rnek kiiveti 100 mM
derisiminde hazirlanan 1 ml substrat (4-metilkatekol/pyrokatekol) ve uygun miktarda
seyreltilmis 1 ml enzim soliisyonu eklenerek, kontrol kiiveti ise ayni sekilde fakat
enzim olmadan hazirlandi. Enzim soliisyonu 100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi
(pH 7.0) kullanilarak elde edildi (Alici ve Arabaci, 2016; Sutay Kocabas ve dig.,
2011). Polifenol oksidaz aktivitesi pyrokatekoliin/4-metilkatekoliin okside olma
katsayist olan 3450/1010 M-1 cm-1 soniim katsayisi kullanilarak ve baslangic
reaksiyon hizina gére belirlendi(Ogel ve dig., 2006; Waite, 1976). Bir iinite polifenol

oksidaz aktivitesi (EU) dakikada 1 pmol kinon olusmasi esasina gore hesaplandi.

2.5.  Protein Miktar Tayini

Protein konsantrasyonu Bradford Metoduna gore belirlenmis; standart grafigin
cizilmesinde (Ek-A) protein olarak sigir serum albiimini kullanilmistir (Bradford,

1976).

2.6.  Uclii-Faz Ayirma (TPP) Yontemi ile Polifenol Oksidazin Saflastiriimasi

Calismada, 2 mL enzim ekstrakti, farkli amonyum siilfat doygunluklarina (%20,
%30, %40, %50 ve %60 wi/v) getirildi ve farkli enzim/t-biitanol oranlar1 (1,0:0,5,
1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,0:2,0) saglanacak sekilde t-biitanol eklenmesi yapildi. Karigim
oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 4.500 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek faz
ayrim1 gozlenenler dikkate alindi (Alici ve Arabaci, 2016; Duman ve Kaya, 2014).
Proteinin bulunmasinin beklenmedigi iist faz dikkatlice pipetlenerek ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra alt fazin pipet yardimi ile orta fazda olusan ¢okeltiden
ayrilmasi saglandi. Fenol oksidaz enzimini igeren ¢okelti 1 mL’lik 100 mM sodyum
fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH 7,0) ¢ozdiiriildii. Sonrasinda orta ve alt faz
orneklerinde aktivite ve protein tayin analizleri gerceklestirildi. Uglii-faz ayirma
sistemlerinde biyomolekiillerin secici olarak ayrilmalarinda rol oynayan parametreler
(amonyum siilfat konsantrasyonu, ham ekstrakt:t-biitanol orani, sistem pH’s1) ayrica

optimize edildi.
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Ham ekstrakt aktivitesi (2160 U), %100 olarak kabul edildi. Amonum siilfat, distile
su ve t-biitanolden (ham ekstrakt hari¢) olusan bir kor sistem hazirlandi. Tim
denemeler iki kez tekrarlandi; paralel deney bulgular arasindaki farkliligin £%5’ten

daha diisiik oldugu bulundu.

2.7.  Polifenol Oksidaz Enziminin Karakterizasyonu
2.7.1. Molekiiler agirh@in hesaplanmasi

Kismi olarak saflastirilmis enzimin molekiiler agirliginin belirlenmesinde Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi uygulandi. Buna
gore, ornekler %0.1 (w/v) SDS igeren 5%’lik (w/v) ylikleme and 15%’lik (w/v)
ayirma jellerinde yiiriitiildi (Laemmli, 1970) ve giimiis boyama metodu uygulanarak
boyandi (Blum ve dig., 1987). Molekiil agirligin hesaplanmasinda yararlanilan
standart grafik Ek-B’de verildi.

2.7.2. Sicaklik ve pH’nmin polifenol oksidaz iizerine etkisi

Sicakliktaki degisikliklerin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini 6lgmek amact ile
enzim ve substrat soliisyonlar1 spektrofotometrede (Cary60, Agilent) enzim aktivite
Olctimii yapilmadan 6nce 10 dk boyunca 30°C ila 80°C arasindaki farkli sicakliklara
ayarlanmis su banyosunda bekletildi ve 420 nm’de enzim aktivite ol¢limii hizli bir
sekilde gergeklestirildi (Gulcin ve dig., 2005; Sutay Kocabas ve dig., 2011).
Sicakliga kars1 enzim dayanikliligini 6lgmek i¢in ise enzim ornekleri 30°C ila 80°C
arasindaki farkli sicakliklara (30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C) ayarlanmis su banyosunda
yaklagik 1 saat bekletilerek polifenol oksidaz aktivite dl¢limii gergeklestirildi.

Farkli pH’larin polifenol oksidaz aktivite lizerindeki etkilerini belirlemek i¢in 3,0 ila
10,0 arasinda degisen farkli pH’larda ve standart kosullarda spektrofotometrede
enzim aktivite 6l¢timii yapildi. pH 3,0-5,0 arasindaki reaksiyonlar i¢in 100 mM sitrat
tampon ¢ozeltisi, pH 6,0 ila 7,0 i¢in 100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 8,0
icin 100 mM tris tampon ¢dzeltisi ve pH 9,0-10,0 icin 100 mM glisin sodyum
hidroksit tampon ¢ozeltileri kullanild1 (Kavrayan ve Aydemir, 2001; Gulcin ve dig.,
2005; Sutay Kocabas ve dig., 2011). pH’nin enzim stabilitesi {lizerine etKisini test
etmek i¢in ise pH aralig1 3.0 ila 10.0 arasinda (3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 ve 10,0)
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hazirlanmis tampon ¢ozeltilerde enzim ornekleri 1 saat bekletilerek fenol oksidaz

aktivite 6l¢timleri yapildi (Sutay Kocabas ve dig., 2008).

