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ÖZET 

YONUZ ERĠK (Prunus divaricata var) POLĠFENOL OKSĠDAZININ 

BĠYOKĠMYASAL ÖZELLĠKLERĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

GÜNDOĞAN, Sakine 

Yüksek Lisans Tezi 

Biyomühendislik ve Bilimleri Ana bilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Dr. Öğr. Üyesi Elif Duygu KAYA 

Eylül 2023, 55 Sayfa 

Bu çalıĢmada polifenol oksidaz enzimi Yonuz erikten (Prunus divaricata var) 

afinite kromatografisi metodu ile Sepharose-4B-L-tirosin-p-aminobenzoik asit afinite 

jeli kullanılarak     %5,97 verimle 12,80 kat saflaĢtırıldı.  Enzimin saflığının kontrolü ve 

molekül ağırlığının tespiti SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile gerçekleĢtirildi. 

SaflaĢtırılan polifenol oksidazın SDS-PAGE ile tek bant halinde, 83,06 kDa ağırlığında 

olduğu belirlendi. Enzimin monofeolik ve difenolik substratları varlığında aktivite 

tayini yapıldı ve en iyi aktiviteyi 4-metil katekol varlığında gösterdiği belirlendi. Yonuz 

erikten saflaĢtırılan, polifenol oksidaz enziminin kinetik karakterizasyonu en yüksek 

aktivite gösterdiği, 4-metil katekol, katekol ve DHPPA substratları varlığında 

gerçekleĢtirildi.  Enzimin optimum pH değeri 4-metil katekol ve DHPPA substratları 

kullanıldığında 7,0, katekol substratı kullanıldığında 6,0 olarak belirlendi. Optimum 

sıcaklık 4-metil katekol, katekol ve DHPPA substratları varlığında sırası ile 20 ℃, 40 

℃ ve 30 ℃ olarak belirlendi. Polifenol oksidazın Km ve Vmax değerleri ile substrat 

spresifikliğinin bir göstergesi olan Vmax/Km değerleri Lineweaver-Burk grafiklerinden 

faydalanarak belirlendi. En etkili substratının en yüksek olan Vmax/Km değerine sahip 

olan 4-metil katekol (1666,67 EU/mL/mM) olduğu, bunu DHPPA (1253,13 

EU/mL/mM) ve katekol (452,08/ EU/mL/mM) substratlarının izlediği tespit edildi. 

Polifenol oksidazının inhibisyonu amacı ile yaygın kullanılan esmerleĢme karĢıtı 

kimyasal ajanlar incelendi. Bu amaçla askorbik asit, sitrik asit, sodyum metabisülfit, L-

sistein, kafeik asit, fumarik asit, maleik asit ve tartarik asit için PFO aktivitesini yarıya 

düĢüren inhibitör konsantrasyonu (IC50) değerleri belirlendi. Enzimin en etkili 

inhibitörünün en düĢük IC50 değerine sahip askorbik asit (IC50: 0,0564 mM) olduğu en 

zayıf inhibitörünün ise en yüksek IC50 değerine sahip sitrik asit (IC50: 17,465 mM) 

olduğunu belirlenmiĢtir. 

 

Anahtar kelimeler: Polifenol oksidaz, saflaĢtırma, karakterizasyon, inhibisyon. 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF BIOCHEMICAL PROPERTIES OF YONUZ PLUM 

(Prunus divaricata var) POLYPHENOL Oxıdase 

GÜNDOĞAN, Sakine 

Master‟s Thesis 

Department of Bioengineering and Sciences 

Advisor: Asst. Prof. Dr. Elif Duygu KAYA 

September 2023,55 Pages 

 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 ℃, 40 ℃ 

and 30 ℃ in the presence of 4-methyl catechol, catechol and DHPPA substrates, 

respectively. Km and Vmax values  of polyphenol oxidase and Vmax/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 Vmax/Km 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 (IC50) 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 (IC50: 0.0564 mM) with the lowest IC50 value, 

and the weakest inhibitor was citric acid (IC50: 17.465 mM) with the highest IC50 value. 

 

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

1.1. Enzimatik EsmerleĢme 

Meyve, sebze ve onlardan elde edilen ürünler; içerdikleri vitaminler, mineraller, 

lifler ve antioksidanlar gibi bileĢikler sayesinde sağlıklı beslenme için yeri 

doldurulamaz ögelerdir. Tüketiciler sebze ve meyvelerin içerdiği biyoaktif maddelerin 

obezite, kanser, alzheimer, kardiyovasküler hastalıklar gibi dejeneratif hastalıklara karĢı 

koruyucu etkisinin vurgulanması sayesinde gün geçtikçe daha çok bitkisel ağırlıklı 

beslenmeye özen göstermekte taze sebze, meyve ve bunların ürünlerine olan talep 

artmaktadır (Ionita vd., 2017).  

Dünyada yetiĢen sebze ve meyve mahsullerinin yarısı hasat sonrası bozulma 

reaksiyonları nedeniyle kaybedilmektedir (Martinez and Whitaker, 1995). Enzimatik 

esmerleĢme meyve ve sebzelerin toplanması, depolanması ve iĢlenmesi sırasında 

gerçekleĢen oksidatif bir bozulma reaksiyonudur. Bu reaksiyon fenolik bileĢiklerin 

enzimatik katalizli oksidasyonu sonucu ürünün renk, lezzet, besin değeri, yumuĢaklık 

gibi duyusal parametrelerini bozar ve son üründe kalite kayıplarına dolayısı ile 

ekonomik kayıplara neden olur.  Bu reaksiyonların ana sorumlusu fenolik bileĢikleri 

oksitleyerek substrat olarak kullanan polifenol oksidaz enzimleridir (Brandelli and 

Lopez, 2005). 

Polifenol oksidazlar (PFO) meyve ve sebzelerdeki birçok monofenolik ve 

difenolik bileĢiği substrat olarak kullanır, havadaki oksijenle yükseltgeyerek enzimatik 

esmerleĢmeye sebep olur (Martinez and Whitaker, 1995; Brandelli and Lopez, 2005). 

