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*DOMAT ZEYTiNi POLIFENOL OKSIDAZ ENZIMININ BiYOKIMYASAL
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Determination of Biochemical Properties of Polyphenol Oxidase from Domat Olive

Ceren TAS M. Umit Unal
Gida Mihendisligi Anabilim Dali Gida Mihendisligi Anabilim Dali
Ozet

Bu calismada, Cukurova bolgesinde yetistirilen Domat c¢esidi zeytinden
izole edilen ve kismen saflastirilan polifenol oksidaz enziminin (PFO) optimum
sicaklik, optimum pH, kinetik parametreler, termal inaktivasyon, inhibitérlerin etkisi
gibi biyokimyasal 6zellikleri arastiriimistir.

Substrat olarak 4-metil katesol kullaniimis ve enzimin K, degerinin 14.52
mM, V,, de@erinin ise 1.73 Abs/dk oldugu bulunmustur. PFO aktivitesi igin optimum
pH degeri 4,5 olarak bulunmus ve optimum pH’dan sonra enzim aktivitesinde hizli
bir diistis gortulmustir. Enzimin optimum sicakligi 30°C olarak bulunmustur. Enzim
20-50°C gibi sicaklik araliginda %70’in Uzerinde aktivite gostermistir. Enzimin
aktivasyon enerjisi (Ea) ve Z degerleri sirasiyla, 121 kj.mol™ (r>=0.9496) ve
18.55°C (r*=0.9532 olarak bulunmustur. Denenen inhibitérlerden en dusuk
inhibisyon etkisi Askorbik asit'te goralmustar.

Anahtar Kelimeler: Zeytin, enzimatik esmerlesme, polifenol oksidaz, kinetik,
termal inaktivasyon.

Abstract

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 Domat olives grown in Cukurova region and partially purified.

4-methylcatechol was used as substrate and K,, dand Vm values of the
enzyme were found to be 14.52 mM and 1.73 Abs/dk, respectively. The optimum
pH and temperature for PPO activity was found to be 4.5 and 30°C, respectively.
After the optimum pH enzyme activity declined rapidly. The enzyme had more than
70% activity between 20-50°C. Energy of activation (Ea) and Z values were found
to be 121 kj.mol™ (r*=0.9496) and 18.55°C (r*=0.9532), respectively. Of the
inhibitors tested, ascorbic asid was the least effective inhibitor.
Key Words: Olive, enzymatic browning, polyphenol oxidase, kinetics, thermal
inactivation.

GIRIS
Zeytin agaci, tarihin her asamasinda Akdeniz’de kurulan butin
uygarliklarin vazgegilmez bir pargasini olusturmustur. Anadolu’'nun en eski kltr
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bitkilerinden olan zeytin, oleceae familyasinin, Olea cinsinin Oleaeuropa turinun
Oleaeuropa sativa alt tirini teskil etmektedir (Bozdogan, 2002Hasat sonrasi
depolama veya meyve ve sebzelerin igslenmesi sirasinda mekanik
zedelenmelerden kaynaklanan esmerlesme reaksiyonlari ¢ok sik goérulmektedir.
Meyve ve sebzelerde goérilen bu esmerlesme reaksiyonlari Polifenol oksidaz
(PFO) enziminin fenolik bilesiklerle reaksiyonu sonucu meydana gelmektedir
(Godfrey ve West, 1996).

Zeytinde bulunan fenol bilesikleri, sofralik zeytin veya zeytinyaginin
oksidatif stabilitesini ve duyusal 6zelliklerini etkiledigi icin oldukgca onemlidirler.
Bunun disinda fenol bilesenlerinin beslenme ve farmokolojik etkileri dogal
antioksidatif ve antimikrobiyel 6zellikleri bulunmaktadir. Ayrica bu islemler renk ve
tadi etkilediginden meyvenin islenmesinde de 6nemlidirler (Esti ve ark., 1998).
Meyvenin dogal savunma sisteminin olusturulmasinda da fenol bilesenleri 6nemli
rol oynamaktadir (Siciancalepore ve Longone; 1984; Brenes-Balbuena ve ark.,
1995; Robards ve ark., 1999).

Polifenol oksidazlar (PFO enzimleri), oksidoreduktaz grubuna giren
enzimlerdir ve bakir igerirler. Substratlari fenolik bilesiklerdir. Ozellikle bitkiler
aleminde yaygin olarak bulunan PFQO’lar hayvansal dokular ve kuf mantarlarinda
da bulunmaktadirlar. Substratlarini oksijen esliginde esmer renkli bilesiklere
oksitlemektedirler. Bu olay gida teknolojisinde enzimatik esmerlesme olarak da
bilinmektedir (Godfrey ve West, 1996).

