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OZET

YONUZ ERIK (Prunus divaricata var) POLIFENOL OKSiDAZININ
BiYOKIMYASAL OZELLIKLERININ INCELENMESI

GUNDOGAN, Sakine
Yiiksek Lisans Tezi
Biyomiihendislik ve Bilimleri Ana bilim Dal1
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Elif Duygu KAYA
Eyliil 2023, 55 Sayfa

Bu ¢alismada polifenol oksidaz enzimi Yonuz erikten (Prunus divaricata var)
afinite kromatografisi metodu ile Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite
jeli kullanilarak ~ %35,97 verimle 12,80 kat saflagtirildi. Enzimin safliginin kontrolii ve
molekiil agirh@min tespiti SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile gergeklestirildi.
Saflastirilan polifenol oksidazin SDS-PAGE ile tek bant halinde, 83,06 kDa agirliginda
oldugu belirlendi. Enzimin monofeolik ve difenolik substratlar1 varliginda aktivite
tayini yapildi ve en iyi aktiviteyi 4-metil katekol varliginda gosterdigi belirlendi. Yonuz
erikten saflastirilan, polifenol oksidaz enziminin Kkinetik karakterizasyonu en yiiksek
aktivite gosterdigi, 4-metil katekol, katekol ve DHPPA substratlar1 varliginda
gerceklestirildi. Enzimin optimum pH degeri 4-metil katekol ve DHPPA substratlar:
kullanildiginda 7,0, katekol substrati kullanildiginda 6,0 olarak belirlendi. Optimum
sicaklik 4-metil katekol, katekol ve DHPPA substratlari varliginda sirasi ile 20 °C, 40
°C ve 30 °C olarak belirlendi. Polifenol oksidazin Ky, ve Vpax degerleri ile substrat
spresifikliginin bir gostergesi olan Vma/Km degerleri Lineweaver-Burk grafiklerinden
faydalanarak belirlendi. En etkili substratinin en yiiksek olan Vma /Ky, degerine sahip
olan 4-metil katekol (1666,67 EU/mL/mM) oldugu, bunu DHPPA (1253,13
EU/mL/mM) ve katekol (452,08/ EU/mL/mM) substratlarinin izledigi tespit edildi.
Polifenol oksidazinin inhibisyonu amaci ile yaygin kullanilan esmerlesme karsiti
kimyasal ajanlar incelendi. Bu amagcla askorbik asit, sitrik asit, sodyum metabisiilfit, L-
sistein, kafeik asit, fumarik asit, maleik asit ve tartarik asit i¢cin PFO aktivitesini yariya
diisiren inhibitér konsantrasyonu (ICsp) degerleri belirlendi. Enzimin en etkili
inhibitoriiniin en diisiik ICsp degerine sahip askorbik asit (ICsp: 0,0564 mM) oldugu en
zayif inhibitoriiniin ise en yiiksek ICsp degerine sahip sitrik asit (ICsp: 17,465 mM)
oldugunu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Polifenol oksidaz, saflastirma, karakterizasyon, inhibisyon.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOCHEMICAL PROPERTIES OF YONUZ PLUM
(Prunus divaricata var) POLYPHENOL Oxidase
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Master’s Thesis
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In this study, polyphenol oxidase enzyme was purified 12.80 times with 5.97%
yield by affinity chromatography method and Sepharose-4B-L-tyrosine-p-aminobenzoic
acid affinity gel from Yonuzu plum (Prunus divaricata var). Control of the purity of the
enzyme and determination of its molecular weight were carried out by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis. The purified polyphenol oxidase was determined by
SDS-PAGE to be a single band, weighing 83.06 kDa. The activity of the enzyme was
determined in the presence of monopheolic and diphenolic substrates and it was
determined that it showed the best activity in the presence of 4-methyl catechol. Kinetic
characterization of the polyphenol oxidase enzyme purified from plum was performed
in the presence of the substrates 4-methyl catechol, catechol and DHPPA, where it
showed the highest activity. The optimum pH value of the enzyme was determined as
7.0 when 4-methyl catechol and DHPPA substrates were used, and 6.0 when the
catechol substrate was used. The optimum temperature was determined as 20 °C, 40 °C
and 30 °C in the presence of 4-methyl catechol, catechol and DHPPA substrates,
respectively. Kp, and Vmax values of polyphenol oxidase and Vyax/Km values, which are
an indicator of substrate specificity, were determined using Lineweaver-Burk graphs.
The most effective substrate was 4-methyl catechol (1666.67 EU/mL/mM), which had
the highest Vma/Kn value, followed by DHPPA (1253.13 EU/mL/mM) and catechol
(452.08/EU/mL). /mM) substrates were detected. Commonly used anti-browning
chemical agents for the inhibition of polyphenol oxidase were examined. For this
purpose, inhibitor concentration (ICsp) values that reduce PFO activity by half were
determined for ascorbic acid, citric acid, sodium metabisulfite, L-cysteine, caffeic acid,
fumaric acid, maleic acid and tartaric acid. It was determined that the most effective
inhibitor of the enzyme was ascorbic acid (ICso: 0.0564 mM) with the lowest ICsq value,
and the weakest inhibitor was citric acid (ICsp: 17.465 mM) with the highest 1Cs, value.

Key Words: Polyphenol oxidase, purification, characterization, inhibition.
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1. GIRIS

1.1. Enzimatik Esmerlesme

Meyve, sebze ve onlardan elde edilen iiriinler; igerdikleri vitaminler, mineraller,
lifler ve antioksidanlar gibi bilesikler sayesinde saglikli beslenme i¢in yeri
doldurulamaz o6gelerdir. Tiiketiciler sebze ve meyvelerin icerdigi biyoaktif maddelerin
obezite, kanser, alzheimer, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi dejeneratif hastaliklara kars1
koruyucu etkisinin vurgulanmasi sayesinde giin gectikge daha ¢ok bitkisel agirlikli
beslenmeye 6zen gostermekte taze sebze, meyve ve bunlarin iriinlerine olan talep

artmaktadir (Ionita vd., 2017).

Diinyada yetisen sebze ve meyve mahsullerinin yarisi hasat sonrast bozulma
reaksiyonlar1 nedeniyle kaybedilmektedir (Martinez and Whitaker, 1995). Enzimatik
esmerlesme meyve ve sebzelerin toplanmasi, depolanmasi ve islenmesi sirasinda
gerceklesen oksidatif bir bozulma reaksiyonudur. Bu reaksiyon fenolik bilesiklerin
enzimatik katalizli oksidasyonu sonucu iriiniin renk, lezzet, besin degeri, yumusaklik
gibi duyusal parametrelerini bozar ve son {lriinde kalite kayiplarina dolayist ile
ekonomik kayiplara neden olur. Bu reaksiyonlarin ana sorumlusu fenolik bilesikleri
oksitleyerek substrat olarak kullanan polifenol oksidaz enzimleridir (Brandelli and
Lopez, 2005).

Polifenol oksidazlar (PFO) meyve ve sebzelerdeki bir¢ok monofenolik ve
difenolik bilesigi substrat olarak kullanir, havadaki oksijenle yiikseltgeyerek enzimatik
esmerlesmeye sebep olur (Martinez and Whitaker, 1995; Brandelli and Lopez, 2005).

1.2. Polifenol Oksidaz (PFO)

Meyve ve sebzelerde esmerlesme reaksiyonlarinin baglica sorumlusu Polifenol
oksidazlardir. PFO oksijen varliginda ¢ok sayida fenolik bilesigi katalizleme yetenegine
sahip, aktif bolgesinde bakir iceren, oksidorediiktaz grubu enzimin genel adidir (Yoruk
and Marchall, 2003).

1.3. Polifenol oksidazlarin dogada dagilim
1856 yilinda PFO enzim ilk kez Schoenbein tarafndan yemeklik mantarlarda
bulunmustur (Whitaker, 1995). 1895 yilinda Lindet elma sarabi {izerinde calisirken

esmerlesmeninin dogasini fark etmis ve 1920'de Onslow, bitki dokusunun enzimatik
1



esmerlesmesinin, katekol, protokatekuik asit ve kafeik asit gibi o-difenolik bilesiklerin
yani sira uygun enzimlerin (oksijenazlar) ve havanin varligina bagli oldugunu
gostermistir. "Oksijenaz" terimi daha sonra "fenolaz" veya "polifenol oksidaz" olarak
degistirilmistir. 1937'de Kubowitz, PFO'nun bakir igeren bir enzim oldugunu

gostermistir (Mesquita and Queiroz, 2013).

Polifenol oksidazlar basta bitkisel dokular olmak iizere, deniz canlilarinda
(karides ve yengec) (Yoruk and Marshall, 2003), mantarlarda, bakterilerde, boceklerde

ve insanlar da dahil olmak tizere baz1 hayvanlarda bulunur (Whitaker, 1995).

Yiksek bitkilerde, enzim bitkiyi boceklere ve mikroorganizmalara karsi korur
ve yaralandiginda, mikroorganizmalarin daha fazla saldirisina ve kurumaya karsi
gecirimsiz bir melanin kabugu olusturur (Whitaker, 1995). PFO bitkilerde genellikle
tilakoid membranda, peroksizomlarda, kloroplastta ve mitokondride bulunur (Panadare
ve Rathod, 2018). Doku zedelendiginde, kesildiginde, soyuldugunda, hastalandiginda,
plastidlerde bulunan fenolik bilesikler, enzim ve oksijen bir araya gelerek hizla
kahverengi melanin pigmentlerini olusturur (Mesquita and Queiroz, 2013). Boceklerde,
dis iskeletin sklerotizasyonunda ve melanin i¢inde kapsiilleyerek mikroorganizmalara
kars1 korumada gorev aldigi bildirilmistir. Insanlarda ve hayvanlarda ise polifenol

oksidaz cilt, sa¢ ve goz pigmentasyonundan sorumlu tutulmaktadir (Whitaker, 1995).

1.4.Polifenol oksidazlarin katalizledigi reaksiyonlar

Polifenol oksidazlar iki tip reaksiyonu Kkatalizler ilki; monofenollerin
hidroksilasyonla o-difenolere doniisiimii olan krezolaz veya monofenolaz tipi reaksiyon
(E.C.1.14.18.1) ve ikincisi; o-difenollerin oksidasyonu ile o-kinonlara yiikseltgenmesi
olarak tanimlanan difenolaz veya katekolaz tipi reaksiyon (E.C.1.10.3.2) (Mesquita ve
Queiroz, 2013). PFO’nun aktivitesi sonucu olusan o-kinonlar son derece reaktif
bilesiklerdir ve enzimatik olmayan kondensasyon reaksiyonu ile kahverengi melanin
pigmentine donisiirler (Zhou vd., 2018). Enzim kaynagina bagli olarak, hem
monofenolik hem de difenolik her iki substrat kategorisi {izerinde etkili olabilir, bu

nedenle yaygin olarak polifenol oksidazlar olarak bilinirler (Saranya vd., 2020).
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Sekil 1.1. Polifenol oksidaz enziminin monofenolaz aktivitesi (Can, 2010)
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Sekil 1.2. Polifenol oksidaz enziminin difenolaz aktivitesi (Can, 2010).