1.2. Polifenol Oksidaz (PFO) 

Meyve ve sebzelerde esmerleĢme reaksiyonlarının baĢlıca sorumlusu Polifenol 

oksidazlardır. PFO oksijen varlığında çok sayıda fenolik bileĢiği katalizleme yeteneğine 

sahip, aktif bölgesinde bakır içeren, oksidoredüktaz grubu enzimin genel adıdır (Yoruk 

and Marchall, 2003).  

1.3. Polifenol oksidazların doğada dağılımı 

1856 yılında PFO enzim ilk kez Schoenbein tarafndan yemeklik mantarlarda 

bulunmuĢtur (Whitaker, 1995). 1895 yılında Lindet elma Ģarabı üzerinde çalıĢırken 

esmerleĢmeninin doğasını fark etmiĢ ve 1920'de Onslow, bitki dokusunun enzimatik 
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esmerleĢmesinin, katekol, protokatekuik asit ve kafeik asit gibi o-difenolik bileĢiklerin 

yanı sıra uygun enzimlerin (oksijenazlar) ve havanın varlığına bağlı olduğunu 

göstermiĢtir. "Oksijenaz" terimi daha sonra "fenolaz" veya "polifenol oksidaz" olarak 

değiĢtirilmiĢtir. 1937'de Kubowitz, PFO'nun bakır içeren bir enzim olduğunu 

göstermiĢtir (Mesquita and Queiroz, 2013).  

Polifenol oksidazlar baĢta bitkisel dokular olmak üzere, deniz canlılarında 

(karides ve yengeç) (Yoruk and Marshall, 2003), mantarlarda, bakterilerde, böceklerde 

ve insanlar da dahil olmak üzere bazı hayvanlarda bulunur (Whitaker, 1995). 

 Yüksek bitkilerde, enzim bitkiyi böceklere ve mikroorganizmalara karĢı korur 

ve yaralandığında, mikroorganizmaların daha fazla saldırısına ve kurumaya karĢı 

geçirimsiz bir melanin kabuğu oluĢturur (Whitaker, 1995). PFO bitkilerde genellikle 

tilakoid membranda, peroksizomlarda, kloroplastta ve mitokondride bulunur (Panadare 

ve Rathod, 2018). Doku zedelendiğinde, kesildiğinde, soyulduğunda, hastalandığında, 

plastidlerde bulunan fenolik bileĢikler, enzim ve oksijen bir araya gelerek hızla 

kahverengi melanin pigmentlerini oluĢturur (Mesquita and Queiroz, 2013). Böceklerde, 

dıĢ iskeletin sklerotizasyonunda ve melanin içinde kapsülleyerek mikroorganizmalara 

karĢı korumada görev aldığı bildirilmiĢtir. Ġnsanlarda ve hayvanlarda ise polifenol 

oksidaz cilt, saç ve göz pigmentasyonundan sorumlu tutulmaktadır (Whitaker, 1995).   

1.4.Polifenol oksidazların katalizlediği reaksiyonlar 

Polifenol oksidazlar iki tip reaksiyonu katalizler ilki; monofenollerin 

hidroksilasyonla o-difenolere dönüĢümü olan krezolaz veya monofenolaz tipi reaksiyon 

(E.C.1.14.18.1) ve ikincisi; o-difenollerin oksidasyonu ile o-kinonlara yükseltgenmesi 

olarak tanımlanan difenolaz veya katekolaz tipi reaksiyon (E.C.1.10.3.2) (Mesquita ve 

Queiroz, 2013). PFO‟nun aktivitesi sonucu oluĢan o-kinonlar son derece reaktif 

bileĢiklerdir ve enzimatik olmayan kondensasyon reaksiyonu ile kahverengi melanin 

pigmentine dönüĢürler (Zhou vd., 2018). Enzim kaynağına bağlı olarak, hem 

monofenolik hem de difenolik her iki substrat kategorisi üzerinde etkili olabilir, bu 

nedenle yaygın olarak polifenol oksidazlar olarak bilinirler (Saranya vd., 2020).   
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ġekil 1.1. Polifenol oksidaz enziminin monofenolaz aktivitesi (Can, 2010) 

 

ġekil 1.2. Polifenol oksidaz enziminin difenolaz aktivitesi (Can, 2010). 

PFO „ın reaksiyonu sonucu oluĢan genellikle renksiz kinonoid bileĢikler 

sülfhidril, amin, amid, indol ve imidazol sübstitüentleri ile proteinlerin nükleofil 

grupları dahil çeĢitli hücresel bileĢenleri kovalent olarak değiĢtiren ve çapraz bağlayan 

oldukça reaktif, elektrofilik moleküllerdir (Steffens, vd., 1994). Kinon bileĢikleri bitki 

proteinlerindeki temel aminoasitlerin yan zincirleriyle etkileĢime girerek kovalent 

kondenzasyonlara yol açma potansiyeline sahiptir. Aminoasitlerin -SH ve -NH, grupları 

çoğunlukla kinonlar tarafından bağlanmaya veya alkilasyona duyarlıdır. Bu durum gıda 
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proteinlerinin besin değerinin azalmasına neden olmaktadır (Yoruk ve Marchall, 2003). 

Ayrıca fenolik tirozin grupları içeren veya bir fenolik asite psödopeptit bağı yoluyla 

bağlanan gıda proteinleri de PFO için substrat görevi görerek modifikasyona tabi tutulur 

(Matheis and Whitaker 1984). 

 

ġekil 1.3. Kinonların enzimatik olmayan oksidatif reaksiyonları (Özen, 2008) 
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1.5. Polifenol oksidazın substratları 

Polifenol oksidazın substratları meyve ve sebzelerde doğal olarak bulunur 

(Queiroz, vd., 2008). Sebze ve meyveler çok sayıda fenolik bileĢikler içerirler ve 

bunların bir kısmı polifenol oksidaz enzimi için uygun substrattır. Gıda materyalinde 

bulunan ve esmerleĢmeye katılan fenolik bileĢikler dört gruba ayrılabilir: basit fenoller, 

fenolik asitler, sinamik asit türevleri ve flavonoidler (Mesquita and Queiroz, 2013). 