Bu calismada Domat zeytini kullaniimistir. Domat zeytini Tarkiye'nin en
onemli yesil sofralik cesididir. Meyvesi iri, silindirik yapida olup, saptan meyve
ucuna dogru bir sirt bulunur. Kilogramdaki ortalama dane adedi; 180-200 arasinda
degisir. Et- cekirdek orani 5/1 ve yag miktari %20-22 dir. En uygun hasat zamani
Ekim ayidir. Zeytinler hasattan sonra tatlandiriir ve fermantasyon kaplarinda
stoklanir. Fermantasyonunu tamamlamig zeytin karakteristik bir sari renk alir.

Ulkemizde zeytin PFO’su (zerine g¢alismaya rastlanmamistir. Bu
¢alismanin amaci zeytinden PFO enzimini ekstrakte ederek kismen saflastirmak ve
enzimin optimum pH, sicaklik, termal inaktivasyon, inhibitérlerin etkisi ve kinetik
parametreler gibi 6zelliklerini belirlemektir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Denemelerde C.U. Ziraat Fakiiltesi Bahcge Bitkileri BSlimi Arastirma ve
Uygulama Bahgesinden temin edilen Domat zeytini kullaniimigtir.

Metot
Polifenol Oksidaz Ekstraktinin Hazirlanmasi

Dondurulmus (-25°C), 150 g cekirdegi ¢ikariimis zeytin, 1.875 g polietilen
glikol (PEG) iceren 225 ml 6nceden sogutulmus (-18°C) aseton igerisinde 2 dk
Warring blendorda homojenize edilmistir. Homojenat vakumlu filtreden gecirilmistir.
Elde edilen filtre keki 150 ml sogutulmus aseton ile karistirilarak ayni iglemler
uygulanmigtir. Filtre Uzerinde kalan kisim, beyaz aseton tozu elde edilene kadar
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150 ml soguk aseton kullanimlariyla ekstrakte edilmistir. Elde edilen aseton tozu bir
gece oda sicakhginda kurutulduktan sonra cam kavanoz igerisinde —25°C’de
saklanmigtir (Coseteng ve Lee, 1987).

Enzimin Kismi Saflasgtiriimasi

Elde edilen aseton tozundan 10g alinarak 10 mM askorbik asit, %0.1
polivinilpoliprolidon, %0.5 Triton X-100 ve 1mM PMSF i¢eren 300 ml, 0.1 M, pH 6.8
fosfat tamponunda 40 saniye homojenize edilmistir. Homojenat 3 saat, +4°C’de
magnetik karistirici ile karistirilmis ve daha sonra 10.000 x g’'de 45 dakika +4°C’de
santrifujlenmistir. Santriflj sonrasi, berrak kisma %90 amonyum siilfat ¢okeltmesi
uygulanmistir. Cokeltilen fraksiyonlar 10 000 x g’de 45 dakika, + 4°C’de santrifj
edilerek ayriimigtir. Cokelti, az miktarda 0.01 M pH 6.8 fosfat tamponunda
¢ozulmis ve +4°C’de ayni tampona karsi bir gece boyunca diyaliz edilmistir
(Serradell ve ark., 2000).

iyon Degisim Kromatografisi ile Saflastirma

Diyaliz edilen enzim c¢ozeltisi, 0.01 M pH 6.8 fosfat tamponu ile
dengelenmis DEAE-Toyopearl 650-M iyon degisim kolonuna (2.5 x 30 cm) 0.5
ml.dk™ hizla verilmistir. Enzim ¢oézeltisi verildikten sonra 0.5 ml.dk™® hizla yaklasik
200 ml baglangi¢ tamponu gegirildikten sonra 0.01-0.20 M, pH 6.8 fosfat tamponu
kullanilarak gradient elisyon yapilmistir. Toplam 40 ml enzim ¢dzeltisi kolona
verilmigtir. Fraksiyonlar 4’er ml olacak sekilde toplanmis ve elde edilen
fraksiyonlarda enzim aktivitesi ve protein tayini yapilmigtir.

Protein Tayini
Enzimlerin protein icerigi standart olarak sigir serum albumini kullanilan
Bradford metoduna goére belirlenmistir (Bradford, 1976).