PFO ‘in reaksiyonu sonucu olusan genellikle renksiz kinonoid bilesikler
siilfhidril, amin, amid, indol ve imidazol siibstitiientleri ile proteinlerin niikleofil
gruplar1 dahil gesitli hiicresel bilesenleri kovalent olarak degistiren ve ¢apraz baglayan
oldukea reaktif, elektrofilik molekiillerdir (Steffens, vd., 1994). Kinon bilesikleri bitki
proteinlerindeki temel aminoasitlerin yan zincirleriyle etkilesime girerek kovalent
kondenzasyonlara yol agma potansiyeline sahiptir. Aminoasitlerin -SH ve -NH, gruplari

cogunlukla kinonlar tarafindan baglanmaya veya alkilasyona duyarlidir. Bu durum gida

3



proteinlerinin besin degerinin azalmasina neden olmaktadir (Yoruk ve Marchall, 2003).
Ayrica fenolik tirozin gruplar iceren veya bir fenolik asite psddopeptit bagi yoluyla
baglanan gida proteinleri de PFO igin substrat gérevi gorerek modifikasyona tabi tutulur

(Matheis and Whitaker 1984).
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Sekil 1.3. Kinonlarm enzimatik olmayan oksidatif reaksiyonlar1 (Ozen, 2008)



1.5. Polifenol oksidazin substratlari

Polifenol oksidazin substratlart meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunur
(Queiroz, vd., 2008). Sebze ve meyveler ¢ok sayida fenolik bilesikler igerirler ve
bunlarm bir kismi polifenol oksidaz enzimi i¢in uygun substrattir. Gida materyalinde
bulunan ve esmerlesmeye katilan fenolik bilesikler dort gruba ayrilabilir: basit fenoller,
fenolik asitler, sinamik asit tiirevleri ve flavonoidler (Mesquita and Queiroz, 2013).
Basit fenoller, L-tirozin gibi monofenolleri ve katekol, resorsinol ve hidrokinon gibi o-
difenolleri icerir. PFO'nun temel substratlar1 fenollerdir ve enzimin reaktivitesi, her

fenol tiirline gore degismektedir.

Katekol en ¢ok kullanilan “model substrat” olmakla beraber 4-metil katekol, p-
krezol, L-DOPA, gibi fenol tiirevleride subtrat olarak kullanilmaktadir (Panadare and
Ratrod, 2018). Fenolik asitler 6nciil bilesik olarak benzoik asitten sentezlenen asitleri
igerir ve bitkilerde yaygmn olarak bulunur. Gallik asit, vanilik asit, siringik asit,
protokatekuik asit bu guruptaki bilesiklere ornek olarak verilebilir. Sinnamik asit
tirevleri Ozellikle sebze ve meyvelerdeki enzimatik esmerlesme reaksiyonlarindan
sorumlu tutulan klorojenik basta olmak tizere kafeik asit, quinik asit, p-kumarik asit,
sinaptik asit gibi bilesikleri i¢erir (Mesquita and Queiroz, 2013). Flavonoidler bitkilerin
kok, govde yaprak, meyve ve tohum gibi yenilebilen kisimlarinda bulunmaktadir
(Kuyumcu, 2014). Flavonoidlerin 3-hidroksi tiirevleri olan kisim ise katekinlerdir.
Dogada (+)- katekin ve (-)- epikatekin olarak bulunmaktadirlar. PFO ve peroksidaz

enzimleri tarafindan substrat olarak kullanilirlar (Pourcel vd., 2006).
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1.6. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Tespiti
Polifenol oksidaz enziminin aktivite tayini substratlarin yapisina (monofenolik
ya da difenolik) bagli olmak iizere manometrik, polarografik, kronometrik ve

spektrofotometrik yontemlerle gergeklestirilebilir (Yoruk and Marchall, 2003).

Monometrik ve paografik yontemlerin her ikside PFO’nun reaksiyonu esnasinda
harcanan O, miktarinin tespiti esasina dayanirken tiikenen oksijenin 6l¢lim yontemi
acsisindan farklilik gosterir.  Monometrik yontemde tiiketilen miktar1 O, bir
respirometre yardimi ile belirlenirken, Palografik yontemde tiiketilen oksijen miktari
daha hassas bir elektrot yardimi ile gergeklestirilir. Kronometrik metodda askorbik asit
kullanilarak ilk renk degisiminin gézlemlendigi zamanin belirlenmesi esasina gore

gerceklestirlir (Yoruk and Marchall, 2003).

Spekrofotometrik yontemlerin {istiin tarafi pratik ve kolay uygulanabilir
olmasidir bu sayede diger yontemlere gore daha ¢ok tercih edilirler. Burada ya
substratlarin PFO katalizi ile azalmasi takip edilir ya da reaksiyon sirasinda olusan
tirtinlin olusum hiz1 6l¢iliir (Whitaker, 1995). Genellikle PFO’nun fenolik bilesiklerle
reaksiyonu sonucu olusan o-kinonlarin UV / Vis emiliminin izlenmesi yani iriiniin
olusum hizinin olgiilmesi tercih edilir. Ancak o-kinonlar kararsiz ara bilesiklerdir ve
zaman i¢inde polimerize olabilirler (Fenoll vd., 2000). Sonug olarak, UV / Vis emilimi

degisebilir ve dogru olmayan kinetik dl¢limlere neden olabilir.

PFO’nun monofenolaz ve difenolaz aktivitesinin spektrofotometrik tayininde 3-
metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) gibi kromojenik bir niikleofil kullanilarak
tayin islemi oldukca duyarli ve dogru bir sekilde gergeklestirilir. Enzimatik reaksiyon
sirasinda olusturulan o-kinon, niikleofil ile renkli katilma iiriinleri verir ve bu katilma

{iriinleri 500 nm ve civarinda absorbans gosterir (Ozel, 2008).

1.7. Polifenol Oksidazin Endiistrideki Onemi

Polifenol oksidazlar endiistriyel uygulamalar igin yiiksek potansiyele sahip
enzimlerden biri oldugu i¢in bu alandaki birgok calismaya konu olmustur. Polifenol
oksidazlardan; biyoteknolojik L-Dopa iiretiminde (Chu vd., 1993), atik sularda fenol
tayini ve giderimi (Oztan, 2007; Wang vd., 2020), gida endiistrisinde enzimatik
kararmanin optimizasyonu, bazi gida katki maddelerinin iiretimi, teaflavin {iretimi

(Sharma, vd., 2009), gida giivenliginde biyojenaminlerin tespitinde, endiistriyel
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proseslerdeki toksik bilesiklerin giderilmesi ya da doniistliriilmesi yoluyla
bioremediasyonda ve tekstil endiistrisinde boya giderimi, biyosensor olarak bircok
alanda polifenol oksidaz sinifi enzimlerden faydalanilmistir (Faria vd., 2007; Kanteev
and Fishman, 2015; Nawaz vd., 2017; Min vd., 2019).

1.8. Enzimatik Esmerlesme Reaksiyonlariin Onlenmesi

Meyve ve sebzelerdeki fenolik substratlarin PFO tarafindan oksidasyonunun,
bircok meyve ve sebzenin olgunlasma, tasima, depolama ve isleme sirasinda meydana
gelen esmerlesmenin ana nedeni oldugu diistiniilmektedir. Bu sorun, besin kalitesini ve
goriiniimiinii etkiler, tiikketicinin tarafindan kabul edilebilirligini azaltir ve dolayisiyla
hem gida iireticileri hem de gida isleme endiistrisi lizerinde 6nemli ekonomik etkilere
neden olur. Bu nedenle polifenol oksidazlar gida teknolojisinde kritik enzimler olarak
kabul edilmis ve hakkinda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Nufiez-Delicado vd., 2005;
Queiroz, vd., 2008).

Polifenol oksidaz kaynakli esmerlesme reaksiyonlar1 gida kalitesini, besin
degerini ve duyusal 6zelliklerini azalttig1 icin enzim aktivitesini kontrol etmek amaciyla
bircok teknik ve mekanizma gelistirilmistir. Bu mekanizmalar reaksiyonun meydana
gelmesi i¢in gereken temel elemanlar; oksijen, bakir, enzim ve substrat iizerine etki
gosterir (Queiroz, vd., 2008). Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in uygun sicaklik ve pH
kosullarinda, polifenol oksidaz enzimi, fenolik substratlar, enzim aktivatorii (bakir ve
oksijenin) bir arada bulunmasi gereklidir (Pekyardimci, 1992). Bu nedenle enzimatik
esmerlesmenin kontrolii i¢in bahsi gegen faktorlerden bir ya da birkaginin eliminasyonu

gereklidir (Queiroz, vd., 2008).

Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin dogal bilesenleridir, bunlarin gida
tirtinlerine islenmesi sirasinda hasar goren bitki dokusunda plastidlerde bulunan enzim
ile kofullarda bulunan fenolik bilesiklerin temasi kag¢inilmaz olacaktir (Queiroz, vd.,
2008). Ayrica oksijen varligi da kagmilmazdir bu nedenle kararmanin engellenmesinde
en gecerli yontem PFO aktivitesinin kontrol edilmesidir. Polifenol oksidazin kontrolii

amaciyla fiziksel ve kimyasal ¢ok sayida yontem onerilmistir (Sui vd., 2023).



1.8.1. Fiziksel Yontemlerle Polifenol Oksidazin Kontrolii

Polifenol oksidazin fiziksel yontemlerle kontrolii igin; 1si1l islemler, yiiksek
basingh isleme (HPP), yiiksek basingta karbondioksit (HPCD), mor 6tesi (UV) 151k,
vurgulu elektrik alan (PEF), ultrasound (UST), kullanilmustir.

Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan 1s1l islemler enzimlerin
inaktivasyonunu saglar, mikroorganizmalara karsi etkili ve ekonomiktir. Ancak bu
isleme yontemi, gidanin renginde, tadinda ve dokusunda istenmeyen degisikliklere
neden olabilecegi gibi, vitamin ve mineraller gibi 1siya duyarli besin maddelerini de
tahrip edebilmektedir. Ayn1 zamanda bazi PFO’lar termal inaktivasyona kars1 gii¢lii bir
diren¢ gosterdigi bilinmektedir. PFO'nun 1s1l kararliligi gidanin kaynagi, tiirli, dogas1 ve
davranis1 gibi birgok faktdre bagli olarak degisebilir. Bu durum her {iriin i¢in polifenol
oksidazin 1si1l kararliliginin optimizasyonunu gerektirmektir (Igbal vd., 2019; Sui vd.,
2023). Bu nedenle son yillarda gelencksel 1s1l islemlere alternatif teknolojiler
arastirtlmaktadir (Gonzalez-Cebrino vd., 2013)

Ultrason (UST), PFO'nun kovalent olmayan baglarin1 kirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Mekanik olarak 20 ila 100 kHz arasindaki frekanslarda UST kavitasyon ile
sonuglanir, bu da kabarciklarin hizli bir sekilde olusmasina, biliylimesine ve aniden
par¢alanmasina neden olur, lokalize asir1 yiiksek sicakliklara (5.500 °C) ve basing (50
MPa) olusumu ile sonuglanir. Bu patlama ve yiiksek sicaklik, enzimdeki vander-waals
ve hidrojen baglarinin yapisin1 bozarak yapisal degisikliklere ve aktivite kayiplaria

neden olur (Sanchez-Rubio vd., 2016; Igbal vd., 2019).