Basit fenoller, L-tirozin gibi monofenolleri ve katekol, resorsinol ve hidrokinon gibi o-

difenolleri içerir. PFO'nun temel substratları fenollerdir ve enzimin reaktivitesi, her 

fenol türüne göre değiĢmektedir. 

 Katekol en çok kullanılan “model substrat” olmakla beraber 4-metil katekol, p-

krezol, L-DOPA, gibi fenol türevleride subtrat olarak kullanılmaktadır (Panadare and 

Ratrod, 2018).  Fenolik asitler öncül bileĢik olarak benzoik asitten sentezlenen asitleri 

içerir ve bitkilerde yaygın olarak bulunur. Gallik asit, vanilik asit, siringik asit, 

protokatekuik asit bu guruptaki bileĢiklere örnek olarak verilebilir. Sinnamik asit 

türevleri özellikle sebze ve meyvelerdeki enzimatik esmerleĢme reaksiyonlarından 

sorumlu tutulan klorojenik baĢta olmak üzere kafeik asit, quinik asit, p-kumarik asit, 

sinaptik asit gibi bileĢikleri içerir (Mesquita and Queiroz, 2013). Flavonoidler bitkilerin 

kök, gövde yaprak, meyve ve tohum gibi yenilebilen kısımlarında bulunmaktadır 

(Kuyumcu, 2014). Flavonoidlerin 3-hidroksi türevleri olan kısım ise katekinlerdir. 

Doğada (+)- katekin ve (-)- epikatekin olarak bulunmaktadırlar. PFO ve peroksidaz 

enzimleri tarafından substrat olarak kullanılırlar (Pourcel vd., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4ġekil 1. . Polifenol oksidazın substratları (URL 1) 
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1.6. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Tespiti 

Polifenol oksidaz enziminin aktivite tayini substratların yapısına (monofenolik 

ya da difenolik) bağlı olmak üzere manometrik, polarografik, kronometrik ve 

spektrofotometrik yöntemlerle gerçekleĢtirilebilir (Yoruk and Marchall, 2003). 

Monometrik ve paografik yöntemlerin her ikside PFO‟nun reaksiyonu esnasında  

harcanan O2 miktarının tespiti esasına dayanırken tükenen oksijenin ölçüm yöntemi 

açsısından farklılık gösterir. Monometrik yöntemde tüketilen miktarı O2 bir 

respirometre yardımı ile belirlenirken, Palografik yöntemde tüketilen oksijen miktarı 

daha hassas bir elektrot yardımı ile gerçekleĢtirilir. Kronometrik metodda askorbik asit 

kullanılarak ilk renk değiĢiminin gözlemlendiği zamanın belirlenmesi esasına göre 

gerçekleĢtirlir (Yoruk and Marchall, 2003). 

Spekrofotometrik yöntemlerin üstün tarafı pratik ve kolay uygulanabilir 

olmasıdır bu sayede diğer yöntemlere göre daha çok tercih edilirler. Burada ya 

substratların PFO katalizi ile azalması takip edilir ya da reaksiyon sırasında oluĢan 

ürünün oluĢum hızı ölçülür (Whitaker, 1995). Genellikle PFO‟nun fenolik bileĢiklerle 

reaksiyonu sonucu oluĢan o-kinonların UV / Vis emiliminin izlenmesi yani ürünün 

oluĢum hızının ölçülmesi tercih edilir. Ancak o-kinonlar kararsız ara bileĢiklerdir ve 

zaman içinde polimerize olabilirler (Fenoll vd., 2000). Sonuç olarak, UV / Vis emilimi 

değiĢebilir ve doğru olmayan kinetik ölçümlere neden olabilir.  

PFO‟nun monofenolaz ve difenolaz aktivitesinin spektrofotometrik tayininde 3-

metil-2-benzotiyazolinon hidrazon (MBTH) gibi kromojenik bir nükleofil kullanılarak 

tayin iĢlemi oldukça duyarlı ve doğru bir Ģekilde gerçekleĢtirilir. Enzimatik reaksiyon 

sırasında oluĢturulan o-kinon, nükleofil ile renkli katılma ürünleri verir ve bu katılma 

ürünleri 500 nm ve civarında absorbans gösterir (Özel, 2008). 

1.7. Polifenol Oksidazın Endüstrideki Önemi 

Polifenol oksidazlar endüstriyel uygulamalar için yüksek potansiyele sahip 

enzimlerden biri olduğu için bu alandaki birçok çalıĢmaya konu olmuĢtur. Polifenol 

oksidazlardan; biyoteknolojik L-Dopa üretiminde (Chu vd., 1993), atık sularda fenol 

tayini ve giderimi (Öztan, 2007; Wang vd., 2020), gıda endüstrisinde enzimatik 

kararmanın optimizasyonu, bazı gıda katkı maddelerinin üretimi, teaflavin üretimi 

(Sharma, vd., 2009), gıda güvenliğinde biyojenaminlerin tespitinde, endüstriyel 
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proseslerdeki toksik bileĢiklerin giderilmesi ya da dönüĢtürülmesi yoluyla 

bioremediasyonda ve tekstil endüstrisinde boya giderimi, biyosensör olarak birçok 

alanda polifenol oksidaz sınıfı enzimlerden faydalanılmıĢtır (Faria vd., 2007; Kanteev 

and Fishman, 2015; Nawaz vd., 2017; Min vd., 2019).  