2.7.3. Organik ¢oziiciilerin polifenol oksidaz aktivitesine etkisi

Organik c¢oziiciilere karsit saflagtirilmis polifenol oksidaz enziminin dayaniklilik
derecesini karsilastirmak amaciyla, aseton, etanol, dimetil siilfoksit (DMSO) ve
metanol son konsantrasyonlar1 % 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 ve 25 (v/v) olacak sekilde
reaksiyon karisimina direk eklendi (Ogel ve dig., 2006) ve polifenol oksidaz aktivite
tayini yukarida agiklanan sekilde gerceklestirilmistir.

2.7.4. Substrat spesifite analizi

Fenol oksidazlar1 karakterize etmede lakkaz, pyrokatekol oksidaz, tirozinaz ve
peroksidazlar i¢in karakteristik substrat olarak tanimlanmis kimyasallar kullanildi.
Buna gore, 0-250Mm arasindaki farkll konsantrasyonlarda
(0,1,2,4,5,10,15,20,25,30,35,40,45,50,100,150,200,250 mM) 4-metil katekol (410
nm), ABTS (420 nm), pyrokatekol (420 nm), hidrokinon (440 nm), H202 (240 nm),
pyrogallol (430 nm), syringaldezine (530 nm), L-tirozin (475 nm) ve L-Dopa (475
nm) substrat olarak kullanilarak fenol oksidaz aktiviteleri ol¢iildi. Km ve Vmax

degerleri Lineweaver—Burk Plot ile hesaplanda.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1.  Bitki Orneklerinin Polifenol Oksidaz Aktivitelerinin Karsilastiriimasi

Polifenol oksidaz aktivite analizi i¢in 4-Metilkatekol ve Pyrokatekol ile yapilan
calismalarda denemelerde yiiksek karsilastirilabilir aktivite degerleri Pyrokatekol ile
elde edildigi i¢in ¢alismada substrat olarak Pyrokatekol kullanildi (Tablo 3.1.)
Benzer sekilde Tirkhan ve dig.leri (2018) tarafindan Ali¢ (Crataegus monogyna)
meyvesinde gergeklestirilen PPO ¢alismasinda, enzim aktivite dlglimlerinde ti¢ farkl
subtrat; 4-metil katekol, pyrokatekol ve L-tirosin ile absorbans dl¢iimii yapilmis ve
en az aktivite degerine L-Tirozin kullaniminda, en yiiksek aktivite degerine ise

pyrokatekol varliginda ulagilmistir.

Bitki 6rneklerinden elde edilen ham ekstraktlarda belirlenen aktivite sonuglar1 Tablo

3.1°de gosterilmistir. Buna gore, en yiiksek aktivite Biberiye bitkisinde gdzlendi.

Tablo 3.1. Bitki ham ekstratlarina ait polifenol oksidaz aktivite degerlerinin

karsilastirilmasi

Fenol oksidaz kaynagi Polifenol oksidaz
aktivite (umol mL* dk?)

Mantar (Agaricus bisporus) 154
Biberiye (Rosmarinus officinalis) 333
Kivireik nane (Mentha spicata) 6
Adagcay1 (Salvia forskahlei) 33
Ebegiimeci (Malva sylvestris) 65
Dag cilegi (Fragaria vesca) 13
Koyunkiran (Hypericum calycinum)
Bogiirtlen (Rubus canescens) 2
Toéngel (Mespilus germanica) 11
Trabzon hurmasi (Diospyros kaki) 5
Incir (Ficus carica) 6.2

* Aktivite Olgtimlerinde giivenilir bulgular elde edilmesi iizerine substrat olarak pyrokatekol
kullanildi.
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Biberiye yapraklarinin fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu ve buna bagh
olarak antioksidan Ozellikli olarak kullanilabilecegi ilk defa Rac ve Ostric-
Matijasevic (1955)’e atfen Yanishlieva ve dig. (2006) tarafindan rapor edilmistir.
Yapilan bu ¢alismada biberiyedeki PPO aktivitesinin diger bitkilere oranla yiiksek
¢ikmasi yapisinda yiiksek oranda polifenolik bilesik icerdigini dogrular niteliktedir.
Rababah ve dig., (2004) tarafindan gerceklestirilen bir diger caligmada ise biberiye,
¢emen otu, zencefil, yesil ve siyah cay, tiziim ¢ekirdegi, gotu kola (Hindistan ve
Endenozyaya ait tropik bir bitki) ve gingko (Japon erigi) oziitleri toplam fenol
icerikleri agisindan karsilastirlmigtir. Elde edilen bulgulara gore; en yiiksek toplam

fenol icerigi biberiye ekstresinde saptanmustir.

3.2.  Ekstraksiyon Kosullarinin Optimizasyonu
3.2.1. Ekstraksiyon ph’sinin optimizasyonu

Her bir bitki i¢in gergeklestirilen ekstraksiyon isleminin optimize edilmesi sirasinda
pH’nin etkisi ilk olarak arastirildi. Bunun i¢in sirasiyla pH’s1 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0
olan 100 mM’lik sodyum fosfat tampon ¢ozeltilerinde bitki 6rnekleri homojenize
edildi. En yiiksek polifenol oksidaz aktivite degerleri kivircik nane, ebegiimeci,

bogiirtlen, tongel, hurma ve incir hari¢ pH 6,5°da elde edildi. (Tablo 3.2.)