Vurgulu elektrik alan (PEF) metodu; Bu islem, mikrosaniyeler boyunca 20-80
kV diizeyinde yiiksek voltaj darbeleri uygulayan iki elektrot igeren bir hazneye gidanin
yerlestirilmesiyle gerceklestirilir. Mikroorganizmalar i¢in etkili bir yontem olsa bile
polifenol oksidaz iizerine etkinligi elektrik alan kuvvetine ve uygulama siiresine bagl

olarak degisiklik gostermektedir (Queiroz, vd., 2008).

Yiiksek basingli isleme (HPP), oda sicakliginda gida enzimlerini etkisiz hale
getirmek, bdylece nihai iiriinlerin raf émriinden 6diin vermeden gidalarin lezzetini,
aromasini ve besin degerini korumak i¢in kullanilan yeni bir gida isleme teknolojisidir
(Igbal vd., 2019). Yiiksek basingli isleme (HPP) isleminde, paketlenmis gidalara kisa bir
stire i¢in (birka¢ saniyeden 20 dakikaya kadar), 0 °C ila 100 °C arasinda ¢ok yiiksek
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basinglarin  (100-1000 MPa) uygulanir. Bu teknoloji biyoaktif bilesenleri korur,
antioksidan aktiviteyi stabilize eder. Boylece saglik agisindan 6nemli faydalar1 olan
iceceklerin elde edilmesi, besinsel ve duyusal 6zelliklerin korunmasi ve raf dmriiniin
uzatilmasi saglar (Andres vd., 2016). Ancak pahali ekipmanlarla galistig1 i¢in gida

endiistrisinde etkili bir kullanim alanina sahip degildir (Sezer ve Inancli, 2013).

Yiiksek Basingta Karbondioksit (HPCD): Hem s1vi hem de kat1 gida {iriinlerinde
kalite enzimlerini ve mikroorganizmalar: etkisiz hale getirmek i¢in kullanilan etkili bir
termal olmayan gida isleme yontemidir (Igbal et.al., 2019). Ancak HPCD tekniginin
gida triinlerinde yiiksek basingtan kaynaklanan dokusal degisiklikler nedeniyle gida
kalitesi iizerinde =zararli etkilere neden oldugu ve tiiketici tarafindan kabul

edilebilirligini azalttig1 bildirmistir (Zhou vd., 2009).

Taze gida iriinleri, gida kaynakli mikrobiyal yiikii azaltmak icin ultraviyole
(UV) 1s1k kullanilarak iglenebilir. UV 1smlar1 gida iriinlerinin tat ve besin degerinin
korunmasi i¢in kullanishi daha ekonomik ancak enzim aktivitesi tlizerine smirli etkisi
olan metodlardir. Bu nedenle diger yontemlerle kombine kullanilmasi (1s1 ve/veya
basing) enzim aktivitesi iizerine daha etkili olmaktadir (Rahman 2007; Yilmaz ve

Elmaci, 2018).

1.8.2. Kimyasal Yontemlerle Polifenol Oksidazin Kontrolii

Polifenol oksidazin kimyasal anti-browning ajanlari ile inhibisyonu, enzimatik
esmerlesmeyi Onlemenin en etkili, kolay ve ekonomik yollarindan biridir. Ancak
gidalarda kullanilan kimyasal ajanlarin insan sagligima zarar vermemesi, alerjik
olmamasi ve gidanin tat, koku, lezzet gibi yapisal parametreleri {izerinde olumsuz

ozellik gostermemesi gerekmektedir (Zhou vd., 2018).

Kimyasal anti-browning ajanlari genellikle; indirgeyici ajanlar, asitlestirici
ajanlar, selatlayici ajanlar, rekabetgi veya rekabetgi olmayan inhibitor ve oksitleyici

ajanlar olarak siniflandirilir (McEvilly and lyengar 1992).

Siilfitler ve kiikiirtdioksit diisiik maliyetli, etkili ve pratik polifenol oksidaz
inhibitorleridir. Ancak alejik etkiye sebep olduklari i¢in birgok iilkede yasaklanmislardir
(Sui vd., 2023). Diinya Saglik Orgiitii (WHO), SO,'nin gida maddelerinin islenmesinde
kullantmimin miimkiin oldugu kadar smirlandirilmasini, hatta tamamen bastirilma

olasiligmin diistiniilmesini 6nermistir (Queiroz, vd., 2008).
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Askorbik asit (C vitamini) polifenol oksidazin reaksiyonu ile olusan kinonlari
melanin olugsumuna sebep olan sekonder reaksiyonlara gitmeden 6nce indirger. Ortamin
pH degerini diisiirerek optimum pH s1 5-7,5 araliginda olan PFO’yu ikinci bir yolla
inhibe eder (Guerrero-Beltran vd., 2005). Polifenol oksidaz pH degisimlerine karsi
hassas bir enzimdir ve optimum pH degeri nétral pH (5-7,5) civarindadir. Askorbik asit
pH’nin diismesine neden olarak, polifenol oksidazin ii¢ boyutlu yapisinin agilmasina ve

katalitik aktivitenin azalmasina neden olur (Liao vd., 2021).

Sitrik asit, polifenol oksidazin aktif bolgesindeki histidin kalintilarina karsi
Ozgulligli nedeniyle enzimi inhibe eder, pH degerini diisiiriir boylece aktif bolgede
bakirin selasyonunu kolaylastirir ve enzimin konformasyonu artan pH ile kademeli

olarak a¢ilir (Yoruk and Marchall 2003; Liu vd., 2013).

L-sistein’in esmerlesmeyi Onleyici ajan olarak etkisi ¢esitli mekanizmalara
baglanmistir. Bunlar renksiz katki maddesi vermek iizere kinonlara karsi niikleofilik
reaktivitesi, PFO’ya karsi inhibisyon etkisi ve o-kinonlari polifenol onciillerine

indirgeme yetenegi seklinde ifade edilmistir (Ali vd., 2015).

Salisilik asit etkili bir esmerlesme ajanidir ve enzim iizerindeki etkisini aktif
bolgedeki anahtar rezidiilere baglanarak ve ortamin asitligini diisiirerek gosterir (Peng
ve Jiang, 2006; Zhou vd., 2018). Salisilik asit ayrica, PFO iizerinde rekabetg¢i inhibisyon
sergileyerek, a-sarmalda azalma ve sekonder yapida degisikliklere neden oldugu

bildirilmektedir (Liao vd., 2021).

Malik asit, oksalik asit, asetik asit ve tartarik asit gibi diger asitlestiriciler de
PFO'nun inhibisyonu i¢in genis ¢apta arastirilmaktadir. Asitleyicilerin ve tampon
sisteminin farkli konsantrasyonlar1 ortamda farkli pH diisiislerine neden olur. Orta
derecede diisiik pH (4,0 ila 6,0), PFO'nun sinirlt agilmasina neden olur, bu da enzim-
substrat etkilesimini etkileyebilir ve dolayisiyla PFO'nun katalitik verimliligini
azaltabilir. Ote yandan, yiiksek konsantrasyonlu asitlestiriciler ¢ok diisiik pH'1
ortamlara (pH<4,0) neden olur. Bu, 6nemli konformasyonel degisikliklerle acilmaya ve
denatiirasyona yol agarak ¢ok diisiik bir aktiviteye veya hi¢ aktivite goriilmemesine
neden olur. Ayrica asit pH'min iirettigi protonlar substratin ayrismasina neden olur ve

enzimin protonasyon durumunu degistirir (Zhou vd., 2020).
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1.9. Yonuz Erik (Prunus divaricata var)

Yabani meyveler, antioksidanlar ve fitokimyasallar1 yiiksek oranda bulundurur,
besin degeri agisindan zengindir bu nedenle saglikli ve dengeli beslenme tizerine 6nemli
ve olumlu etkileri vardir (Bvenura ve Sivakumar 2017). Ulkemizde birgok meyve tiirii
yetismektedir. Diinya tlizerindeki 138 meyve tiiriinden 75’1 iilkemizde yetisirken; tiir
zenginligi yaninda ¢esit zenginligi de oldukca yiiksektir (Demir, 2002). Ulkemizde
birgok yabani meyve lireticiler tarafindan bilinmekte ancak verimli olmayan topraklarda
ve ekstrem kosullarda yetisebilen bu iiriinler endiistriyel 6lgekte liretilmemektedir (Artik

ve Eksi, 1996; Demir, 2002).

Yabani meyveler cogunlukla ev 6l¢eginde taze olarak tiiketilmekte, bir kismida
endiistriyel 6l¢ekte meyve suyu, regel, marmelat ve ¢ay gibi gidalara da islenmekte ve
az bulunan vitamin ve mineraller agsindan zengin bu gidalar dis pazarlara
gonderilmektedir (Demir, 2002). Yabani erik tiirlerinin (Prunus spp.) yiiksek miktarda
tanen bilesikleri icerdigi ve ayrica aromatik ve tedavi edici 6zellige sahip oldugu
bilinmektedir (Sezer vd., 2016). Prunus L. cinsine ait Prunus divaricata var, yiiksek
rakimli bolgelerde yetisen yabani meyvelerden biridir. Yogun bir aromaya sahiptir ve
farkli yorelerde yoresel olarak eksili erik, yunus erik, yonuz erik, alga, alsa olarak
isimlendirilir.

Yonuz erik (Prunus divaricata var) sar1 ve kirmizi renklerde sert ve aci-eksi tada
sahip olmasi ile taze tiiketime ¢ok uygun degildir. Yonuz erik (Prunus divaricata var)
ozellikle kis aylarinda tibbi olarak faydalari amaciyla; Kurutularak yemeklere eksi tat
vermesi i¢in kaynatilip pilire veya marmelat seklinde veya pestili yapilarak

degerlendirilmektedir. (Baskaya vd., 2016).
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Sekil 1.5. Taze ve kurutulmus Yonuz erik (Prunus divaricata var).
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2. KAYNAK OZETLERI

Yildiz vd., (2022) ¢alismalarinda polifenol oksidaz enzimini miirdiim eriginden
amonyum siilfat ¢oktlirmesi, diyaliz ve afinite kromatografisi yontemleri ile
saflagtirmislardir. Polifenol oksidaz enzimi Sepharose 4B-L-Tyrosine-p-aminobenzoik
ve Sepharose 6B-L-Tirozin-p- aminobenzoik asit afinite jelleri kullanilarak sirasi ile
93,88 kat ve 10,46 kat saflastirilmistir. Miirdiim erigi PFO’su i¢in Sepharose 4B-L-
Tyrosine-p-aminobenzoic asit afinite jelinin daha secici oldugu belirlenmistir. Enzimin
molekiil agirligi ve alt birimlerinin varligt SDS-PAGE ve dogal PAGE ile kontrol
edilmis ve yaklasik 50 kDa tek bir alt birim oldugu belirlenmistir. Polifenol oksidaz
enziminin katekol, 4-metil katekol, pirogallol ve kafeik asit substratlari varliginda
kinetik karakterizasyonu yapilmig ve bu substratlar i¢in optimum pH degerleri sirasi ile
7.2, 4.5, 6.8 ve 8,5 olarak ve optimum sicaklik degerleri siras1 ile 25 °C, 10 °C, 5 °C ve
10 °C olarak bulunmustur. Belirlenen substratlar icin enzimin K Ve Viax degerleri
incelendiginde en etkili substrati katekol olarak belirlenmis, katekol i¢in Ve Ve Ky

degerleri sirasi ile 17.219,97 U/ml.dk ve 11,67 mM, olarak bulunmustur.