Enzim Aktivitesinin Olgiimii

Enzim aktivitesi 30°C’de 410 nm’de 40 sn boyunca absorbanstaki artigtan
belirlenmistir. Absorbans-zaman grafiginin lineer kisminin egdiminden enzim
aktivitesi hesaplanmistir. Olgtimler iki paralelli olarak yapilmig ve sonuglar ortalama
degerler seklinde ifade edilmistir. Optimum pH’daki tampon ile hazirlanmis ve
30°C’ye isitiimig 0.9 ml substrat ¢bzeltisi 0.1 ml enzim c¢oézeltisi ile karistirildiktan
sonra absorbanstaki artis otomatik olarak kaydedilmistir. Sadece inhibitoriin etkisini
belirlemek i¢in yapilan enzim aktivitesi 6lciimlerinde 0.8 ml substrat, 0.1 ml inhibitor
ve 0.1 ml enzim c¢ozeltisi kullaniimigtir. Kontrol olarak fosfat tamponunda
hazirlanmis substrat kullaniimigtir. 1 tnite PFO aktivitesi 30°C’de dakikada 0.001
birimlik absorbans artisina neden olan enzim miktari olarak tanimlanmistir (Unal ve
Sener, 2006).
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Enzimin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
Enzimin optimum pH ve sicakligi, kinetik parametreler, termal inaktivasyon,
inhibitdrlerin etkisi gibi biyokimyasal 6zellikleri Unal (2007)'a gdre belirlenmistir.

Optimum pH

Enzimin en yuksek aktivite gdsterdigi optimum pH’yi bulabilmek igin 3.04-
6.7 pH araliklarinda aktiviteler élgiimustur. pH 3.04-5.80 igin 0.2 M sitrat tamponu,
pH 6.30-6.70 icin 0.2 M fosfat tamponu kullaniimistir. PFO aktivitesi farkl
tamponlarda, standart reaksiyon karisimi kullanilarak 6élgtlmuastir. Enzimin en
yuksek aktivite goésterdigi pH degeri optimum pH olarak belirlenmis ve diger
deneyler bu pH’da gergeklestiriimistir. .

Optimum Sicaklik

Optimum sicakligi belirleyebilmek igin 20-70°C’ler arasinda enzim aktivitesi
Olglilmustir. Bunun icin optimum pH’daki tamponla hazirlanmis 0.9 ml 4-metil
katesol c¢Ozeltisi ilgili sicaklikta su banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra
Uzerine 0.1 ml enzim c¢ozeltisi ilave edilerek enzim aktivitesi olgiimustur.
Maksimum enzim aktivitesinin gorildigu sicakhk degeri optimum sicakhk olarak
belirlenmistir.

Kinetik Parametreler

Enzimin Michaelis-Menten sabiti (K,,) ve maksimum hiz V,, degerlerini
bulabilmek igin optimum pH ve sicaklikta degisik konsantrasyonlarda 4-metil
katesol kullanilarak enzim aktiviteleri dlgilmustir. Kinetik parametreler Lineweaver-
Burk metoduyla grafiksel olarak hesaplanmistir. Bu amacla 1/Substrat-1/Reaksiyon
hizi grafigi cizilmis ve edim ve y eksenini kestigi noktalardan K, ve V,, degerleri
hesaplanmigtir.

Termal inaktivasyon

Sicakligin enzim stabilitesine etkisini belirlemek igin enzim 65, 70 ve
75°C’de (5, 10, 15 dk ) isitildiktan sonra enzim aktiviteleri belirlenmistir. Vidali
deney tlpd ilgili sicakhktaki su banyosunda 5 dk bekletildikten sonra icerisine 0.3
ml enzim konulup degisik surelerde sicakhda maruz birakilmigtir. Sire sonunda
enzim hizli bir sekilde su banyosundan c¢ikarilip buz banyosunda sogutulmus,
ardindan oda sicakhdina getirildikten sonra enzim aktivitesi standart reaksiyon
karisimi kullanilarak 6lgtlmustir. Kontrol olarak sicakliJa maruz birakiimayan
enzim kullaniimistir. Sicakliga maruz kalan enzimlerdeki kalinti aktivite (E),
sicakliga maruz kalmamis enzimin aktivitesi (E,) ile kiyaslanarak birinci dereceli
inaktivasyon sabiti (kq), yari dmdr (t1/2) , aktivasyon enerjisi E;, sabit bir sicakliktaki
enzim aktivitesinin %90°in1 inaktive etmek igin gereken slire (D degeri) ve D
degerinde bir log10 azalma igin (% 90 azalma icin) gereken sicaklik artigi (Z
degderi) hesaplanmistir.
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inhibitorlerin Etkileri
inhibitérlerin enzim aktivitesine etkisini belirleyebilmek igin 0.01, 0.10 ve