Tablo 3.2. Polifenol oksidaz ekstraksiyonuna pH’nin etkisi

Polifenol oksidaz aktivite (umol mL ** dk )
Polifenol pH
oksidaz
kaynag

6.0 6.5 7 7.5 8
Mantar 257+£2 279+26 154+14 145+23 91+13
(A. bisporus)
Biberiye 347+£33 936+87 333=+11 283+52 91+40
(R. officinalis)
Kivircik nane 83+5 74+4 61+5 60+7 5+3
(M. spicata)
Adagay1 7+1 86+3 33+10 319 1+0.1
(S. forskahlei)
Ebegilimeci 15+£2 15+1 65+£10 66+3 60+9
(M. sylvestris)
Dag cilegi 4£0.5 14+3 13+0 5+1.8 5+1
(F. vesca)
Koyunkiran 2+0.4 3+1 2+0.3 2+1 1+0.3
(H. calycinum)
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Tablo 3.2. (Devam) Polifenol oksidaz ekstraksiyonuna pH’nin etkisi

Polifenol oksidaz aktivite (umol mL ** dk )
Polifenol oksidaz | pH
kaynagi

6.0 6.5 7 7.5 8
Bogiirtlen 3+£0.8 6+1 24+6 1+0.1 1+0.1
(R. canescens)
Tongel 2+02 9+3 11+6 15+4 7+3
(M. germanica)
Trabzon hurmas1 | 158 5+£2.3 6.242 14+7 9+1
(D. kaki)
Incir 3.742 54+2.3 6.2+2 14+7 9+1
(F. carica)

3.2.2. PVPP konsantrasyonunun optimizasyonu

Ekstraksiyon optimizasyonunda test edilen bir diger parametre ise fenolik maddeleri
uzaklastirmada kullanilan Polivinilpirolidon (PVPP) miktaridir. Buna gore
ekstraksiyon ortamina 5 ila 75 mg ml PVPP eklendi ve aktivite degerleri 6lciildii.
Bu islem yapilirken her bitkinin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerindeki tampon
¢oOzeltiler dikkate alindi.

Tablo 3.3.’de verilen bilgiler PVPP eklenmesinin bitki ham ekstraktlarinin
hazirlanmasina olumsuz yonde etki gosterdigine isaret etmistir. Bu nedenle

ekstraksiyon isleminin PVPP eklenmeden gerceklestirilmesi uygun goriildii.

Ayrica secilen bitkiler arasinda en yliksek PPO aktivitesine sahip 6rnegin Biberiye
(R. officinalis) olmasi sebebiyle enzim kaynagi olarak bu bitki secilmis olup bir
sonraki agama olan enzim saflastirmasinda kullanildi. Biberiye i¢in gerceklestirilecek
ekstraksiyon PVPP eklemeden ve pH 6,5°da hazirlanmis 100 mM sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapildi.

Tablo 3.3. Polifenol oksidaz ekstraksiyonuna PVPP nin etkisi

Polifenol oksidaz aktivite (umol mL* dk)
Polifenol PVPP miktari1 (mg mL?)
oksidaz
kaynagi
0 5 12.5 25 375 50 62.5 75
Mantar 279+26 250+10 94+7 61£5 2445 15+4 8+5 6+2.2
(A.bisporus)
Biberiye 936+87 305+5 23444 145+23 86+3 66+3 46+3 12+1
(R. officinalis)
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Tablo 3.3. (Devam) Polifenol oksidaz ekstraksiyonuna PVPP’nin etkisi

Polifenol oksidaz aktivite (umol mL* dk™!)
Polifenol PVPP miktar1 (mg mL?)
oksidaz
kaynagi

0 5 12.5 25 375 50 62.5 75

Kivircik nane 83+5 74+4 59431 33+10 47+£10 33+12 14£7 9+4
(M. spicata)
Adacayl 86+3 60+7 34+7 3119 13+1 14+3 6+2 5+2
(S. forskahlei)
Ebegiimeci 66+3 47+10 33+10 30+7 16+4 11+6 7+1 3+1
(M. sylvestris)
Dag cilegi 14+3 13+1 7+1 4+2 2+1 2+0.4 5+2 3+1
(F. vesca)
Koyunkiran 3+1 4+1 342 2+0.3 2+1 2+1 1+0.1 2+0.1
(H. calycinum)
Bogiirtlen 24+6 15+1 9+4 5+2 5+1 3+3 3+1 2+1
(R. canescens)
Tongel 15+4 8+1 6+2 5+1 5+1 3+1 3+1 2+0.3
(M. germanica)
Trabzon 1548 16+3 743 6+2 4+2 4+2 3+1 3+1
hurmasi
(D. kaki)
Incir 14£7 943 8+5 743 4+1 2+0.4 1+0.1 1+0.4
(F. carica)

33. Ucli Faz Aywrma (TPP) Sistemi ile Fenol Oksidaz Enziminin
Biberiye’den (R. officinalis) Saflastirilmasi

3.3.1. Amonyum siilfat konsantrasyonunun belirlenmesi

Calismada, PVPP kullanilmadan pH 6,5 100 mM’lik sodyum fosfat tampon
cozeltisiyle hazirlanan 2 mL enzim ekstraktinin (576 U, 1 mg protein), %20, %30,
%40, %50 ve %60’lik (w/w) amonyum siilfat doygunluklarina getirilebilmesi i¢in
strastyla 0,212, 0,328, 0,452, 0,582, 0,722 gram amonyum stilfat tuzu konuldu. Daha
sonra karistirict ile tuzlar 60 dk boyunca ¢dzdiiriildii. Uzerine 2 mL enzim oraninda
t-biitanol eklenerek oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. U¢ fazin ortaya ¢ikmasi
sistemin 4,000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmesiyle gerceklestirildi. Ust faz (t-biitanolii
iceren faz) cam pastor pipeti kullanarak dikkatli bir sekilde sistemden uzaklastirildi.
Ara faz ve alt faz ise mikropipet yardimiyla birbirinden ayrilarak protein miktar ve
enzim aktivite tayinlerinde kullanildi. Ara faz 100 mM sodyum fosfat tampon
cozeltisi (pH 6,5) icinde ¢ozdiiriildiikten sonra analiz edilirken alt faz ayn1 tampon

coOzeltisine karsi bir gece diyaliz edildikten sonra analizlerde kullanildi.

Spesifik aktivite 1 mg protein basina enzim tnitesidir. Saflagtirma katsayis1 herhangi

bir fazda Olciilen enzime ait spesifik aktivitenin ham ekstraktakine oranidir. Protein
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geri kazanim degeri ise herhangi bir fazdaki toplam enzim aktivite degerinin ham

ekstraktakine orantyla hesaplanir.