Alici vd., (2016) borage (Trachystemonorientalis L.) bitkisinden polifenol
oksidaz enzimini 3 fazli ayirim saflagtirma metodunu kullanarak t-biitanol ve amonyum
stilfat yardimi ile % 68,75 verimle 3,59 kat saflastirmislardir. Enzimin safligi dogal jel
elektroforez ve SDS-PAGE ile belirlemistir. Dogal elektroforez ve SDS-PAGE ile iki
bant goézlemlemislerdir. Enzimin 30 kDa ve 80,6 kDa molekiil agirhiginda oldugunu
tespit etmislerdir. Enzimin optimum pH degerleri katekol 7.5, 4-metil katekol 5.0,
pirogallol 7.5 ve kafeik asit substratlari i¢in 5.5 olarak elde edilmistir. Optimum sicaklik
degeleri ise sirasiyla; 10 °C, 5 °C, 30 °C ve 20 °C olarak bulunmustur. Kullanilan
substratlar i¢in Vmax Ve Ky, degerleri tespit edilmistir. Kcat/Ky, degerlerinden enzim igin
en uygun substratin cafeik asit oldugu belirlenmistir. Guaicol, galik asit ve L-tirozin
susbtratlar i¢in aktivite gostermemistir. Monofenolaz aktivitesi bulunmamaktadir fakat

trifenolaz ve difenoz aktivitesi oldugu tespit edilmistir.

Aydmn vd., (2015) Hemsin elmasindan saflagtirmislar PFO’yu; DES52-Seliiloz
iyon degisimi kolonu ve Sephadeks G-25 kolonu kullanarak 78,5 kat saflastirmiglardir.
PFO’nun kinetik karakterizasyonu yapildiginda; optimum pH’s1 5.5 optimum sicaklig
30-40 °C, Ky, degeri 3.40 MM, Vax degeri 333.3 EU/mL.dk olarak tespit edilmistir.
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Karabulut, (2017) Tortum elmasindan PFO enzimini Sepharose 4B-L-tirozin-p-
aminobenzoik asit afinite jeli kullanarak saflagtirmistir. PFO’nun molekiil kiitlesi ve alt
birimlerinin varligi SDS-PAGE ile tespit edilmisdir. Katekol ve 4-metil katekol
substrat1 i¢in optimum pH degeri sirasiyla 5.0 ve 5.5 olarak tespit edilmistir. Katekol
substrat1 i¢in Vmax degeri 20.83 pumol/L.dak, Ky, degeri i¢in 6.17 mM, 4-metil katekol
icin sirasiyla Vmax Ve Ky degerleri 4.16 mM, 32.26 pumol/L.dk belirlenmistir. 1Cs
degerleri ve Ki degerleri karsilastirildiginda askorbik asitin en etkili inhibitor oldugu

tespit edilmistir.

Kumar vd., (2008) tarafindan polifenol oksidaz enzimi ile kiraz meyvesinden
afinite kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yontemleri kullanilarak %8,3 verim ile 60 kat saflastirilmis, termal stabilitesi ve kinetik
parametreleri incelenmistir. SDS-PAGE elektroforezi kullanilarak enzimin molekiil
agirligl hesaplandiktan sonra 38 kDa ve 52 kDa agirligina sahip iki bant gostermistir.
Dogal PAGE substrat boyamasi ile enzim safliginin kontrolii; tek bant gostermis oldugu
i¢in netlesmistir. Enzimin optimum sicaklik degeri 40 °C olarak elde edilmistir. L-
Cysteine, 2- Mercapto ethanol, L-Ascorbate, Thiourea, Sodium metabisulphite, EDTA,
Sodium azide, CaCl,, sodium diethyl dithiocarbamate (SDDC), Sodium metabisulphite,
L-sisteinin inhibisyon etkileri ImM ve 10 Mm arasindaki konsantrasyonuna bakilmustir,
enzimi %60 degerinde thioiirenin 1mM konsantrasyonunda inhibe ettigi ve 10mM
konsantrasyonunda sodium diethyl dithiocarbamate ise tamamen inhibe ettigi
belirtilmistir. Ky ve Vpax degerlerinden anlasildigi iizere en etkili olan difenolik

substratlarinin enzimin katekol ve 4- metilkatekol oldugu goériilmiistiir.

Ozkaya, (2018) calismalarinda polifenoloksidaz enzimini, endemik Salvia
huberi hedge bitkisinden (NH;),SO, ¢oktiirmesi ve diyalizle kismen saflagtirmistir.
Enzimin katalitik aktivitesi ve substrat spesifikligi katekol, 4-metil katekol ve pirogallol
substratlart kullanilarak belirlenmis Ve Vma/Kn degerlerine gore en etkili substrati
pirogallol olarak tespit edilmis, bunu katekol ve 4-metil katekol substratlarinin izledigi
gozlenmistir. Enzimin optimum pH degeri katekol, 4-metil katekol ve pirogallol
substratlar1 igin siras1 ile 7,5, 5,0, ve 7,5 olarak tespit edilmistir. Optimum sicaklik
degeri aym substrat siras1 ile 10 °C, 20 °C ve 35 °C olarak belirlenmistir. Katekol ve
piragollol substratlar1 igin en etkili inhbitér askorbik asit, 4-metil katekol
kullanildiginda en etkili inhibitor glutatyon olarakbulunmustur.
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Zhou vd., (2018) c¢alismalarinda armuttan polifenoloksidaz enzimini,
ultrafiltrasyon, DEAE-Sepharose Fast Flow iyon degisim kromatografisi ve sephadex
G-25 jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak % 0,2 verimle 32,93 kat saflastirilmistir.
Enzimin molekiil agirhigi SDS-PAGE ile yaklasik 44 kDa olarak tespit edilmistir.
Enzimin Kkinetik karakterizasyonu ¢alismalarinda optimum pH degeri 5.5 ve optimum
sicaklig 35 °C olarak bulunmustur. PFO’nun inhibisyonu i¢in askorbik asit, sitrik asit,
kiikiirt dioksit, kojik asit ve tirol grubu igeren I-sistein, glutatyon ve peptitler
kullanilmigtir. K; degerleri ve inhbisyon tipleri belirlenmistir. Calismada L-sisteinin
armut suyunun islenmesi sirasinda enzimatik esmerlesme reaksiyonunu onlemek igin

uygun bir inhibitor olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Derardja vd., (2017) latent formadaki (L-PaPFO) polifenoloksidaz enzimini
kayis1 (Prunusarmenica). Latent formadaki (L-PaPFO) polifenoloksidaz enzimini
kayisidan (Prunusarmenica L.) diyaliz, anyon degistirici (Q-Sepharose FF) ve katyon
degistirict  (MonoS 5/50 GL column) kullanilarak %351 verimle 23,2 kat
saflagtirmislardir. PFO’nun molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 63 kDa olarak bulunmustur.
PFO’nun monofenolik (fenolitiramin), difenolik (klorojenik asit, katekol, 4-
metilkatekol, L-dopa, kaffeik asit, dopamin) trifenolik (pyrogallol) substratlart
varliginda aktivite tayinleri yapilarak en yiiksek ilgisinin 4-metil katekol (Kn= 2,0 mM)
ve klorojenik asit (Ky= 2,7 mM) substratlar1 igin oldugu belirlenmistir. Enzimin
optimum sicaklik ¢aligmasinda 5-85 °C aralifinda aktivitesini korudugu, en yiiksek

aktivitesini40 °C’de gosterdigi belirlenmistir.

Oztiirk vd., (2020) cay yapraklarindan (Camellia sinensis) polifenoloksidaz
enzimini afinite kromatografisi metodu ile saflastirmislar ve molekiil kiitlesini SDS-
PAGE ile yaklagik 50 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin optimum pH, sicaklik ve
kinetik parametleri belirlenmistir. Ky, degerleri katekol ve 4-metil katekol substrati
varliginda sirasi ile 3.782 ve 3.881 mM olarak, Vmax degerleri ise ayni sira ile 1.676 ve
1.912 pumol/L/dk olarak tespit edilmistir. Enzimin sodyum metabisiilfit, sodyum siilfat,
askorbik asit, glutatyon, ditiyoeritriol igin arastirilmis 1Cso ve K degerleri tespit

edilmistir.
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Ziyan ve Pekyardimeci., (2003) enginar bitkisinin gévde ve yapragindan PFO’yu
(NH4)2SO4 ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon yontemi ile saflagtirtlmistir. Optimum sartlarda
katekol substrati 50mM olarak hesaplanmistir. Alt1 farkli inhibitér kullanilarak yapilan
calismada, enginar bitkisinin gdvdesi ve yapragini i¢in en uygun inhibitoriin tiyoiire ve

sodyum azit oldugu goriilmiistiir.

Arslan vd., (2004) , polifenol oksidaz enzimini dut meyvesinden izole edilmis,
saflastirma islemini afinite kromatografisi ve amonyum siilfat kullanilmigtir. Enzimin
pirogallol, 4-metil katekol ve katekol substratlari igin yapilan optimum sicaklik degeri
20 °C - 45 °C, optimum pH degerleri 4,5- 8,0 farklilik gosterdigi belirtilmistir.

Aydemir vd., (2003), calismalarinda yer elmasindan izole -ettikleri PFO
enziminin katekol ve L-DOPA substratlar1 igin Katalitik aktivite gosterdigi ancak
monofenolik  bir subtrat olan L-tirozin igin aktivitesinin  bulunmadigini
gozlemlemiglerdir. Katekol substrati varliginda, K, ve Vnax degerleri sirasi ile
5,88 mM olarak ve 25,402 U/mg olarak hesaplanmistir. Calismada en etkili olan

inhibitorler ise tiyoiirenin, potasyum siyanidve B-merkaptoetanol olarak belirlenmistir.

Tiirkhan vd., (2018) ¢alismasindan polifenol oksidaz enzimini alig meyvesinden
aseton ¢oktiirmesi islemi uygulanarak karakterizasyon ve kismi saflastirma galismasi
yapilmigstir. Polifenol oksidaz enzimi 3,58 kat, 139,5 verimle kismi saflagtirilmistir.
Yapilan ¢alismada enzimin optimum sicaklik degeri 30 °C olarak, optimum pH degeri
ise 5,0 olarak elde edilmistir. Katekol substrati kullanilarak Vyax degeri 12.72 mM ve
Km degeri ve 5507 U/mL.dak belirlenmistir. Isyp degeri, sodyum metabisiilfit, benzoik
asit ve askorbik asit ile yapilmis olan inhibisyon ¢aligmasinda sirasiyla 0,012 mM,
0,099 mM, 2,21 mM olarak tespit edilmistir. Enzimin katekol substratina ilgisinin,
substrat spesifikligi ¢alismasinda; 4- metil katekol ve L-tirosin substratlarina gére daha

fazla oldugu tespit edilmistir.