1.00 mM konsantrasyonlarda 3 farkl inhibitdr (askorbik asit, sodyum disiilfit ve L-
sistein) kullanilarak enzim aktivitesi 6l¢cllmustir. Bunun igin optimum pH’daki
tampon ile hazirlanmis 4-metil katesol ¢bzeltisinden 0.8 ml ve optimum pH’daki
tampon ile hazirlanmis degisik konsantrasyonlardaki inhibitor ¢ozeltilerinden 0.1 ml
deney tipline konularak 5 dk 30 °C’de su banyosunda bekletilmis ve daha sonra
Uzerine 0.1 ml enzim ilave edilerek aktivite dlgimu yapilmistir. Kontrol olarak
inhibitér kullanilmadan hazirlanan standart reaksiyon karisiminda enzim aktivitesi
belirlenmistir. inhibisyon yiizdesi ise asagidaki formilden hesaplanmistir:

inhibisyon (%) = [(Ao — Ai)/A0)]*100

Ao: inhibitér kullanmadan belirlenen enzim aktivitesi

Ai: inhibitér varliginda enzim aktivitesi.

Arastirma Bulgulari ve Tartisma
Enzimin Saflagtiriimasi

iyon degisim kromatografisinde elde edilen fraksiyonlarda her birinde
absorbans (280 nm) ve enzim aktivitesi odlgimleri yapilmistir. Aktivite olcimleri
pH’si 4.98 olan 0.2 M sitrat tamponunda hazirlanmig, 100 mM 4-metil katesol
kullanilarak yapilmis ve absorbans ve aktivite degerlerinden elde edilen grafik Sekil
1’de verilmistir. Sekil 1'de gorildagu gibi iki protein piki elde edilmis, fakat
bunlardan sadece bir tanesinde enzim aktvitesi gérilmustur. Bu aktivite pikinde 21-
26’nci fraksiyonlar birlegtirilerek biyokimyasal dzellikleri belirlenmistir. Optimum pH
degeri ( pH 4.5) ve 50 mM 4-metil kategol ile yapilan enzim aktivitesi élgimlerine
gore elde edilen saflagtirma cizelgesi Cizelge 1’de verilmigtir. Cizelgeden de
goruldigu gibi PFO enzimi % 24.5 verimle 11.7 kat saflagtiriimistir.
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Sekil 1. DEAE-seliloz iyon degisim kromatografisi ile zeytin pfo’sunun
saflastiriimasi.

Cizelge 1. Zeytin pfo’sunun saflastirma cizelgesi

Saflastirma Hacim | Toplam | Toplam Spesifik Saflagtir | Veri
Adimlari (ml) protein | aktivite aktivite ma m
(mg) (Unite) (Unite/mg Katsayisi | (%)
protein)

Kaba ekstrakt 270 67.446 | 3759210 | 55736.6 1.00 100.0
(NH,),SO,4

cOkeltmesi ve | 40 20.6 494280 23994.2 0.43 13.1
diyaliz

DEAE-

Toyopearl 24 141 922320 654127.7 11.7 24.5
650M
Optimum pH

Zeytin PFO’nun en yiksek aktivite gosterdigi optimum pH’sini belirleyebilmek
icin standart reaksiyon karisiminda pH’si 3.04—6.7 arasinda degisen tamponlar
kullanilarak enzim aktivitesi 6l¢cliimis ve sonuglar % nisbi aktivite olarak Sekil 2’de
gOsterilmistir. Sekilden de goérulecegdi gibi pH 3.04'ten 4.50’a dogru aktivite agmis
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en yuksek aktivite pH 4.5’te gortlmustir. Optimum pH’dan sonra enzim aktivitesi
onemli O6lglide azalarak % 20’lere kadar dismustur.

120 -
100 -
80 -

60 -

Nisbi Aktivite (%)

40 -

20 -

3.04 3.46 4.08 4.5 4.98 5.49 5.8 6.3 6.7

pH

Sekil 2. pH’nin zeytin pfo aktivitesine etkisi

Optimum Sicaklik

Zeytin PFO’sunun en yiksek aktivite gdsterdigi optimum sicakhigi
belirleyebilmek icin 20—80°C’ler arasinda enzim aktivitesi dlgilimus ve sonuclar %
nisbi aktivite olarak sekil 3'de verilmistir. Olglimlerde standart reaksiyon karigimi
kullaniimigtir.
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Sekil 3. Sicakligin zeytin pfo’suna etkisi

Sekilden de goérildigiu gibi enzim en yiiksek aktiviteyi 30°C’de gostermistir.
30°C’den itibaren sicakliktaki artisla beraber enzim aktivitesi azalarak % 30’lara
kadar diismdistur.