1.8. Enzimatik EsmerleĢme Reaksiyonlarının Önlenmesi 

Meyve ve sebzelerdeki fenolik substratların PFO tarafından oksidasyonunun, 

birçok meyve ve sebzenin olgunlaĢma, taĢıma, depolama ve iĢleme sırasında meydana 

gelen esmerleĢmenin ana nedeni olduğu düĢünülmektedir. Bu sorun, besin kalitesini ve 

görünümünü etkiler, tüketicinin tarafından kabul edilebilirliğini azaltır ve dolayısıyla 

hem gıda üreticileri hem de gıda iĢleme endüstrisi üzerinde önemli ekonomik etkilere 

neden olur. Bu nedenle polifenol oksidazlar gıda teknolojisinde kritik enzimler olarak 

kabul edilmiĢ ve hakkında çok sayıda çalıĢma yapılmıĢtır (Nuñez-Delicado vd., 2005; 

Queiroz, vd., 2008).  

Polifenol oksidaz kaynaklı esmerleĢme reaksiyonları gıda kalitesini, besin 

değerini ve duyusal özelliklerini azalttığı için enzim aktivitesini kontrol etmek amacıyla 

birçok teknik ve mekanizma geliĢtirilmiĢtir. Bu mekanizmalar reaksiyonun meydana 

gelmesi için gereken temel elemanlar; oksijen, bakır, enzim ve substrat üzerine etki 

gösterir (Queiroz, vd., 2008). Reaksiyonun gerçekleĢmesi için uygun sıcaklık ve pH 

koĢullarında, polifenol oksidaz enzimi, fenolik substratlar, enzim aktivatörü (bakır ve 

oksijenin) bir arada bulunması gereklidir (Pekyardımcı, 1992). Bu nedenle enzimatik 

esmerleĢmenin kontrolü için bahsi geçen faktörlerden bir ya da birkaçının eliminasyonu 

gereklidir (Queiroz, vd., 2008).  

Fenolik bileĢikler meyve ve sebzelerin doğal bileĢenleridir, bunların gıda 

ürünlerine iĢlenmesi sırasında hasar gören bitki dokusunda plastidlerde bulunan enzim 

ile kofullarda bulunan fenolik bileĢiklerin teması kaçınılmaz olacaktır (Queiroz, vd., 

2008). Ayrıca oksijen varlığı da kaçınılmazdır bu nedenle kararmanın engellenmesinde 

en geçerli yöntem PFO aktivitesinin kontrol edilmesidir. Polifenol oksidazın kontrolü 

amacıyla fiziksel ve kimyasal çok sayıda yöntem önerilmiĢtir (Sui vd., 2023).  
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1.8.1. Fiziksel Yöntemlerle Polifenol Oksidazın Kontrolü  

Polifenol oksidazın fiziksel yöntemlerle kontrolü için; ısıl iĢlemler, yüksek 

basınçlı iĢleme (HPP), yüksek basınçta karbondioksit (HPCD), mor ötesi (UV) ıĢık, 

vurgulu elektrik alan (PEF), ultrasound (UST), kullanılmıĢtır. 

Gıda endüstrisinde yaygın olarak kullanılan ısıl iĢlemler enzimlerin 

inaktivasyonunu sağlar, mikroorganizmalara karĢı etkili ve ekonomiktir.  Ancak bu 

iĢleme yöntemi, gıdanın renginde, tadında ve dokusunda istenmeyen değiĢikliklere 

neden olabileceği gibi, vitamin ve mineraller gibi ısıya duyarlı besin maddelerini de 

tahrip edebilmektedir. Aynı zamanda bazı PFO‟lar termal inaktivasyona karĢı güçlü bir 

direnç gösterdiği bilinmektedir. PFO'nun ısıl kararlılığı gıdanın kaynağı, türü, doğası ve 

davranıĢı gibi birçok faktöre bağlı olarak değiĢebilir. Bu durum her ürün için polifenol 

oksidazın ısıl kararlılığının optimizasyonunu gerektirmektir (Iqbal vd., 2019; Sui vd., 

2023). Bu nedenle son yıllarda geleneksel ısıl iĢlemlere alternatif teknolojiler 

araĢtırılmaktadır (González-Cebrino vd., 2013) 

Ultrason (UST), PFO'nun kovalent olmayan bağlarını kırmak için kullanılan bir 

yöntemdir. Mekanik olarak 20 ila 100 kHz arasındaki frekanslarda UST kavitasyon ile 

sonuçlanır, bu da kabarcıkların hızlı bir Ģekilde oluĢmasına, büyümesine ve aniden 

parçalanmasına neden olur, lokalize aĢırı yüksek sıcaklıklara (5.500 °C) ve basınç (50 

MPa) oluĢumu ile sonuçlanır. Bu patlama ve yüksek sıcaklık, enzimdeki vander-waals 

ve hidrojen bağlarının yapısını bozarak yapısal değiĢikliklere ve aktivite kayıplarına 

neden olur (Sánchez-Rubio vd., 2016; Iqbal vd., 2019). 

Vurgulu elektrik alan (PEF) metodu; Bu iĢlem, mikrosaniyeler boyunca 20-80 

kV düzeyinde yüksek voltaj darbeleri uygulayan iki elektrot içeren bir hazneye gıdanın 

yerleĢtirilmesiyle gerçekleĢtirilir.  Mikroorganizmalar için etkili bir yöntem olsa bile 

polifenol oksidaz üzerine etkinliği elektrik alan kuvvetine ve uygulama süresine bağlı 

olarak değiĢiklik göstermektedir (Queiroz, vd., 2008). 

Yüksek basınçlı iĢleme (HPP), oda sıcaklığında gıda enzimlerini etkisiz hale 

getirmek, böylece nihai ürünlerin raf ömründen ödün vermeden gıdaların lezzetini, 

aromasını ve besin değerini korumak için kullanılan yeni bir gıda iĢleme teknolojisidir 

(Iqbal vd., 2019). Yüksek basınçlı iĢleme (HPP) iĢleminde, paketlenmiĢ gıdalara kısa bir 

süre için (birkaç saniyeden 20 dakikaya kadar), 0  °C ila 100 °C arasında çok yüksek 
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basınçların (100–1000 MPa) uygulanır. Bu teknoloji biyoaktif bileĢenleri korur, 

antioksidan aktiviteyi stabilize eder. Böylece sağlık açısından önemli faydaları olan 

içeceklerin elde edilmesi, besinsel ve duyusal özelliklerin korunması ve raf ömrünün 

uzatılması sağlar (Andres vd., 2016). Ancak pahalı ekipmanlarla çalıĢtığı için gıda 

endüstrisinde etkili bir kullanım alanına sahip değildir (Sezer ve Ġnançlı, 2013). 