Sakiroglu vd., (2008) ¢alismasinda PFO’yu dereotundan izole etmis ve kinetik
parametreleri incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda K, ve Vyax degerleri hesaplamak
icin dopamin, katekol ve klorogenik asit substratlari incelenmistir. Yapilan bu
calismada substrat olarak katekol kullanilmistir. Inhibitér olarak ise glutatyon, askorbik
asit ve L-sistein kloriir arastiritlmistir ve en etkili inhibitiiriiniin L-sistein kloriir oldugu

belirlenmistir.
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Bravo ve Osorio (2016) yaptiklart bir ¢alismada altin ¢ilek meyvesinden
(Physalis peruviana L.) polifenol oksidaz enzimini aseton ¢oktiirme, %14 fosfat, %5
polietilen glikol 8000’denolusan sulu iki fazli sistemler kullanilarak (ATPS) yontemi
ile 6ziit hale getirilip saflastirilmistir. Yapilan incelemeler polifenol oksidaz enziminin
en yiiksek substrat afinitesi olarak 4-metil katekol, katekol ve klorojenik oldugu
belirlenmistir. Klorojenik asit ise enzim igin en uygun substrat oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen Ky, ve Vmax degerleri iginsirasiyla 0,56 = 0,07 mM, 53.15 £+ 2.03 U/mL.dak
olarak tespit edilmistir. Enzim i¢in en uygun sicaklik degeri katekol baz alinarak 40 °C,
optimum pH’s1 4-metilkatekol ve katekol i¢in 5,5 ve klorojenik asit i¢in 5,0, klorojenik
asit icin 20 °C ve 4-metil katekol i¢in 25 °C olarak tespit edilmistir. En giiglii inhibitor
olarak L-sistein, askorbik asit ve kuersetin olarak belirtilmistir. SDS-PAGE yontemi
kullanilarak yapilan altin ¢ilek meyvesinde polifenol oksidaz enziminin molekiil
agirlig olarak tek bir bant olarak belirlenmistir. Molekiil agirligi ise ortama degeri 31
kDa olarak tespit edilmistir.

Kolcuoglu vd., (2018) ¢alismalarinda balmumsu mantardan bir polifenol oksidaz
ailesinden bir difenolaz olan katekoloksidazi afinite kromatografisi ile saflastirimis, en
yiiksek enzim aktivitesi, 4- metil katekol, DHPPA ve L-DOPA ile gorilmistiir.
Enzimin yaklagik molekiil agirligit SDS-PAGE ile 58,1 kDa olarak belirlenmis. Enzimin
4-metil katekol, DHPPA ve L- DOPA substratlari igin Ky, degerleri belirlenmis ve en iyi
substratin 4-metil katekol oldugu goriilmiistiir. Enzimin ti¢ farkli substrat i¢in optimum
pH, sicaklik, stabil pH, termal kararlilik ve sodyum azit, sodyum metabisiilfit, askorbik
asit ve tiyotire i¢in K; degerleri belirlenmistir. Enzim aktivitesi tizerine metal iyonlarinin

ve organik solventlerin etkisi arastirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Bu calismada, tilkemizin bir¢ok yerinde yabani olarak yetisen Yonuz erik
(Prunus divaricata var) enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Yonuz erik Amasya ili
Merzifon ilgesinden temin edilmis, deneysel calismalarda kullanilincaya kadar Igdir
Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Arastirma Laboratuvarinda -20 °C’de

saklanmustir.

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adi Marka
Spektrofotometre Agilent Cary 60- UV-Vis
Derin dondurucu (-20) Arcelik

pH metre Hanna

Otomatik pipetler Axypet, Eppendorf
Vorteks Wisemix Vm-10
Hassas terazi Ohaus Starter 300
Elektroforez tinitesi BioRad

Gii¢ kaynagi BioRad

Peristaltik pompa BioRad

Saf su cihazi GFL Typ 2001/4
Manyetik karistirict Heidolph
UV-spektrofotometre kiiveti 1cm®ve 3 cm?
Isiticili manyetik Karistiric IKA-RH basic 2
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3.1.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

1.

10.

11.

12.

100 mM Katekol (pyrocatechol): 0.22 g katekol 20 mL saf su igerisinde

¢oOzildi.

2. 100 mM 4-Metilkatekol: 0,248 gr tartildi ve 10 mL saf su igerisinde
cozildi.

100 mM DHPPA: 0,182 gr DHPPA 10 mL saf suda ¢dziilerek hazirlandi.

100 mM Fenol: 0,094 gr fenol 10 mL saf suda ¢6ziilerek hazirlandi.

5. 2,5 mM L-Tirozin: 0,0045 gr L- tirozin 10 mL saf su igerisinde ¢oziilerek

hazirlandi.

Enzim Oziitii Hazirlama Cézeltisi: 50 mM pH 5,0 CH3COONa iginde %1
Polietilen glikol(PEG)-7000: 3,4 g CH3COONa, 400 mL saf su igerisinde
¢oziildii ve pH degeri CH3COOH ile 5,0 olacak sekilde ayarlanarak son

hacim 500 mL’ye tamamlandi.

10 MM MBTH: 0,011 g MBTH 5 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. Taze olarak

hazirlandi.

0,1 M (pH 10,0) NaHCO3: 8,4 g NaHCO3 900 ml su i¢inde ¢oziildi. pH
degeri 1 M’lik NaOH kullanilarak 10,0’a ayarland1 ve1000 mL’ ye saf su ile

tamamlanda.

Afinite Kolonu Dengeleme ve Yikama Cozeltisi (50 mM pH 5,0
CH3COONa): 3,4 g CH3COONa yaklasik 400 ml suda ¢oziindii, CH3COOH
ile pH degeri 5,0’a ayarlandi 500 mL ye saf su ile tamamladi.

Afinite Kolonu Eliisyon Cozeltisi (50 mM pH:8,0 K;HPO, / 1M NacCl):
5,85 g NaCl ve 6,2 gr K;HPO, yaklagik 900 mL saf suda ¢oziildii. pH degeri

hidroklorik asit ile 8,0’¢ ayarlandi, saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

11.0,2 M pH 8.8 NaHCO3; Cozeltisi: 4,2 gr NaHCOj3 yaklasik 200 ml suda
¢oziindii pH degeri NaOH kullanarak 8,8’e getirildi ve 250 mL’ye

tamamlanda.

1 mM Askorbik Asit: 35,44 mg askorbik asit 10 mL saf su iginde ¢oziilerek

hazirlandi.
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13

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

. 1 mM NayS;0s: 19 mg alinarak 10 mL saf suda ¢oziildii.

100 mM Sitrik Asit: 0,42 g CgHgO7 alinarak 20 mL saf su i¢inde ¢oziilerek

hazirlandi.

10 mM L-Sistein: 0,0121 gr L-sistein 10 mL saf su iginde c¢oziilerek

hazirlandi.

10 mM Kafeik Asit: 0,0180 gr kafeik asit 10 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlandi.

20 mM Tartarik Asit: 0,030 gr tartarik asit 10 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlandi.

20 mM Fumarik Asit: 0,0232 gr fumarik asit 10 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlandi.

20 mM Maleik Asit: 0,0268 gr maleik asit 10 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlandi.

1,5 M Tris-HCI Tamponu: 72,6 g Tris yaklastk 300 ml saf su iginde

¢oziinerek HCl ile 8,8’e pH’s1 getirildi ve 400 mL’ye saf su ile tamamlandi.

21.1 M Tris-HCI: 48,4 g Tris saf su igerisinde ¢oziinerek HCI ile pH degeri

6,8’e ayarlandi ve saf suyla 400 mL’ye tamamlandi.

Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi (%10): 5 g SDS bir miktar suda ¢6ziindii

son hacim 50 mL’ye saf su ile tamamlandu.

Amonyum Perstilfat (APS) Cozeltisi (%10): 2 g APS bir miktar su i¢inde

¢oziildii ve son hacim 20 mL’ye tamamlandi.

Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 0,4 g N,N’-metilen bisakrilamid

ve 14,6 g akrilamid suda ¢oziilerek son hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

Yiikleme Tamponu: 150 pL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100 puL %0,1
bromofenol mavisi, 400 uL %10 SDS, 60 pL B-merkaptoetanol, 250 pL

%80 gliserol karistirilarak hazirlandi.

Yiriitme Tamponu: 1,5 g Glisin ve 7,2 g Tris bir miktar suda ¢oziildii
ardindan iizerine 10 mL % 10 SDS ¢ozeltisi katildi. 8,3’e pH ayarland: ve
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500 mL’ye tamamlandi.

27. Yiikkleme Tamponu: 100 uL %0,1 bromofenol mavisi, 150 pL 1 M Tris-HCI
(pH 6,8), 250 uL %80 gliserol ve 460 pL saf su kullanilarak hazirlandi.

28. Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250 93,5 mL metanol ve
62,5 mL glasiyal asetik asit i¢inde ¢oziildii.

29. Destaining Cozeltisi: 800 mL CH3OH, 200 mL glasiyal asetik asit ve 1200

mL saf su i¢inde ¢oziildi

30. Protein Tayini Cozeltisi: 50 mg Coomassie Brillant Blue G-250 25 mL
%98’lik etanol i¢inde ¢6ziinene kadar karistirildi, tizerine 150 mL %95°1lik
H3PO, eklenerek ve saf suyla 1000 mL’ye tamamlandi.

3.2. Metot
3.2.1. Enzim Oziitiiniin Hazirlamis1 ve Soguk Aseton Coktiirmesinin Yapilisi

Erik numunesinden 25 gr alinarak kabuklar1 soyulup ¢ekirdegi ¢ikarildi,
dondurma ¢dzme yontemi uygulanarak havanda ezildi. Ardindan %1’ lik PEG-7000
igceren 50 mM CH3;COONa (pH 5,0) tamponu eklendi (Aydemir, 2004). Numune dort
katli bezden siiziildii ve sogutmali santrifiij kullanarak 4°C’de 9,500 rpm’de 40 dk
santrifiijlendi. Siipernatantlar enzim Oziitii olarak kullanildi. Siipernatanta aseton
¢oktiirmesi islemi uygulandi. Oziit iizerine hacmi kadar -20 °C’de tutulan soguk aseton,
denatiirasyonu 6nlemek amaci ile buz banyosu kullanarak yavasca katildi ve 16 saat, +4
°C’de birakild: (Ozen vd., 2004).

3.2.2. Aktivite Tayini

PFO aktivitesi tayini 4-metil katekol substrati i¢in 496 nm’de diger substratlar
icin 500 nm’de spektrofotometrik olarak absorbans artisi ile belirlendi (Espin ve.ark.,
1995). PFO aktivitesi belirlenirken, 100 pL enzim + 100 uL MBTH (10mM) + 20 pL
DMF (orijinal siseden) +100 pL substrat (100 mM) ve 680 pL tampon (50 mM fosfat
pH: 6.0) cozeltisi eklenerek toplam hacmi 1000 pL tamamlanarak hazirlandi. Enzim

igermeyen reaksiyon ortami kontrol olarak kullanildi (Kolcuoglu, 2012).