Fenol oksidaz aktivite geri kazanim degerlerinin hazirlanan TPP sistemlerinin
hepsinde ara fazda yiiksek ¢ikmasi enzimin bu fazda ayrildigina isaret etmektedir
(Tablo 3.4.). Farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarini igeren sistemlerden %50
(w/w)’lik olaninda saflastirma katsayisi (13) ve aktivite geri kazanimi (%48) en

yiiksek degerlerde oOlgiildiiglinden sistemin hazirlanmasinda bu konsantrasyon secildi
(Sekil 3.1.).

Tablo 3.4. Amonyum siilfat (AS) konsantrasyonunun TPP sisteminde polifenol
oksidaz ayrimina etkisi

Spesifik Toplam Toplam Protein | Saflastirma % Enzim
Aktivite (U/mg) Aktivite (U) Miktar1 (mg) Katsayisi aktivite geri
kazanmim
Ham 2160 2160 1 1 100
ekstrakt
%20 AS 57 24 0.42 0.03 1
Ust faz
%20 AS 16980 849 0.05 7.9 39
Arafaz
%20 AS 532 67 0.13 0.25 3
Alt faz
%30 AS 7 2 0.46 0.003 0.1
Ust faz
%30 AS 22526 856 0.04 10 40
Arafaz
%30 AS 141 18 0.13 0.065 0.8
Alt faz
%40 AS 316 12 0.38 0.06 0.5
Ust faz
%40 AS 19880 835 0.04 9.2 39
Arafaz
%40 AS 204 24 0.12 0.094 1.1
Alt faz
%50 AS 10 4 0.40 0.004 0.2
Ust faz
%50 AS 28243 1045 0.04 13 48
Ara faz
%50 AS 98.4 12 0.12 0.05 0.5
Alt faz
%60 AS 22,60 10 0.46 0.01 0.5
Ust faz
%60 AS 23760 736 0.03 11 34
Arafaz
%60 AS 121 14 0.11 0.06 0.6
Alt faz
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Sekil 3.1. Amonyum siilfat konsantrasyonunun TPP sisteminde
ara faz icin hesaplanan saflastirma katsayisi ve aktivite geri
kazanimina etkisi

3.3.2. Ham ekstrakt/t-biitanol oraninin belirlenmesi

En uygun amonyum siilfat konsantrasyonu (%50, w/w) belirlendikten sonra TPP
sistemindeki ham ekstrakt/t-biitanol oranlarinin optimizasyonu iizerine ¢aligmalar
yapildi. Buna gore, ekstraksiyon isleminden sonra %50’lik (w/w) amonyum siilfat
¢ozeltisi tizerine ham ekstrakt/t-biitanol oranlari sirasiyla 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5 ve
1,0:2,0 olacak sekilde t-biitanol eklendi. Oda sicakliginda 30 dk. bekletildikten sonra
santrifiij edilen icerikte {i¢ farkli faz gozlendi ve hepsi ayr bir sekilde muhafaza
edildikten sonra her fazda enzim aktivite ve protein miktar1 6l¢iimleri yapildi. Enzim
aktivite geri kazanim degerleri yine ara fazda ytliksek ¢ikmistir (Tablo 3.5.). Farkh
ham ekstrakt / t-biitanol oranlarini igeren sistemlerden 1:1 oraninda olaninda
saflagtirma katsayis1 (13,4) ve aktivite geri kazanimi (%56,4) en yiiksek degerlerde

olgiildiigiinden sistemin hazirlanmasinda bu konsantrasyon segildi (Sekil 3.2.)

Tablo 3.5. Ham ekstrakt/t-biitanol oraninin TPP sisteminde polifenol oksidaz
ayrimina etkisi

Spesifik Toplam Toplam Saflagtirma % Enzim
Aktivite Aktivite (U) Protein Katsayisi aktivite
(U/mg) Miktar1 (mg) geri
kazanim
Ham 2703 2054 0.76 1 100
ekstrakt
1.0:05 43 18 0.42 0.01 0.9
iist faz
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Tablo 3.5. (Devami) Ham ekstrakt/t-biitanol oraninin TPP sisteminde
polifenol oksidaz ayrimina etkisi
Spesifik Toplam Toplam Saflagtirma % Enzim
Aktivite Aktivite (U) Protein Katsayisi aktivite
(U/mg) Miktari (mg) geri
kazanim
Ham 2703 2054 0.76 1 100
ekstrakt
1.0:0.5 26517 769 0.03 9.8 374
ara faz
1.0:0.5 173 19 0.11 0.06 0.9
alt faz
1.0:1.0 44 15 0.34 0.016 0.7
iist faz
1.0:1.0 36187 1158 0.03 134 56.4
ara faz
1.0:1.0 152 18 0.12 0.06 0.9
alt faz
1.0:15 55 24 0.44 0.02 1.2
iist faz
1.0:15 28633 859 0.03 10.6 41.8
arafaz
1.0:15 244 22 0.09 0.09 1.1
alt faz
1.0:2.0 28 11 0.40 0.01 0.5
iist faz
1.0:2.0 30862 895 0.03 11.42 43.6
arafaz
1.0:2.0 188 21 0.11 0.07 1.0
alt faz
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Sekil 3.2. Ham ekstrakt:t-biitanol oraninin TPP sisteminde ara
faz i¢in hesaplanan saflastirma katsayis1 ve geri kazanimina

etkisi
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3.3.3. Uclii-faz ayirma sistem pH’simin belirlenmesi