Yüksek Basınçta Karbondioksit (HPCD): Hem sıvı hem de katı gıda ürünlerinde 

kalite enzimlerini ve mikroorganizmaları etkisiz hale getirmek için kullanılan etkili bir 

termal olmayan gıda iĢleme yöntemidir (Iqbal et.al., 2019). Ancak HPCD tekniğinin 

gıda ürünlerinde yüksek basınçtan kaynaklanan dokusal değiĢiklikler nedeniyle gıda 

kalitesi üzerinde zararlı etkilere neden olduğu ve tüketici tarafından kabul 

edilebilirliğini azalttığı bildirmiĢtir (Zhou vd., 2009). 

Taze gıda ürünleri, gıda kaynaklı mikrobiyal yükü azaltmak için ultraviyole 

(UV) ıĢık kullanılarak iĢlenebilir. UV ıĢınları gıda ürünlerinin tat ve besin değerinin 

korunması için kullanıĢlı daha ekonomik ancak enzim aktivitesi üzerine sınırlı etkisi 

olan metodlardır. Bu nedenle diğer yöntemlerle kombine kullanılması (ısı ve/veya 

basınç) enzim aktivitesi üzerine daha etkili olmaktadır (Rahman 2007; Yılmaz ve 

Elmacı, 2018). 

1.8.2. Kimyasal Yöntemlerle Polifenol Oksidazın Kontrolü  

Polifenol oksidazın kimyasal anti-browning ajanları ile inhibisyonu, enzimatik 

esmerleĢmeyi önlemenin en etkili, kolay ve ekonomik yollarından biridir. Ancak 

gıdalarda kullanılan kimyasal ajanların insan sağlığına zarar vermemesi, alerjik 

olmaması ve gıdanın tat, koku, lezzet gibi yapısal parametreleri üzerinde olumsuz 

özellik göstermemesi gerekmektedir (Zhou vd., 2018).  

Kimyasal anti-browning ajanları genellikle; indirgeyici ajanlar, asitleĢtirici 

ajanlar, Ģelatlayıcı ajanlar, rekabetçi veya rekabetçi olmayan inhibitör ve oksitleyici 

ajanlar olarak sınıflandırılır (McEvilly and Iyengar 1992).   

Sülfitler ve kükürtdioksit düĢük maliyetli, etkili ve pratik polifenol oksidaz 

inhibitörleridir. Ancak alejik etkiye sebep oldukları için birçok ülkede yasaklanmıĢlardır 

(Sui vd., 2023). Dünya Sağlık Örgütü (WHO), SO2'nin gıda maddelerinin iĢlenmesinde 

kullanımının mümkün olduğu kadar sınırlandırılmasını, hatta tamamen bastırılma 

olasılığının düĢünülmesini önermiĢtir (Queiroz, vd., 2008). 
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Askorbik asit (C vitamini) polifenol oksidazın reaksiyonu ile oluĢan kinonları 

melanin oluĢumuna sebep olan sekonder reaksiyonlara gitmeden önce indirger. Ortamın 

pH değerini düĢürerek optimum pH sı 5-7,5 aralığında olan PFO‟yu ikinci bir yolla 

inhibe eder (Guerrero-Beltrán vd., 2005). Polifenol oksidaz pH değiĢimlerine karĢı 

hassas bir enzimdir ve optimum pH değeri nötral pH (5-7,5) civarındadır. Askorbik asit 

pH‟nın düĢmesine neden olarak, polifenol oksidazın üç boyutlu yapısının açılmasına ve 

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

Sitrik asit, polifenol oksidazın aktif bölgesindeki histidin kalıntılarına karĢı 

özgüllüğü nedeniyle enzimi inhibe eder, pH değerini düĢürür böylece aktif bölgede 

bakırın Ģelasyonunu kolaylaĢtırır ve enzimin konformasyonu artan pH ile kademeli 

olarak açılır (Yoruk and Marchall 2003; Liu vd., 2013).  

L-sistein‟in esmerleĢmeyi önleyici ajan olarak etkisi çeĢitli mekanizmalara 

bağlanmıĢtır. Bunlar renksiz katkı maddesi vermek üzere kinonlara karĢı nükleofilik 

reaktivitesi, PFO‟ya karĢı inhibisyon etkisi ve o-kinonları polifenol öncüllerine 

indirgeme yeteneği Ģeklinde ifade edilmiĢtir (Ali vd., 2015). 

Salisilik asit etkili bir esmerleĢme ajanıdır ve enzim üzerindeki etkisini aktif 

bölgedeki anahtar rezidülere bağlanarak ve ortamın asitliğini düĢürerek gösterir (Peng 

ve Jiang, 2006; Zhou vd., 2018). Salisilik asit ayrıca, PFO üzerinde rekabetçi inhibisyon 

sergileyerek, α-sarmalda azalma ve sekonder yapıda değiĢikliklere neden olduğu 

bildirilmektedir (Liao vd., 2021). 