Bir iinite PFO aktivitesi; optimum sartlarda, 1 mL reaksiyon ortaminda 1 dk’da,
lum substrati iiriine oksitleyen PFO miktar1 olarak hesaplandi (Kolcuoglu, 2012;
Galeazzi vd., 1981).
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3.2.3. Afinite Kromatografisi

Yonuz erikten PFO enziminin saflastirilmas: afinite kromatografisi metodu ile
Arslan vd., (2004) tarafindan gelistirilmis olan jel sentezleme yontemine gore yapildi.
CNBr ile aktiflestirilen Sepharose-4B matriksi, uzanti kolu olarak L-tirozinle kovalent
olarak baglandi. Sepharose-4B-L-Tirozin p-amino benzoik jeli ise kullanilan metoda

uygun bir sekilde kolon dolgusu olarak uygulandi.

3.2.4. Afinite Jelinin Sentezi

CNBEr ile aktiflestirilmis 4,0 gr Sepharose-4B bir behere alinarak 10 ml saf su
eklendi. Reaksiyon karigimmin pH degeri 2M NaOH kullanilarak hizli bir sekilde
11,0’a cikarilldi. Karisim buz pargalari ile sogutuldu ve buchner hunisi yardimiyla
stizge¢ kagidindan gegirildi. Kalinti, 0.1 M pH’s1 10.0 sogutulmus NaHCO3; tamponu
kullanarak yikandi ve siiziildii, ardindan karigima 10 mg L-tirozin bulunduran 0.1 M
konsantrasyonda ve pH degeri 10.0 olan soguk NaHCO;3; tamponu 20 mL’sine ilave
edildi ve 90 dk stirekli olarak yavas yavas karigtirtldi. Ardindan 4 °C’de 16 s bekletildi.
Bu siire sonunda mavi banttan siiziildii ve silispansiyona, 280 nm’de absorbans
gostermedigi duruma kadar saf su eklenerek yikandi. Bu sekilde kalinti L-tirozin

uzaklastirildi.

Mavi bantta kalan kisma, 100 mL 0,2 M NaHCO3; tamponu katildi ve ayni
tampondan 40 mL kullanarak alindi. 10 mL 1 M HCI buz banyosunda sogutulduktan
sonra igerisine 25 mg p-aminobenzoik asit eklenerek cozdiiriildii ve buz banyosuna
birakildi. 5 mL saf su igerisinde ¢oziilen p- aminobenzoik asit ¢zeltisi 75 mg NaNO;
icerisine yavas yavas eklendi. Buz banyosunda 10 dk bekletilmis karisima 40 mL
sepharose-4B-Ltirosin siispansiyonu ve 2 M NaOH eklendi, pH degeri 9,5 e ¢ikarildi ve
sabitlendi. Karisim 3 s boyunca 25°C’de karistirildi. Ardindan mavi banta alinarak 1 1t
saf su ile yikandi. Bu islemin ardindan 200 mL 0.01 M pH 6.0 Na,HPO4 tamponuyla
yikanarak ayni tamponda dolaba kaldirildi (Arslan vd., 2004). Sepharose-4B‘nin

modifikasyon basamaklar sekilde gosterilmistir.
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3.2.5. Enzim Ekstraktinin Afinite Kolona Yiiklenmesi ve Eliisyonu

Boyutu 1x15 c¢cm olan cam kolona sentezlenen afinite jeli dikkatlice paketlendi.
Kolon 50 mM pH 5.0 asetat tamponu ile 280 nm’ de absorbans gozlenmeyinceye kadar
yikandi. Ardindan enzim 6ziitlii eklendi ve safsizliklar1 uzaklastirmak igin ayn1 tampon
ile dengelendi. Bu sekilde polifenol oksidaz enzimi biiyiik oranda afinite jeline tutundu
ve tutunamayan biitiin safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Jelde kalan enzimler pH degeri
8,0 olan 1 M NaCl iceren fosfat tamponu ile 1 mL halinde ayr1 ayn tiiplere alindi.
Enzim eluat1 bulunan her tiipte 280 nm‘de protein tayini yapildi ve 496 nm’de 4-metil
katekol substrat1 ile aktivite tayini ger¢eklestirildi.

3.2.6. Kalitatif Protein Tayini

Warburg metodu; proteinlerin yapisal elemanlarinda fenilalanin, tirozin ve
triptofan aminoasitlerin 280 nm” de absorbans gostermesi esasina dayanir (Warburg ve
Christian, 1941). Bu yontem kromatografi islemi sonucu ortaya ¢ikan esit hacimdeki
eliiatlarda  yapildi. UV-VIS-Spektrofotometre cihazinda eliiatlarm 280 nm’de

absorbanslart okundu. Absorbans gosteren eliiatlarda aktivite tayinleri gerceklestirildi.

3.2.7. Bradford Yontemi ile Kantitatif Protein Tayini

Protein miktar1 hesaplanirken Bradford yontemi esas alindi (Bradford, 1976). 1
mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA) ¢ozeltisi standart protein olarak kullanildi. BSA
cozeltisinden tiiplere 10-100 uL olacak sekilde eklendi ve hacim 0,1 mL’ye kadar saf su
eklendi ve ardindan Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ile son hacim 5 mL olacak
sekilde ayarlandi. Tiipler vortex ile karistirildi. 10 dakika boyunca bekletildi ve sonra
absorbans degerleri kore karst 595 nm’de okundu. BSA bulunmayan tiip kor olarak

kullanildi. Absorbans degerleri standart grafik haline getirildi.

Ham 0ziit ve afinite kromatografisinden elde edilen saf enzim ¢ozeltisinden 100
pL alindi ve lizerine 4900 mL ise reaktifi konularak vortex ile iyice karistirilip,
absorbans degeri 595 nm’ 6lgiildii ve protein miktarini belirlemek i¢in standart grafikten
yararlanildi. Protein konsantrasyonu belirlenen enzim 6ziitli ve saf enzim eliiatinin
spesifik aktivitesi hesaplanarak, enzimin kag kat saflasmis oldugu hazirlanan saflastirma

tablosu yardimu ile tespit edildi.
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3.2.8. SDS Jel Elektroforezi

Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), ayirma jeli
% 10’lik ve yilikleme jeli % 5’lik olarak yapildi. Hazirlanan jel donduktan sonra
yiikkleme tankina yerlestirildi ve sonrasinda SDS yiiritme tamponu ile dolduruldu.
Standart olarak kullandigimiz protein ve enzim 6rnekleri lizerine 50 pg yiiriitme boyast
karistirildi. Ornekler 5 dakika boyunca 95 °C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklara
yiiklenildi. Yiikleme bittikten sonra jelde olusan mavi renkli boya, yiikleme jelinden
cikana kadar yaklasik 15 dakika 20 mA’de boya, ayirma jelinin sonuna gelene kadar
yaklasik 120 dakika 25 mA’de yiiriitiildii. Jelin sonuna geldiginde elektrik akimi kesildi
ve jel camlardan dikkatlice ¢ikarildi ve hazirlanmis olan boya ¢dzeltisinde hafif olacak
sekilde calkalanarak 2 saat boyunca boyanma islemi uygulandi. Protein bantlar1 ortaya
¢ikarmak icin boya uzaklastirma ¢ozeltisi kullanilarak 2 saat bekletildi. Ortaya ¢ikan
bantlar kaydedildi.

3.2.9. Kinetik Calismalar

PFO’nun kinetik o6zelliklerini belirlemek amaciyla monofenolik ve difenolik
substratlar varliginda aktivite tayinleri yapilarak en etkili substratlar1 belirlendi. En 1yi
aktivite gosteren katekol ve 4-metil katekol ve DHPPA substratlarinin her biri igin
optimum pH ve optimum sicaklik, Kynve Vyax degerleri hesaplandi. Polifenol oksidazin
inhibisyon ¢alismasi 4-metil katekol substrati varliginda sekiz farkli inhibitor (askorbik
asit, sitrik asit, L-sistein, sodyum metabisiilfit, kafeik asit, maleik asit, tartarik asit,
fumarik asit) kullanilarak yiriitiildii. Her bir inhibitor i¢in enzim aktivitesini yariya

diistiren inhibitdr konsantrasyonu (ICsp) degeri hesaplandi.

3.2.9.1. PFO Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzimin optimum pH degerini belirlemek amaci ile 50 mM glisin-HCI (pH 2,0-
3,0), 50 mM sodyum asetat (pH 4,0-5,0), 50 mM fosfat (pH 6,0-7,0), 50 mM Tris-HCI
(pH 8,0-9,0) tamponlar1 kullanilarak aktivite tayinleri gerceklestirildi. Katekol ve 4-
metil katekol ve DHPPA substratlarinin her biri igin %bagil aktivite-pH grafikleri
cizildi ve enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri ise optimum pH olarak

degerlendirildi (Kolcuoglu, 2012).
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3.2.9.2. PFO Enzim Aktivitesi Uzerine Sicaklik Etkisi

PFO enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek amaciyla
katekol, 4-metil katekol ve DHPPA substratlar1 kullanilarak 0-90 °C araliginda 10°C' lik
artiglarla 10 dk inkiibe edilerek enzim aktivitesi Olgiildii. Sonuclar %bagil aktivite-

sicaklik olarak gosterildi (Tiirkhan vd., 2018).

3.2.9.3. PFO Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Polifenol oksidaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyon etkisini belirlemek
igin son konsantrasyonu 0,125-10 mM arasinda degisen katekol, 4-metil katekol, ve
DHPPA substratlar1 varliginda optimum kosullarda PFO aktivitesi belirlendi. Ky, degeri
enzimin substrata olan ilgisini ifade etmektedir. Ky, degeri ne kadar kiigiik ise enzimin
substrata olan ilgisi o kadar biiytiktiir (Tirkhan vd., 2018). Elde edilen sonuglara gore
Km Ve Vimax degerleri Lineweaver Burk grafiklerinden hesapladi (Lineweaver ve Burk,

1934). Substrat spesifikligi c¢alismast Vmax/Km degerlerinin hesaplanmasi ile tespit
edildi.

3.2.9.4. PFO Aktivitesi Uzerine Inhibitor Etkisi

Polifenol oksidaz enzim aktivitesinin inhibitorlerle etkilesimini gorebilmek igin
askorbik asit, kafeik asit, sitrik asit, sodyum metabisiilfat, maleik asit, fumarik asit,
tartarik asit ve L-sistein kullanilarak ICso degeri hesaplandi. Inhibitér eklenmeyen enzim
aktivitesi %100 olarak kabul edildi. Her bir inhibitér konsantrasyonu igin %kalan
aktivite grafigi cizildi ve % 50 aktivitenin korundugu degere karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonu, 1Cso degeri olarak belirlendi (Colak vd., 2007).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. PFO’nun Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Afinite kromatografisi, saflastirma adimlarimi kisaltan, yiiksek saflastirma
katsayisi saglayan, kullanigli, tek adimda saflastirma saglayan giiclii bir kromotografik
metottur (Urh vd., 2009). Calismamizda polifenol oksidaz enzimi Yonuz erikten
(Prunus divaricata var) afinite kromatografisi metodu ile Sepharose-4B-L-tirosin-p-
aminobenzoik asit afinite jeli kullanilarak saflastirildi. Afinite jeli Arslan vd., (2004)
metoduna gore boliim 3.2.4. de belirtildigi sekilde sentezlendi.