Polifenol oksidaz enziminin TPP sisteminden yiiksek verimde saflastirilmasi igin
gerceklestirilen optimizasyon c¢aligmalarinin  son basamagi sistem pH’sinin
belirlenmesidir. Bunun igin, ekstraksiyon isleminden sonra %50’lik (w/w) amonyum
siilfat ¢ozeltisi lizerine 1.0:1.0 oraninda t-biitanol eklendi ve sistem pH’s1 3,0 ila 7,0
araliginda ayarlandi. Oda sicakliginda 30 dak bekletildikten sonra santrifiij edilen
icerikte ti¢ farkli faz gozlendi ve hepsi ayr1 bir sekilde muhafaza edildikten sonra her
fazda enzim aktivite ve protein miktar1 Ol¢ctimleri yapildi. Enzim aktivite geri
kazanim degerleri yine ara fazda yiiksek ¢ikmistir (Tablo 3.6.). Farkli pH’larda
hazirlanan sistemlerden pH’s1 6,5 olaninda saflastirma katsayisi (15) ve aktivite geri
kazanimi (59) en yiiksek degerlerde Olciildiigiinden sistemin hazirlanmasinda bu

konsantrasyon segildi (Sekil 3.3.).

Tablo 3.6. TPP sistem pH’sinin polifenol oksidaz ayrimina etkisi

Spesifik Aktivite | Toplam Toplam Protein Saflastirma % Enzim
(U/mg) Aktivite (U) Miktar1 (mg) Katsayisi aktivite geri
kazanim

Ham 2541 1982 0.78 1 100

ekstrakt

pH 3.0 31.6 12 0.38 0.01 0.6

iist faz

pH 3.0 31677 982 0.03 125 495

ara faz

pH 3.0 183 21 0.11 0.07 11

alt faz

pH 3.5 36 14 0.40 0.01 0.7

iist faz

pH 3.5 31064 31064 31064 31064 31064

ara faz

pH 3.5 963 963 963 963 963

alt faz

pH 4.0 54.5 24 0.44 0.02 12

iist faz

pH 4.0 29035 813 0.03 11.4 41

ara faz

pH 4.0 157 16 0.10 0.06 0.8

alt faz

pH 4.5 72 36 0.50 0.03 18

iist faz

pH 45 26600 798 0.03 10.5 40.3

ara faz

pH 45 310 31 0.10 0.12 1.6

alt faz
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Tablo 3.6. (Devam) TPP sistem pH’sinin polifenol oksidaz ayrimina etkisi

Spesifik Aktivite | Toplam Toplam Protein Saflastirma % Enzim
(U/mg) Aktivite (U) Miktar1 (mg) Katsayisi aktivite geri
kazanmim
Ham 2541 1982 0.78 1 100
ekstrakt
pH 5.0 45 18 0.40 0.02 0.9
iist faz
pH5.0 26965 782 0.03 10.6 39.5
ara faz
pH5.0 223 23 0.10 0.09 1.2
alt faz
pH5.5 57 26 0.46 0.02 1.3
iist faz
pH5.5 25843 827 0.03 10.2 41.7
ara faz
pH5.5 200 18 0.09 0.08 0.9
alt faz
pH 6.0 46 17 0.38 0.02 0.8
iist faz
pH 6.0 27806 862 0.03 10.9 435
ara faz
pH 6.0 226 23 0.10 0.09 1.1
alt faz
pH 6.5 43 18 0.42 0.02 0.9
iist faz
pH 6.5 39000 1170 0.03 15 59
ara faz
pH 6.5 147 17 0.11 0.06 0.8
alt faz
pH7.0 28 13 0.46 0.01 0.6
iist faz
pH7.0 27375 876 0.03 10.78 44.2
ara faz
pH7.0 225 18 0.08 0.09 0.9
alt faz
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Sekil 3.3. TPP sistem pH’sinin ara faz i¢in hesaplanan saflagtirma
katsayis1 ve aktivite geri kazanimina etkisi




Sonug olarak fenol oksidaz enzimi Biberiye’den (R. officinalis) %50 (w/w)
Amonyum siilfat ve ham ekstrakt:t-biitanol oran1 1:1 olacak sekilde hazirlanan TPP

sisteminde (pH 6,5) ara fazda topland1 ve yaklasik 15 kat saflastirma elde edildi.

3.4. SDS-PAGE Analizi

TPP sistemi ile saflastirilan polifenol oksidaz enziminin safliinin kontroli ve
molekiil kiitlesi tayini % 10’luk (w/v) SDS-PAGE ile gergeklestirildi. Elektroforez
sonrasi jel, Coomasie Brilliant-Blue metodu ile boyandi. Enzimin safliginin kontrolii
ve molekiil kiitlesinin tayini i¢in yapilan elektroforez sonucu Sekil 3.4.°de
verilmigstir. Elektroforegramdan goriildiigii gibi, Biberiyeden izole edilerek
hazirlanan enzim preparati olduk¢a homojen bir bant vermektedir. Enzimin molekiil

kiitlesi 53 kDa olarak hesaplanmistir (Ek-B).

Sekil 3.4. Biberiye’den saflastirilan polifenol oksidazin
SDS-PAGE jel goriintiisi. M: BioRad Molekiiler kiitle
standartlar (Miyozin; 200 kDa, B-galaktozidaz; 116,25 kDa,
fosforilaz b; 97,4 kDa, ovalbumin; 45 kDa); 1: Ekstraksiyon
sonrast ham ekstrakt diyalizat 10 pl 6rnek uygulanmistir);
2: TPP sonrasi1 polifenol oksidaz enzim preparati (10 pl
ornek uygulanmistir).
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Fenol oksidazlarin molekiiler kiitleleri ve yapilari kaynaktan kaynaga bagli olarak
farklilik gostermektedir. Genellikle bitkisel ve mantar kaynakli fenol oksidazlarin
molekiil kiitlesi 30-60 kDa arasinda degismektedir (Sutay, 2003). Ornegin, Bektasi
lizlimii meyvesinin PPO enzim agirlig1 31 kDa (Bravo ve Osorio, 2015), yesil fasiilye
(Phaseolus vulgaris L.) PPO’sunun 57,5 kDa, yesil fasiilye kabugunun 39 kDa (Guo
ve dig., 2009), brokoli (Brassica oleracea var. botrytis italica) PPO’sunun 51,3 kDa
(Gawlik-Dziki ve dig., 2007) oldugu rapor edilmistir. Tespit edilen Biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) bitkisininnin molekiil agirhiinin literatiir PPO molekiil

agirligina sahip degerlere uygun oldugu belirlendi.