Malik asit, oksalik asit, asetik asit ve tartarik asit gibi diğer asitleĢtiriciler de 

PFO'nun inhibisyonu için geniĢ çapta araĢtırılmaktadır. Asitleyicilerin ve tampon 

sisteminin farklı konsantrasyonları ortamda farklı pH düĢüĢlerine neden olur. Orta 

derecede düĢük pH (4,0 ila 6,0), PFO'nun sınırlı açılmasına neden olur, bu da enzim-

substrat etkileĢimini etkileyebilir ve dolayısıyla PFO'nun katalitik verimliliğini 

azaltabilir. Öte yandan, yüksek konsantrasyonlu asitleĢtiriciler çok düĢük pH'lı 

ortamlara (pH<4,0) neden olur. Bu, önemli konformasyonel değiĢikliklerle açılmaya ve 

denatürasyona yol açarak çok düĢük bir aktiviteye veya hiç aktivite görülmemesine 

neden olur. Ayrıca asit pH'ının ürettiği protonlar substratın ayrıĢmasına neden olur ve 

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

Yabani meyveler, antioksidanlar ve fitokimyasalları yüksek oranda bulundurur, 

besin değeri açısından zengindir bu nedenle sağlıklı ve dengeli beslenme üzerine önemli 

ve olumlu etkileri vardır (Bvenura ve Sivakumar 2017). Ülkemizde birçok meyve türü 

yetiĢmektedir. Dünya üzerindeki 138 meyve türünden 75‟i ülkemizde yetiĢirken; tür 

zenginliği yanında çeĢit zenginliği de oldukça yüksektir (Demir, 2002). Ülkemizde 

birçok yabani meyve üreticiler tarafından bilinmekte ancak verimli olmayan topraklarda 

ve ekstrem koĢullarda yetiĢebilen bu ürünler endüstriyel ölçekte üretilmemektedir (Artık 

ve EkĢi, 1996; Demir, 2002).  

Yabani meyveler çoğunlukla ev ölçeğinde taze olarak tüketilmekte, bir kısmıda 

endüstriyel ölçekte meyve suyu, reçel, marmelat ve çay gibi gıdalara da iĢlenmekte ve 

az bulunan vitamin ve mineraller açsından zengin bu gıdalar dıĢ pazarlara 

gönderilmektedir (Demir, 2002). Yabani erik türlerinin (Prunus spp.) yüksek miktarda 

tanen bileĢikleri içerdiği ve ayrıca aromatik ve tedavi edici özelliğe sahip olduğu 

bilinmektedir (Sezer vd., 2016). Prunus L. cinsine ait Prunus divaricata var, yüksek 

rakımlı bölgelerde yetiĢen yabani meyvelerden biridir. Yoğun bir aromaya sahiptir ve 

farklı yörelerde yöresel olarak ekĢili erik, yunus erik, yonuz erik, alça, alsa olarak 

isimlendirilir.  

Yonuz erik (Prunus divaricata var) sarı ve kırmızı renklerde sert ve acı-ekĢi tada 

sahip olması ile taze tüketime çok uygun değildir. Yonuz erik (Prunus divaricata var) 

özellikle kıĢ aylarında tıbbi olarak faydaları amacıyla; kurutularak yemeklere ekĢi tat 

vermesi için kaynatılıp püre veya marmelat Ģeklinde veya pestili yapılarak 

değerlendirilmektedir. (BaĢkaya vd., 2016).   
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ġekil 1.5. Taze ve kurutulmuĢ Yonuz erik (Prunus divaricata var). 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Yıldız vd., (2022) çalıĢmalarında polifenol oksidaz enzimini mürdüm eriğinden 

amonyum sülfat çöktürmesi, diyaliz ve afinite kromatografisi yöntemleri ile 

saflaĢtırmıĢlardır. Polifenol oksidaz enzimi Sepharose 4B-L-Tyrosine-p-aminobenzoik 

ve Sepharose 6B-L-Tirozin-p- aminobenzoik asit afinite jelleri kullanılarak sırası ile 

93,88 kat ve 10,46 kat ĢaflaĢtırılmıĢtır. Mürdüm eriği PFO‟su için Sepharose 4B-L-

Tyrosine-p-aminobenzoic asit afinite jelinin daha seçici olduğu belirlenmiĢtir. Enzimin 

molekül ağırlığı ve alt birimlerinin varlığı SDS-PAGE ve doğal PAGE ile kontrol 

edilmiĢ ve yaklaĢık 50 kDa tek bir alt birim olduğu belirlenmiĢtir. Polifenol oksidaz 

enziminin katekol, 4-metil katekol, pirogallol ve kafeik asit substratları varlığında 

kinetik karakterizasyonu yapılmıĢ ve bu substratlar için optimum pH değerleri sırası ile 

7.2, 4.5, 6.8 ve 8,5 olarak ve optimum sıcaklık değerleri sırası ile 25 
o
C, 10 

o
C, 5 

o
C ve 

10 
o
C olarak bulunmuĢtur. Belirlenen substratlar için enzimin Km ve Vmax değerleri 

incelendiğinde en etkili substratı katekol olarak belirlenmiĢ, katekol için Vmax ve Km 

değerleri sırası ile 17.219,97 U/ml.dk ve 11,67 mM, olarak bulunmuĢtur.  

Alıcı vd., (2016) borage (Trachystemonorientalis L.) bitkisinden polifenol 

oksidaz enzimini 3 fazlı ayırım saflaĢtırma metodunu kullanarak t-bütanol ve amonyum 

sülfat yardımı ile % 68,75 verimle 3,59 kat saflaĢtırmıĢlardır. Enzimin saflığı doğal jel 

elektroforez ve SDS-PAGE ile belirlemiĢtir. Doğal elektroforez ve SDS-PAGE ile iki 

bant gözlemlemiĢlerdir. Enzimin 30 kDa ve 80,6 kDa molekül ağırlığında olduğunu 

tespit etmiĢlerdir. Enzimin optimum pH değerleri katekol 7.5, 4-metil katekol 5.0, 

pirogallol 7.5 ve kafeik asit substratları için 5.5 olarak elde edilmiĢtir. Optimum sıcaklık 

değeleri ise sırasıyla; 10 
o
C, 5 

o
C, 30 

o
C ve 20 

o
C olarak bulunmuĢtur. Kullanılan 

substratlar için Vmax ve Km değerleri tespit edilmiĢtir. Kcat/Km değerlerinden enzim için 

en uygun substratın cafeik asit olduğu belirlenmiĢtir. Guaicol, galik asit ve L-tirozin 

susbtratları için aktivite göstermemiĢtir. Monofenolaz aktivitesi bulunmamaktadır fakat 

trifenolaz ve difenoz aktivitesi olduğu tespit edilmiĢtir. 