Kolondan enzim eliiatlar1 2’ser mL olacak sekilde toplandi. Toplanan eliiatlara
spektrofotometrik olarak 280 nm’de absorbans gosteren tiiplerde 4-metil Kkatekol
substat1 varliginda 496 nm’de aktivite tayini yapildi. En yiiksek PFO aktivitesi gdsteren
tiipler birlestirildi ve sonraki ¢alismalar i¢in sakland1 (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Afinite kromatografisi ile Yonuz erikten saflastirllan PFO enziminin

Aktivite- Absorbans-tiip sayist grafigi
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Ham enzim 06ziitii, aseton ¢oktiirmesi ve saf enzim eliiatinda aktivite tayini,
boliim 3.2.2.°de ve Bradford yontemi ile protein tayinleri boliim 3.2.7°de belirtildigi
gibi yapilarak saflastirma tablosu hazirlandi (Bradford,1976) (Cizelge 4.1.).
Calismamizda polifenol oksidaz enzimin Yonuz erikten Sepharose-4B-L-tirosin-p-

aminobenzoik asit afinite jeli kullanilarak %5,97 verimle 12,80 kat saflastirildi.

Cizelge 4.1.Yonuz erikten saflastirilan PFO enziminin saflastirma tablosu

Toplam Spesifik

Saflastirma Hacim Toplam Protein : - Saflastirma
) Aktivite Protein Aktivite %Verim
Basamag (mL) Aktivite  (mg/mL) ) Katsayisi
(mg) U/mg protein
Ham Oziit 100 2068 206800 0,22 21,9 9442,92 100 1
Aseton 30 1667 50010 0,15 4,36 11480,71 24,18 1,22
Coktlirmesi
Afinite 6 2058 12348 0,014 0,084 147000 5,97 12,80

Kromatografisi

Benzer caligmalarda polifenol oksidaz enzimi miirdiim eriginden (Prunus
insititia) amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz ardindan Sepharose-4B-L-Tirozin-p-
aminobenzoik asit afinite jeli kullanilarak %15,04 verimle 93,88 kat ve Sepharose-6B-
L-Tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jeli kullanilarak %1,79 verimle 10, 46 kat
saflastirilmistir.  Miirdiim erigi polifenol oksidazinin Sepharose-4B-L-Tirozin-p-
aminobenzoik asit afinite jeline karsi daha segici oldugu belirlenmistir (Yildiz vd.,
2022). Ayn afinite jeli kullanilarak polifenol oksidaz enzimi Isparta ilinde yetistirilen
yerel elma ¢esidi olan Arap kizi (Malus domestica) elmasindan %17,25 verimle 13.00
kat (Millioglu, 2019), dut meyvesinden (Morus alba L.) 74,20 kat (Arslan vd., 2004),
Lactarius piperatus L. mantaridan 13,9 kat (Oz vd., 2013), Yaban armudundan (Pyrus
elaegrifolia) 31,50 kat (Yerlitiirk vd., 2008) saflastiriimistir.

Polifenol oksidaz enziminin erikler izole edildigi diger c¢alismalarda farkl
saflagtirma yontemleri kullanilmistir. PFO Vinete romanesti (Prunus domestica) gesidi,
erikten amonyum siilfat ¢otiirmesi, hidrofobik etkilesim kromatografisi ve iyon
degistirme kromatografisi kullanilarak % 3.04’liik verimle 32.81 kat saflastirild1 (lonita
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vd., 2017). PFO enzimi Stanley (Prunus domestica L.) g¢esidi eriklerden sirasi ile
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ve sephadex
G-100 jel filtrasyon kromatografisi yontemleri kullanilarak %21,6 verimle 36.3 kat
saflagtinnlmistir (Siddiq vd., 1992).

4.2. SDS-Polakrilamid jel elektroforezi

Afinite kromatografisi ile saflastirilan polifenol oksidazin safliginin kontrolii
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak gerceklestirildi. (Laemli, 1970).
Standart proteinler kullanilarak hazirlanan logMA-Rf grafiginden faydalanarak enzimin

molekiil agirligr yaklasik 83,06 kDa olarak belirlendi (Sekil 4.2.).
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Sekil4.2. Yonuz erikten saflastirilan PFO enziminin molekil agirligi tayininde

kullanilan standart grafik
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Sekil 4.3. Yonuz erikten saflastirilan PFO enziminin SDS-PAGE fotografi, A: Saf

enzim eliiati, B: Protein standart1

Literatiirde polifenol oksidaz enziminin bir¢ok bitkisel dokuda, farkli molekiil
agirliklarda ve farkli molekiil yapisinda oldugu goriilmektedir (Cigdem ve Giiller,
2022). Benzer ¢alismalarda SDS-PAGE yontemi kullanilarak; Posof Badele (Malus
domestica L) elmasindan saflagtirilan polifenol oksidazin molekiil agirligi 36, 4 kDa
(Cigdem ve Giiller, 2022), Kirmiz1 kismis (Vitis vinifera L.) iiziimiinden saflagtirilan
PFO i¢in molekiil agirligi 38,1 olarak (Kaya ve Bagci, 2021), Miskali (Vitis vinifera L.)
iztimiinden elde edilen PFO enziminin molekiil agirh@ 68,55 kDa olarak (Beder,
2022), Vinete romanesti (Prunus domestica L) eriginden saflagtirilan PFO enziminin
molekiil agirhgr 65kDa (Tonite vd., 2017), Avokadodan saflagtirilan PFO enziminin
SDS-PAGE ile 35 kDa ve 50 kDa biiyiikligiinde iki izoenzimi belirlenmistir (Moeini
Alishah vd., 2023). Borage (Trachystemonorientalis L.) bitkisinden saflastirilan PFO

enziminin molekiil agirligi 80 kDa olarak belirlenmistir (Alic1 ve Arabaci, 2016).
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4.3. Polifenol Oksidaz Enziminin Kinetik Karakterizasyonu

Yonuz erikten saflagtirilan polifenol oksidaz enziminin monofenolik ve
difenolik substratlar varliginda aktivite tayini yapildi. En iyi aktiviteyi 4-metil katekol
substrat1 varliginda gosterdigi belirlendi. DHPPA ve Katekol substratlar1 varliginda
aktivite oldukca yiiksekti. Fenol ve L-tirozin substratlar1 i¢in ¢ok daha diisiik aktivite
gosterdi. Bu durumda enzimin difenolaz aktvitesinin baskin oldugu belirlendi (Cizelge
4.2). Daha sonra yapilan karakterizasyon ¢alismalarinda substrat olarak 4-metil katekol
kullanildi.

Cizelge 4.2. Yonuz erik polifenol oksidazinin substrat ilgisi

Substrat Konsantrasyon (mM) % Bagil Aktivite
4-Metil Katekol 100 100
DHPPA 100 92,17
Katekol 100 78,58
Fenol 100 12,97
L-Tirozin 2,5 7,88

4.3.1. Optimum pH

Enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisi pH 2,0-9,0 aralifinda uygun tampon
cozeltiler kullanilarak gerceklestirildi. Bu amagla 50 mM glisin-HCI (pH 2,0-3,0), 50
mM sodyum asetat (pH 4,0-5,0), 50 mM fosfat (pH 6,0-7,0), 50 mM Tris-HCI (pH 8,0-
9,0) tampon sistemleri varliginda, 4- metil katekol, katekol ve DHPPA substratlar
varhiginda aktivite tayini yapildi. Sonuglar %bagil aktivite-pH grafikleri seklinde
sunuldu. Enzimin optimum pH degeri 4- metil katekol ve DHPPA substratlar
varhiginda 7,0 ve katekol substrati varliginda 6,0 olarak belirlendi. Her ii¢ substrat

varliginda da asidik ve alkali kosullarda enzim aktivesini biiylik oranda kaybetti.
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Sekil 4.5. DHPPA substrat1 i¢cin optimum pH grafigi
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pH aktif bolgedeki amino asitlerin iyonlagsma durumunu, baglanma kuvvetini ve
afiniteyi etkiledigi i¢in 6nemli bir parametredir (Benaceur vd., 2020). Polifenol oksidaz
enziminin aktivitesi pH’ya olduk¢a bagimhdir. Birgok ¢alismada asidik ve alkali
kosularda enzim aktivitesinin onemli Olgiide kayboldugu bilinmektedir. Asidik pH
degerlerinde enzimin aktif bolgesinde bakirin etkinligi azalirken, pH 8,0 degerinin
tizerinde, alkali kosullarda enzim konformasyonel degisikliklere ugrayarak hizla inaktif
form kazanir (Kumar vd., 2008).

Truf (Terfezia arenaria) mantarindan saflastirilan polifenol oksidaz enziminin
optimum pH degeri 4-metil katekol, L-tirozin, pirogallol ve katekol substratlari
kullanilarak sirasi ile 4.0, 6.0, 6.5, ve 7,0 olarak belirlenmis ve meyve ve sebzelerden
elde edilen polifenol oksidazin optimum pH degerinin enzim kaynagina ve kullanilan
substrata gore degistigi bildirilmistir (Benaceur vd., 2020). Yabani ve yenilebilir bir
mantar olan Laccaria laccata ‘dan elde edilen polifenol oksidaz enzimi i¢in 4-metil
katekol, L-DOPA ve DHPPA substratlar1 varliginda optimum pH degeri 4-metil katekol
icin 5,0 ve L-DOPA ve DHPPA substratlar1 i¢in 7,0 olarak belirlenmistir. Farkli
substratlar varliginda asidik ve noétral optimum pH degerlerinin katekolaz aktivitesine
isaret ettigi bildirilmistir (Kolcuoglu vd., 2018). Barbados cherry (Malpighia glabra L.)
polifenol oksidazinin yedi farkli substrat i¢in optimum pH degerleri, piragallol i¢in 8,0,
4-metil katekol ve katekol substratlari i¢in 7,0, D-tirozin icin 5,2, kafeik asit i¢in 5,4, L-
Dopa i¢in 6,6, ferulik asit i¢in 5,6 olarak belirlenmistir. Enzimin nétral pH degerlerine
yakin araliklarda en aktif oldugu, pH 5,0 degerinin altinda ve 8,5 degerinin iizerinde

stabil olmadig bildirilmistir (Kumar vd., 2008). Sonuglar ¢alismamizla benzerdir.

4.3.2. Optimum Sicakhk

Yonuz erikten saflastirilan polifenol oksidaz enziminin optimum sicaklik
degerini belirlemek i¢in 10-90 °C sicaklik araliginda her 10 °C’de katekol, 4-metil
katekol ve DHPPA substratlar1 kullanilarak aktivite tayini yapildi (Boliim 3.2.9.b.) Her
bir sicaklik degerinde enzim 10 dk inkiibe edildi. Sonuclar %bagil aktivite-sicaklik
grafikleri seklinde sunuldu (Sekil 4.7.-4.9). Enzimin en aktivite gosterdigi sicaklik
degeri, optimum sicaklik 4-metil katekol, katekol ve DHPPA substratlar1 varliginda 20
°C, 40 °C ve 30 °C olarak belirlendi. Enzim 20 °C ile 60 °C araliginda aktivitesini % 50

‘den fazla oranda korudu.
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Benzer calismalarda, govem erigi polifenol oksidazi i¢in optimum sicaklik
degeri, 4-metil katekol ve katekol substratlar1 varliginda sirasi ile 40 °C ve 30 °C,
hidrokafeik asit, katesin ve epikatesin substratlar1 varliginda ise 60 °C (Pakyildiz, 2016),
badem c¢agladan 4-metil katekol varliginda optimum sicaklik degeri 35 °C (Giingér,
2008), izmir iiziimiinden katekol igin 25 °C (Onez, 2016), murt meyvesinden kakesin
icin 30 °C (Cmar, 2023), Nevsehir patatesinden katekol, gallik asit, pirogallol
substratlari igin 20 °C olarak belirlenmistir (Tozak, 2013).