3.5.  Reaksiyon Sicakhgmn Biberiye (R. officinalis) Polifenol Oksidaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Sicakligin polifenol oksidaz aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla 30-
70°C aras1 sicakliklarda gerceklestirilen aktivite 6l¢timleri Sekil 3.5°te verilmistir.
Olusturulan grafikte Biberiye fenol oksidazi i¢in optimum reaksiyon sicakligi 40°C
olarak bulundu (Sekil 3.5A). Bu sicaklik degerinin iizerinde aktivite azalmis ancak
test edilen en yliksek sicaklik derecesinde bile (70°C) hala baslangictaki aktivitenin
%761 korunmustur. Literatiirde farkl bitki kaynaklarindan izole edilen fenol oksidaz
enzimlerinin optimum sicaklik degerleri 20 ila 45°C arasinda rapor edilmistir (Tablo
3.7.). Bu ¢alismada izole edilen fenol oksidaz enzimi literatiirde rapor edilen sicaklik

araligindadir.

Sicakligin enzim kararliligina etkisinin belirlenmesi i¢in 30 ila 70°C arasi
sicakliklarda enzim 60 dk inkiibasyona birakildiktan sonra standart kosullarda
aktivite 6lgtimleri yapilmistir. Sekil 3.5B’de goriildiigl tizere enzimin kararli kaldigi
optimum sicaklik degeri 30°C olarak belirlendi. Sicaklik 40°C’ye ¢ikartildiginda
enzim aktivitesinde ¢ok hizli bir diisiis gozlenmistir (30°C’de 6l¢iilen aktivitenin
yaklasik %53°u kaybolmustur). 50°C ve iizerinde enzimatik aktivite neredeyse
kaybolmustur. Buna gore, enzimin yiiksek sicaklik derecelerinde (50-70°C) aktif
olmasima ragmen stabilitesinin kisa siirede bozuldugunu goérmekteyiz. Bu durum

enzimin uzun siiren endiistriyel uygulamalarda kullanilabilirligini sinirlayabilir.
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Sekil 3.5. Sicaklik degisiminin enzim aktivite (A) ve
kararlilig1 (B) iizerine etkisi

Tablo 3.7. Farkli bitki kaynaklarindan ekstrakte edilen polifenol
oksidazlarin kinetik parametrelerinin karsilastirilmasi

Bitki kaynagi Optimum sicaklik | Optimum | Referans

Ph
Amasya elmasi 17 7,0 Oktay ve dig., 1995
Cilek 25 5,0 Dalmadi ve dig., 2006
Dut! 45 7,0 Sutay Kocabas ve dig., 2011
Enginar? 25 6,0 Aydemir, 2004
Hurma 20-40 7,5 Ozen ve dig., 2004
Kekik3 35 6,5 Dogan ve Dogan, 2004
Kestane* 40 5,0 Xu ve dig., 2004
Mango 30 7,0 Wang ve dig., 2007
Muz 30 7,0 Unal, 2007
Nane 30 7,0 Kavrayan ve Aydemir, 2001
Patlican5 20 7,0 Dogan ve dig., 2002
Biberiye® 40 7.0 Bu calisma
Dut (Morus alba L.); 2Enginar (Cynara scolymus L.); *Kekik (Thymus longicaulis
subsp.chaubardii var. chaubardii); “Kestane (Castanea henryi); SPatlican (Solanum
melongena var. insanum); éBiberiye (Rosmarinus officinalis)
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3.6. Reaksiyon pH’sinin Biberiye (R. officinalis) Polifenol Oksidaz Aktivitesi
Uzerine EtKisi

Farkli pH’larin polifenol oksidaz aktivitesi lizerindeki etkilerini belirlemek icin 4,0
ila 9,0 arasinda degisen farkli pH’larda gergeklestirilen aktivite 6l¢iim bulgulari Sekil
3.6.’da verilmektedir. Olusturulan grafikte Biberiye polifenol oksidazi i¢in optimum
reaksiyon pH’s1 7,0 olarak belirlendi. Benzer sekilde enzimin bir saat siireyle
baslangigtaki aktivitesini korudugu pH degeri de 7,0 olarak bulundu(Sekil 3.6.). Bu
pH degerinin iizerinde ve altinda aktivite kayiplar olmakla birlikte pH 6,0 ve 8,0°de
strastyla aktivitenin yaklasik %99 ve %81°1 korunmustur (Sekil 3.6.). Farkli bitki
dokularindan ekstrakte edilen polifenol oksidazlara ait optimum pH degerleri Tablo
3,7.’de verilmistir. Genel olarak fenol oksidazlarin en iyi ¢alistiklart reaksiyon pH

degerinin 7.0 oldugunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 3.6. Reaksiyon pH degisiminin enzim aktivite (A) ve
kararliligi (B) tizerine etkisi
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3.7. Biberiye (R. officinalis) Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Organik
Céoziiciiler Varhiginda Incelenmesi

Organik ¢oziiclilerin polifenol oksidaz aktivitesi iizerine etkisi Tablo 3.8.’de
gosterilmistir. Organik ¢oziicliler proteinlerin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirme
yetenegine sahip bilesiklerdir. Genelde proteindeki kovalent olmayan baglar, iyonik
gruplar ve dipoller, hidrojen baglari ve hidrofobik etkilesimler gibi 6zellikleri

degistirirler.