Aydın vd., (2015) HemĢin elmasından saflaĢtırmıĢlar PFO‟yu;  DE52‐Selüloz 

iyon değiĢimi kolonu ve Sephadeks G‐25 kolonu kullanarak 78,5 kat saflaĢtırmıĢlardır. 

PFO‟nun kinetik karakterizasyonu yapıldığında; optimum pH‟sı  5.5 optimum sıcaklığı 

30‐40 °C,  Km değeri 3.40 mM, Vmax değeri 333.3 EU/mL.dk olarak tespit edilmiĢtir. 
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Karabulut, (2017) Tortum elmasından PFO enzimini Sepharose 4B‐L‐tirozin‐p‐ 

aminobenzoik asit afinite jeli kullanarak saflaĢtırmıĢtır. PFO‟nun molekül kütlesi ve alt 

birimlerinin varlığı SDS-PAGE ile tespit edilmiĢdir. Katekol ve 4‐metil katekol 

substratı için optimum pH değeri sırasıyla 5.0 ve 5.5 olarak tespit edilmiĢtir. Katekol 

substratı için Vmax değeri 20.83 μmol/L.dak, Km değeri için 6.17 mM, 4‐metil katekol 

için sırasıyla Vmax ve Km değerleri 4.16 mM, 32.26 μmol/L.dk belirlenmiĢtir. IC50 

değerleri ve Ki değerleri karĢılaĢtırıldığında askorbik asitin en etkili inhibitör olduğu 

tespit edilmiĢtir. 

  Kumar vd., (2008) tarafından polifenol oksidaz enzimi ile kiraz meyvesinden 

afinite kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve amonyum sülfat çöktürmesi 

yöntemleri kullanılarak %8,3 verim ile 60 kat saflaĢtırılmıĢ, termal stabilitesi ve kinetik 

parametreleri incelenmiĢtir. SDS-PAGE elektroforezi kullanılarak enzimin molekül 

ağırlığı hesaplandıktan sonra 38 kDa ve 52 kDa ağırlığına sahip iki bant göstermiĢtir. 

Doğal PAGE substrat boyaması ile enzim saflığının kontrolü; tek bant göstermiĢ olduğu 

için netleĢmiĢtir. Enzimin optimum sıcaklık değeri 40 
o
C olarak elde edilmiĢtir. L-

Cysteine, 2- Mercapto ethanol, L-Ascorbate, Thiourea, Sodium metabisulphite, EDTA, 

Sodium azide, CaCl2, sodium diethyl dithiocarbamate (SDDC), Sodium metabisulphite, 

L-sisteinin inhibisyon etkileri 1mM ve 10 Mm arasındaki konsantrasyonuna bakılmıĢtır, 

enzimi %60 değerinde thioürenin 1mM konsantrasyonunda inhibe ettiği ve 10mM 

konsantrasyonunda sodium diethyl dithiocarbamate ise tamamen inhibe ettiği 

belirtilmiĢtir. Km ve Vmax değerlerinden anlaĢıldığı üzere en etkili olan difenolik 

substratlarının enzimin katekol ve 4- metilkatekol olduğu görülmüĢtür. 

Özkaya, (2018) çalıĢmalarında polifenoloksidaz enzimini, endemik Salvia 

huberi hedge bitkisinden (NH4)2SO4 çöktürmesi ve diyalizle kısmen saflaĢtırmıĢtır. 

Enzimin katalitik aktivitesi ve substrat spesifikliği katekol, 4-metil katekol ve pirogallol 

substratları kullanılarak belirlenmiĢ ve Vmax/Km değerlerine göre en etkili substratı 

pirogallol olarak tespit edilmiĢ, bunu katekol ve 4-metil katekol substratlarının izlediği 

gözlenmiĢtir. Enzimin optimum pH değeri katekol, 4-metil katekol ve pirogallol 

substratları için sırası ile 7,5, 5,0, ve 7,5 olarak tespit edilmiĢtir. Optimum sıcaklık 

değeri aynı substrat sırası ile 10 
o
C, 20 

o
C ve 35 

o
C olarak belirlenmiĢtir. Katekol ve 

piragollol substratları için en etkili inhbitör askorbik asit, 4-metil katekol 

kullanıldığında en etkili inhibitör glutatyon olarak bulunmuĢtur. 
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Zhou vd., (2018) çalıĢmalarında armuttan polifenoloksidaz enzimini, 

ultrafiltrasyon, DEAE-Sepharose Fast Flow iyon değiĢim kromatografisi ve sephadex 

G-25 jel filtrasyon kromatografisi kullanılarak % 0,2 verimle 32,93 kat saflaĢtırılmıĢtır. 

Enzimin molekül ağırlığı SDS-PAGE ile yaklaĢık 44 kDa olarak tespit edilmiĢtir. 

Enzimin kinetik karakterizasyonu çalıĢmalarında optimum pH değeri 5.5 ve optimum 

sıcaklığı 35 
o
C olarak bulunmuĢtur. PFO‟nun inhibisyonu için askorbik asit, sitrik asit, 

kükürt dioksit, kojik asit ve tirol grubu içeren l-sistein, glutatyon ve peptitler 

kullanılmıĢtır. Ki değerleri ve inhbisyon tipleri belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada L-sisteinin 

armut suyunun iĢlenmesi sırasında enzimatik esmerleĢme reaksiyonunu önlemek için 

uygun bir inhibitör olarak kullanılabileceğini bildirmiĢlerdir. 

Derardja vd., (2017) latent formadaki (L-PaPFO) polifenoloksidaz enzimini 

kayısı (Prunusarmenica). Latent formadaki (L-PaPFO) polifenoloksidaz enzimini 

kayısıdan (Prunusarmenica L.) diyaliz, anyon değiĢtirici (Q-Sepharose FF) ve katyon 

değiĢtirici (MonoS 5/50 GL column) kullanılarak %51 verimle 23,2 kat 

saflaĢtırmıĢlardır. PFO‟nun molekül kütlesi SDS-PAGE ile 63 kDa olarak bulunmuĢtur. 