4.3.3. Ky Ve Vinax Degerlerinin Belirlenmesi

Yonuz erikten saflastirilan polifenol oksidaz enziminin katekol, 4-metil katekol
ve DHPPA substratlar1 varliginda K, ve Vimax degerleri Lineweaver-Burk grafiklerinden
belirlendi. 4-metil katekol ve DHPPA substratlarinin son konsantrasyonu 0,5-10 mM
araliginda ve katekol i¢in 1,0-10 mM araliginda olacak sekilde farkli substrat
konsantrasyonlarinda ve optimum kosullarda elde edilen enzim aktivite degerleri
yardimt ile Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi ve Ky, Ve Vmax degerleri hesaplandi (Sekil
4.10.-4.12., Cizelge 4.3.). Enzimin ilgisinin en yliksek oldugu substrat, en diisiik Ky, ve
en yiiksek Vmax degerine sahip olan (Vmax/Km degeri en biiylik olan) 4-metil katekol
substrat1 olarak belirlendi, bunu DHPPA ve katekol substratlar1 izledi. Sonuglar K,
Vmax V& Vmax/ Kny olarak Cizelge 4.3. de verildi.
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Sekil 4.10. 4-metil katekol substrati i¢in Lineweaver-Burk Grafigi

36



Katekol

0,003
y =0,0022x + 0,0004
- 0,0025 R? =0,9853
2
S
-
£
-}
g
2
—
0
04 02 0 0.2 04 06 0,8 1

-0,0005 1/[S] MM

Sekil 4.11. Katekol substrati i¢in Lineweaver-Burk Grafigi

DHPPA
0,003 y =0,0008x + 0,0007
0,0025 K= 09917

0,002
0,0015

1V (EU/mI.dK) L

0,001

0 0,5 1 15

-0,001 1/[S] mM-L

Sekil 4.12. DHPPA substrat1 i¢in Lineweaver-Burk Grafigi

1,2

37



Cizelge 4.3. Yonuz erik polifenol oksidazinin kinetik 6zellikleri

Optimum Optimum Km V max Vimax/ Km
Substrat Sicaklik .
pH (OC) (mM) (EU/mme) (EU/mL/mM)
4-Metil Katekol 7,0 20 1,00 1666,67 1666,67
Katekol 6,0 40 5,53 2500,00 452,08
DHPPA 7,0 30 1,14 1428,57 1253,13

Yildiz vd., (2022) Damson plum (Prunus insititia)’da saflastirdiklar1 polifenol
oksidaz enzimi i¢in Ky, ve Vmax degerlerini sirast ile katekol i¢in 11,67 mM; 17219, 97
EU/ml.dk, 4- metil katekol i¢in 5,00 mM; 7309,72 EU/mL.dk., piragallol i¢in 3,74 mM
ve 12580,12 EU/mL.dk., ve kafeik asit i¢in 6,25 mM ve 12100,41 EU/mL.dK., olarak
belirlemislerdir. Ionita vd., (2017) Vinete romanesti (P. domestica) eriklerden
saflastirdiklar1 polifenol oksidaz igin substrat spesifikligi ¢alismasinda monofenolik ve
difenolik substratlar varliginda aktivite tayinleri yapilmis ve Ky Ve Vinax degerleri tespit
edilmistir. Enzimin monofenolik sunstratlara karsi aktivitesi gozlenmezken difenolik
substratlardan katekol, 4-metil katekol, L-Dopa, klorojenik asit, katesin i¢in aktivite
gostermistir. PFO enzimi etkili substrati katekol (Km: 26,3 MM; Vmax: 1193,4 OD/min),
ardindan 4-metil katekol (Kp; 15.5 = 2.85 mM Vpax;792.7 OD/min) olarak belirlenmis
ve enzimin o-difenolaz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. Yomra elmasindan elde
edilen polifenol oksidaz i¢in 4-metil katekol, katekol, L-Dopa, MHPPA ve L-tirozin
substratlart kullanilarak K, Vimax V& Vimax/Km degerleri belirlenmis ve enzimin en etkili
substratinin en yiiksek Vyax/Km degerine sahip katekol oldugu (2,7 dak'l), bunu 4-metil
katekol (2,5 dak™) substratinin izledigi bildirilmistir (Can, 2010). Yaban mersini
(Myrtus communis L.)’den saflastirilan polifenol oksidaz enziminin Ky Ve Vi
degerlerini katekol substrati varliginda sirasi ile 3,34 mM ve 4,21 U/mL.dk. olarak
belirlemislerdir (Cinar ve Aksay, 2022). Yenilebilir yabani bir mantar olan balmumsu
mantardan saflastirilan polifol oksidaz enziminin Ky, Ve Vinax degerleri sirasi ile 4-metil
katekol i¢in 0,25 mM ve 2500 U/mg protein, DHPPA i¢in 0,83 mM ve 1666 U/mg
protein L-Dopa i¢in 0,40 mM ve 5000 EU/mg protein olarak belirlenmis. Ayni
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substratlar i¢in Vma/Ky degerleri ise sirast ile 10000, 2007 ve 5000 olarak
belirlenmistir. Enzimin 4- metil katekol substrat1 varliginda en diisiik Ky, ve en yiiksek

Vmax degerine sahip oldugu Vma/ Ky degerinden belirlenmistir (Kolcuoglu vd., 2018).

4.3.4. inhibitor Etkisi

Yonuz erikten saflastirilan polifenol oksidaz enzim aktivitesinin inhibisyonu
PFO’nun yaygin kullanilan inhibitorleri ile gergeklestirilmistir. Bu amagla askorbik asit,
sitrik asit, sodyum metabistilfit, L-sistein, kafeik asit, fumarik asit, maleik asit ve
tartarik asit igin PFO aktivitesini yariya disiiren inhibitér konsantrasyonu (ICsp)
degerleri 3.2.9.¢. de anlatildigi sekilde %kalan aktivite-inhibitér konsantrasyonu
grafiklerinden belirlenmistir. inhibitorsiiz enzim aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir.
Yonuz erik PFO’sunu inhibisyon g¢alismalari 4- metil katekol substrati kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 4.13-4.19)( Cizelge 4.4.).

120 -
Askorbik Asit
100
y = 100e-1227x
2 go - R2=10,9901
=
3
- 60 -
©
=
¥
S 40 -
20
0 T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
(11 mM

Sekil 4.13. Yonuz erik PFO aktivitesi lizerine askorbik asitin inhibisyon etkisi.
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Sekil 4.14. Yonuz erik PFO aktivitesi {izerine sitrik asitin inhibisyon etkisi
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Sekil 4.15. Yonuz erik PFO aktivitesi {izerine sodyum metabistlfitin inhibisyon etkisi
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Sekil 4.16. Yonuz erik PFO aktivitesi {izerine L-sisteinin inhibisyon etkisi
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Sekil 4.17. Yonuz erik PFO aktivitesi {izerine kafeik asitin inhibisyon etkisi
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Sekil 4.18. Yonuz erik PFO aktivitesi {izerine tartarik asitin inhibisyon etkisi
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Sekil 4.19. Yonuz erik PFO aktivitesi lizerine tartarik asitin inhibisyon etkisi.
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Sekil 4.20. Yonuz erik PFO aktivitesi {izerine maleik asitin inhibisyon etkisi

Maleik asit

y =-17,105x + 100
R?=0,9878

[1] mM

Cizelge 4.4. Yonuz erik PFO aktivitesi iizerine inhibitorle etkisi ile elde edilen ICs

degerleri
Inhibitor ICso (MM)
Askorbik Asit 0,0564
Sitrik Asit 17,465
Sodyum Metabisiilfit 0,514
L-sistein 0,144
Kafeik Asit 1,283
Tartarik Asit 4,469
Fumarik Asit 4472
Maleik Asit 2,923
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Yonuz erikten elde edilen polifenol oksidaz enzimi i¢in kullanilan inhibitorlerin
ICsp degerlerine bakildiginda en etkili inhibitoriin askorbik asit (ICse: 0,0564 mM)
oldugu soylenebilir. En diisiik inhibisyon etkisi sitrik asit (IC50: 17,465 mM) ile
gozlenmistir. Askorbik asit polifenol oksidaz enziminin en iyi bilinen en etkili

inhibitorlerinden biridir.

Calismamiza benzer sekilde; Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.)
saflastirilan polifenol oksidazin inhibisyon ¢alismalarinda 1Csp degerleri askorbik asit,
benzoik asit, L-sistein ve sodyum metabisiilfit inhibitorleri i¢in sirasi ile 0,00654 mM,
5,370 mM, 0,078 mM ve 0,390 mM olarak belirlenmistir. Enzimin etkili inhibitoriiniin
askorbik asit oldugu bildirilmistir (Cigdem ve Giiller, 2022). Cay yapraklarindan
(Camellia sinensis) saflastirilan polifenol oksidazin katekol substrati varliginda sodyum
stilfit, sodyum metabisiilfit, askorbik asit, glutatyon ve ditiyoeritriol inhibitorleri
kullanilarak belirlenen 1Csy degerleri sirasi ile 21,65 uM, 23,90 uM, 69,31 uM, 99,08
uM, 99,02 uM olarak belirlenmistir. Enzimin en etkili substratinin sodyum metabisiilfit
oldugu bildirilmistir (Oztiirk vd., 2020).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Yonuz erikten (Prunus divaricata var) polifenol oksidaz enzimi
afinite kromatografisi yontemi ile saflastirildi. SDS-PAGE elektroforez yontemi
kullanilarak enzimin safligina bakildi. Katekol, 4-metil katekol ve DHPPA substratlari
varliginda Michaelis-Menten sabiti (Ky,) ve maksimum hiz(Vmax) degerleri Lineweaver-
Burk grafiginden yararlanarak bulundu. Enzimin optimum pH, sicaklik degerleri
belirlendi. Sitrik asit, kafeik asit, askorbik asit, L-sistein, salisilik asit, maleik asit,
sodyum metabistilfit, tartarik asit kimyasallar1 kullanilarak inhibisyon etkileri incelendi
ve enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibistor konsantrasyonu (ICsp) degerleri

belirlendi.

Polifenol oksidaz enziminin sebep oldugu esmerlesme olayr sebze ve
meyvelerde hem ekonomik hem de besin degeri agisindan kayiplara neden olmaktadir.
Esmerlesme olayinin 6niine gegmek i¢in polifenol oksidaz enziminin aktivitesi kontrol
altina alinmalidir. Bu nedenle polifenol oksidaz enziminin aktivitesine etki eden
degiskenleri bilmek dnemlidir. Bu sayede meyve ve sebzelerde olusan kayiplar en aza

indirilebilir ve ekonomik kayiplarinda oniine geg¢ilebilir.
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