Organik c¢oziiciilerin eklendigi reaksiyon ortamlarinda genel olarak ¢oziicii
konsantrasyonunun artisina bagl olarak aktivitede kademeli olarak azalma gozlendi.
Sadece DMSO’nun %2,5, %5 ve %7,5’luk derisimlerinde aktivitede hemen hi¢ kayip

gozlenmedi.

Enzimin olumsuz yonde en fazla etkilendigi ¢dzgen etanol olup %25 (v/v)’lik
konsantrasyonda baslangigtaki aktivitenin (¢6zgenin bulunmadigi ortamda olgiilen)
yaklasik %85°1 kaybolmustur. Biberiye fenol oksidazinin organik ¢oziiciilere olan

dayanikliligt DMSO > Metanol > Aseton > Etanol seklindedir.

Tablo 3.8. Farkli organik c¢oziiciilerin Biberiye polifenol oksidaz aktivitesi
tizerine etkisi

Organik Bagil PPO Organik Coziicli Bagil PPO
Coziici %viv Aktivitesi %viv Aktivitesi
(%) (%)

Kontrol 100 100

25 89 2,5 84

5 74 5 77

75 59 75 74
Etanol 10 56 Aseton 10 64

15 34 15 55

20 25 20 49

25 15 25 18

2,5 88 2,5 106

5 82 5 101

75 73 75 99
Metanol 10 71 DMSO 10 94

15 34 15 81

20 25 20 77

25 26 25 55
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3.8.  Biberiye (R. officinalis) Polifenol Oksidaz Enziminin Substrat Spesifite
Analizi

Biyokatalizor ihtiyacini karsilamak amaciyla fenol oksidaz enziminin katalitik
ozellikleri incelendi. Farkli substratlar varliginda aktivite ol¢timleri gerceklestirildi.
Tablo 3.9.’a gore biberiye polifenol oksidazi test edilen tiim fenolik bilesikleri okside
edebilmektedir. En yliksek aktivite degeri ABTS te Ol¢lilmiis olup en diistik aktivite
4-metilkatekolde hesaplandi. Diger yandan enzimin afinitesinin en yiiksek bulundugu
substratin katekol, en diisiik olanin ise pirogallol oldugu goriildii. Tiim bulgular ele
alindiginda enzimin o- ve p-pozisyondaki farkli tipte difenolikleri okside edebildigini

gostermektedir.

Tablo 3.9. Biberiye polifenol oksidazinin substrat spesifite analizi

Substrat Km (mMM) Vmax (umol mL* dk?)
4 MetilKatekol

16 250
ABTS

9,5 1250
Katekol

3 625
Hidrokinon

9,7 588
Pirogallol

31 526
Syringalzedin

8,8 357
L-Dopa

18,5 526

Trabzon Yomra ilgesinde yetistirilen Yomra elmasinin (Malus communis L.)
polifenol oksidaz aktivitesi ve antioksidan 6zellikleri ne yonelik calismada katekol, 4
metilkatekol ve L-DOPA substratlari i¢in Km Ve Vmax degerleri sirasi ile 7,90 mM,
21,50 uM/dk; 10,1 mM, 24,80 uM/dk; 2,50 mM, 1,60 uM/dk olarak bulunmustur
(Can ve dig., 2014). Patlican (Solanum melongena) bitkisi PPO igin 4-metil
katekolde Km degeri 0,34 mM’dir. Vmax 212 pM/dk’dir. Tert-biitil katekol,
dihidrokaferik asit ve pirokatekol, 4-metil katekol ile karsilastirildiginda Vmax ayni
kalmistir ancak Km degerleri sirasiyla % 29, 41 ve% 58 daha yiiksek tespit edilmistir
(Gautam ve dig.leri, 2012). Marula agac1 (Sclerocarya birrea subsp. Caffra) PPO
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enzimini i¢in Mdluli (2005) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada katekol, DHPPA,
katekin ve MC substratlar1 ile ¢alismalar gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara
gbre Marula i¢in azalan afinitenin sirasiyla, katekin, MC, DHPPA ve katekol igin
1.41, 145, 3.73 ve 4.99 mM seklinde oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada ayni
substratlar i¢in Ol¢iilen Km degerlerine baktigimizda Biberiye PPOsunun katekole

ilgisinin Yomra elmasinin PPO’sundan daha yiiksek oldugunu sdyleyebiliriz.
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4, SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu calismada Kocaeli’de dogal olarak yetisen bitkilerden biberiye
(Rosmarinus officinalis), Trabzon hurmasi (Diospyros kaki), incir (Ficus carica),
tongel (Mespilus germanica), bogiirtlen (Rubus canescens), koyunkiran (Hypericum
calycinum), dag cilegi (Fragaria vesca), ebegiimeci (Malva sylvestris), adacayi
(Salvia forskahlei) ve kivircik nane (Mentha spicata) bitkilerinin yapraklarindan elde
edilen ham ekstraktlarda polifenol oksidaz enziminin iiretimine bakildive bulgular en
iyi fenol oksidaz kaynagi olarak bilinen mantar ile karsilagtirildi. Test edilen
bitkilerden sadece Biberiye yapraginda, mantara gore yaklasik 2,2 kat daha fazla
polifenol oksidaz aktivitesi Ol¢iildii. Daha sonra ekstraksiyon optimizasyon
calismalar1 gergeklestirildi ve pH 6,5’da hazirlanan ekstraksiyon ortaminda mantara
gore yaklagik 3,35 kat daha fazla aktivite gézlemlendi. Sonrasinda ham 6ziitten
polifenol oksidaz enziminin {glii-faz ayirma sistemi ile saflastirma denemeleri
gerceklestirildi. Buna gore, %50 (w/w) amonyum siilfat doygunlugunda hazirlanmis
1:1 oraninda ham ekstrakt ve t-biitanol i¢eren pH’s1 6,5’°¢ ayarlanmis sistemden
polifenol oksidaz enzimi yaklasik %59 aktivite geri kazanimla 15-kat saflastirildi.
Safliginin kontrolii SDS-PAGE analizi ile yapildi ve alt {initesinin molekiil agirligi
53 kDa olarak hesaplandi. Substrat spesifite sonuclart enzimin katekol oksidaz
aktivitesi gosterdigine isaret etmektedir. Saf enzimin optimum sicaklik ve pH
degerleri sirastyla 40°C ve 7,0 olarak belirlendi. Enzim stabilitesinin sicakliga bagh
olarak azaldigr gozlenirken pH 6,0-9,0 arasinda aktivitesinin yaklasik %80 ila
%99’unun korundugu gozlendi. Son olarak enzimin DMSO’dan olumsuz yonde
etkilenmedigi goriiliirken test edilen ¢oziicililere karst ilgisi DMSO > Metanol >

Aseton > Etanol seklinde bulundu.