Kinetik Parametreler

Enzimin Michaelis-Menten sabiti (K,,) ve maksimum hiz (V) degerlerini
bulabilmek igin optimum pH ve sicaklikta degisik konsantrasyonlarda 4-metil
katesol kullanilarak enzim aktiviteleri dlgulmustir. Kinetik parametreler Lineweaver-
Burk metoduyla grafiksel olarak hesaplanmistir. Bu amacla 1/Substrat-1/Reaksiyon
hizi grafigi cizilmis ve edim ve y eksenini kestigi noktalardan K, ve V,, degerleri
hesaplanmigtir.

Bu calismada 3.125mM — 50mM substrat konsantrasyonlarinda, K, degeri
14.52 mM, V, de@eri 1.73 Abs/dk olarak bulunmustur.

Termal inaktivasyon

PFO’In termal inaktivasyon kinetigi 65, 70 ve 75°C’de 5, 10, 15 dk
surelerde calisiimistir. Termal inaktivasyon parametreleri isil isleme maruz kalmis
enzimlerin aktivitelerinin 1sitimamis 6rnegin aktivitesine kiyaslanmasiyla kD
(inaktivasyon sabiti), t1/2 (yari émur) ve D (desimal indigenme suresi) degerleri
hesaplanmistir. Sicaklik arttikga kD degerleri artmis buna karsilik enzim aktivitesini
yarl yariya azaltmak igin gereken siire ve D degerleri azalmistir. 65°C’de enzimin
yari dmur degeri 31.9 dk iken 75°C’de 9.24 dk olmustur.
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Cizelge 2. Zeytin pfo’sunun termal inaktivasyon parametreleri

Sicaklik (°C) KD (dak-") r? t/2 (dak) D (dak)
65 0.0217 0.9556 31.9 106.1
70 0.0318 0.9983 21.8 72.4
75 0.0750 0.9808 9.24 30.7

Termal inaktivasyon c¢alismalarinin diger énemli parametreleri aktivasyon
enerjisi (E,) ve enzimin D degerinde bir log10 azalma icin (% 90 azalma igin)
gereken sicaklk artigi ifade eden Z degeridir. Bu calismada, Z ve E, degerleri
sirasiyla 18.6°C (r?=0.9532) ve 121.043 kj.mol'1 (r*=0.9496) olarak hesaplanmistir.

inhibitorlerin Etkisi

Bu calismada, askorbik asit, sodyum distilfit ve L-sisteinin zeytin PFO’suna
olan inhibibe edici etkileri 0.01, 0.10 ve 1.00 mM konsantrasyonlarda incelenmisgtir.
Sonuglar % inhibisyon olarakhesaplanmistir. Denenen tiim inhibitérlerde % 100
inhibisyon goérilmemis, en yuksek inhibisyon derecesi % 69.63’lik inhibisyon
derecesi ile 1 mM konsantrasyonda L-Sisteinle olmustur. L-Sistein ve Sodyum
Disdilfitin inhibe edici etkileri birbirine yakin olmus, buna karsilik Askorbik Asit en
disuk inhibisyonu gostermistir.

Sonug

Bu calismada Domat cesidi zeytinden izole edilerek kismen saflagtirilan
polifenol oksidaz'in (PFO) biyokimyasal 6zellikleri arastiriimigtir. Bu baglamda,
enzimin optimum pH ve sicakligi, kinetik parametreleri, termal inaktivasyonu ve
bazi inhibitorlerin etkisi incelenmisgtir.

Elde edilen bulgulardan; substrat olarak 4-metil katesol kullaniimis ve
enzimin K, degerinin 14.52 mM, V,, deg@erinin ise 1.73 Abs/dk oldugu, pH 3.04’den
pH 4.5'a dogru arttirildik¢ca, enzim aktivitenin de arttigi, en ylksek aktivitenin pH
4.5da goruldugu ve enzim aktivitesinin optimum pH’dan sonra dnce hizli sonra
yavas olarak dustligl, enzimin en yuksek aktiviteyi 30°C’de gosterdigi, 30°C’den
itibaren sicakliktaki artigsla beraber enzim aktivitesinin hizla azalarak 70 °C’de
yaklasik % 20’ye dustugl, enzimin Z ve Ea degerlerinin 18.55°C (r?>=0.9532) ve
121.043 kj.mol'l (r*=0.9496) oldugu, I-Sistein ve sodyum disllfitin inhibe edici
etkilerinin birbirine yakin oldugu buna karsilik askorbik asitin inhibisyon etkisinin
denen diger inhibitérlere goére daha dusik oldugu belirlenmistir.
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