Yapilan ¢aligma, ti¢lii faz ayirma yontemi kullanilarak Kocaeli ilinde gergeklestirilen

ilk calisma olmasi agisindan oldukca onem arz etmektedir.
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Ayrica gelistirilen ¢alisma ile biberiye bitki yapraklarinin fenol oksidaz kaynagi
olarak kullanilabilecegi 6n goriilmekte ve bu bitkiden tek adimda gergeklestirilen
ekstraksiyon metodunun basit, giivenilir, ekonomik ve etkili bir metod olarak enzim

preparati hazirlamada kullanimi 6nerilmektedir.
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Ek-A

Protein miktarinin belirlenmesi igin standart protein olarak sigir serum albiimin
(BSA) kullanild1. Stok BSA ¢ozeltisi (2 mg/mL) ayni tampon ile uygun oranlarda
seyreltilerek 0, 0,3, 0,6, 0,9, 1,2 mg/mL konsantrasyonlarda protein c¢ozeltiler,
hazirlandi.  Numarlandirilmis olan 2 mL’lik ependorflara, farkli BSA
konsantrasyonlarindan 100 pL ve 1,5 ml Bradford reaktifi eklendi. Inkiibasyon icin
10 dak oda sicakliginda birakildi ve ardindan spektrofotometrede 595 nm’de dlgiim
gerceklestirilerek standart egri olusturuldu.
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Sekil A.1. Protein miktar tayini, Standart BSA egrisi
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Ek-B
Molekiiler Agirhik Tayini

Biberiye PPO’sunun molekiil agirligimmin tayini igin, standart olarak kullanilan
proteinlerin (Miyozin-200 kDa, (3-galaktozidaz-116 kDa, Fosforilaz b-97 kDa, Serum
albiimin-66 kDa ve Ovalbumin-45 kDa) Rf degerleri x-eksenine ve bunlarin molekiil
kiitlelerinin logaritmik degerleri de y-eksenine yerlestirilerek standart grafik cizildi.
Molekiil kiitlesi bilinmeyen Biberiye PPO’suna ait Rf degeri, grafikte yerlestirilerek
bu degere karsilik gelen noktadan bulundu.
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Sekil B.1. Molekiil agirlig1 hesaplamada kullanilan grafik. Molekiil agirlig:
bilinmeyen proteine (Biberiye PPO) ait veri daire i¢ine alinmustir.
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Ek-C

Soliisyonlarin hazirlamsi

0.2 M Asetat Tamponu, pH 5.0 (pH 4,0 —5,5)

54.43 g Sodyum asetat trihidrat

0,2 M Sodyum Fosfat Tamponu, pH 7,4 (pH 6,0 — 8,0)

Monobazik 5.93 g

Dibazik 23.0 g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 7.4’e ayarlanir.
0,1 M Sodyum Karbonat — Sodyum Bikarbonat Tamponu, pH 10,4 (pH 8,0 — 11,0)
1.05 g Sodyum bikarbonat

9.275 g Sodyum karbonat

Oncelikle sodyum bikarbonat iizerine 800 mL distile su ilave edilir ve ¢ozdiiriiliir.
Sonra sodyum karbonat ilave edilir ve 1 litreye tamamlanarak tekrar karistirilir.

50 mM sodyum fosfat tamponu pH 7,0
3,04 g Monobazik
10,92 g Dibazik

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 7,0 ayarlanip
40C’de saklanir.

Coomassie Blue Stain Soliisyonu (1 litre): 2,5 g Coomessie Blue, 450 ml metanol
icerinde 1 gece boyunca ¢ozdiiriiliir. 70 ml Asetik asit ve 480 ml distile su eklenerek
1 litreye tamamlanir. Koyu renkli sisede 40C’de saklanir.

Destain Soliisyonu (1 litre): 250 ml Metanol, 150 ml Asetik Asit, 675 ml dH20,
koyu renkli sisede karistirildiktan sonra 40C’ye saklanilmak tizere kaldirilir.

NaOH (1M, 100 ml): 4 g NaOH tartilir, 80 ml distile su igerisinde ¢ozdirilir.
Uzerine 100 ml’ye tamamlayacak sekilde distile su eklenir ve oda sicakliginda
saklanr.

1,5 M Tris HCI Tampon, 100 ml (pH 8.8): 18,5 g Tris Base; 0,4 g SDS 80 ml distile
su igerisinde ¢ozdiiriiliir. 1 M HCl ile pH 8.7 ‘ye ayarlanir. Steril filtreden gecirilir ve
+40C’de saklanir.
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Tablo C.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihaz Markasi
Buz Makinasi Scotsman AF80
Etiiv Niive FN500
pH metre Inolab WTW cond 3401
Mini Santrifiij Eppendorf 5418
Ultra Santrifijj Sigma 4-17K
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Biorad
Otoklav HMC Hiclave HG-80
Hassas Terazi Scaltec SPB31
Saf Su Cihazi Milipore,Direct-Q UV
Buzdolabi Arcelik,5243 Biolab No-Frost
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