PFO‟nun monofenolik (fenolitiramin), difenolik (klorojenik asit, katekol, 4-

metilkatekol, L-dopa, kaffeik asit, dopamin) trifenolik (pyrogallol) substratları 

varlığında aktivite tayinleri yapılarak en yüksek ilgisinin 4-metil katekol (Km= 2,0 mM) 

ve klorojenik asit (Km= 2,7 mM) substratları için olduğu belirlenmiĢtir. Enzimin 

optimum sıcaklık çalıĢmasında 5-85 
o
C aralığında aktivitesini koruduğu, en yüksek 

aktivitesini 40 
o
C‟de gösterdiği belirlenmiĢtir. 

Öztürk vd., (2020) çay yapraklarından (Camellia sinensis) polifenoloksidaz 

enzimini afinite kromatografisi metodu ile saflaĢtırmıĢlar ve molekül kütlesini SDS-

PAGE ile yaklaĢık 50 kDa olarak belirlemiĢlerdir. Enzimin optimum pH, sıcaklık ve 

kinetik parametleri belirlenmiĢtir. Km değerleri katekol ve 4-metil katekol substratı 

varlığında sırası ile 3.782 ve 3.881 mM olarak, Vmax değerleri ise aynı sıra ile 1.676 ve 

1.912 μmol/L/dk olarak tespit edilmiĢtir. Enzimin sodyum metabisülfit, sodyum sülfat, 

askorbik asit, glutatyon, ditiyoeritriol için araĢtırılmıĢ IC50 ve Ki değerleri tespit 

edilmiĢtir. 
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Ziyan ve Pekyardımcı., (2003) enginar bitkisinin gövde ve yaprağından PFO‟yu 

(NH4)2SO4 çöktürmesi ve jel filtrasyon yöntemi ile saflaĢtırılmıĢtır. Optimum Ģartlarda 

katekol substratı 50mM olarak hesaplanmıĢtır. Altı farklı inhibitör kullanılarak yapılan 

çalıĢmada, enginar bitkisinin gövdesi ve yaprağını için en uygun  inhibitörün tiyoüre ve 

sodyum azit olduğu görülmüĢtür. 

Arslan vd., (2004) , polifenol oksidaz enzimini dut meyvesinden izole edilmiĢ, 

saflaĢtırma iĢlemini afinite kromatografisi ve amonyum sülfat kullanılmıĢtır. Enzimin 

pirogallol, 4-metil katekol ve katekol substratları için yapılan optimum sıcaklık değeri 

20 °C - 45 °C, optimum pH değerleri 4,5- 8,0 farklılık gösterdiği belirtilmiĢtir. 

Aydemir vd., (2003), çalıĢmalarında yer elmasından izole ettikleri PFO 

enziminin katekol ve L-DOPA substratları için katalitik aktivite gösterdiği ancak 

monofenolik bir subtrat olan L-tirozin için aktivitesinin bulunmadığını 

gözlemlemiĢlerdir. Katekol substratı varlığında, Km ve Vm a x  değerler i  sı rası  i le  

5,88 mM olarak ve 25,402 U/mg olarak hesaplanmıĢtır. ÇalıĢmada en etkili olan 

inhibitörler ise tiyoürenin, potasyum siyanid ve β-merkaptoetanol olarak belirlenmiĢtir. 

Türkhan vd., (2018) çalıĢmasından polifenol oksidaz enzimini alıç meyvesinden 

aseton çöktürmesi iĢlemi uygulanarak karakterizasyon ve kısmi saflaĢtırma çalıĢması 

yapılmıĢtır. Polifenol oksidaz enzimi 3,58 kat, 139,5 verimle kısmi saflaĢtırılmıĢtır. 

Yapılan çalıĢmada enzimin optimum sıcaklık değeri 30 °C olarak, optimum pH değeri 

ise 5,0 olarak elde edilmiĢtir. Katekol substratı kullanılarak Vmax değeri 12.72 mM ve 

Km değeri ve 5507 U/mL.dak belirlenmiĢtir. I50 değeri, sodyum metabisülfit, benzoik 

asit ve askorbik asit ile yapılmıĢ olan inhibisyon çalıĢmasında sırasıyla 0,012 mM, 

0,099 mM, 2,21 mM olarak tespit edilmiĢtir. Enzimin katekol substratına ilgisinin, 

substrat spesifikliği çalıĢmasında; 4- metil katekol ve L-tirosin substratlarına göre daha 

fazla olduğu tespit edilmiĢtir. 

ġakiroğlu vd., (2008) çalıĢmasında PFO‟yu dereotundan izole etmiĢ ve kinetik 

parametreleri incelenmiĢtir. Bu amaç doğrultusunda Km ve Vmax değerleri hesaplamak 

için dopamin, katekol ve klorogenik asit substratları incelenmiĢtir. Yapılan bu 

çalıĢmada substrat olarak katekol kullanılmıĢtır. Ġnhibitör olarak ise glutatyon, askorbik 

asit ve L-sistein klorür araĢtırılmıĢtır ve en etkili inhibitöürünün L-sistein klorür olduğu 

belirlenmiĢtir.  
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Bravo ve Osorio (2016) yaptıkları bir çalıĢmada altın çilek meyvesinden 

(Physalis peruviana L.) polifenol oksidaz enzimini aseton çöktürme, %14 fosfat, %5 

polietilen glikol 8000‟den oluĢan sulu iki fazlı sistemler kullanılarak (ATPS) yöntemi 

ile özüt hale getirilip saflaĢtırılmıĢtır. Yapılan incelemeler polifenol oksidaz enziminin 

en yüksek substrat afinitesi olarak 4-metil katekol, katekol ve klorojenik olduğu 

belirlenmiĢtir. Klorojenik asit ise enzim için en uygun substrat olduğu tespit edilmiĢtir. 

Elde edilen Km ve Vmax değerleri için sırasıyla 0,56 ± 0,07 mM, 53.15 ± 2.03 U/mL.dak 

olarak tespit edilmiĢtir. Enzim için en uygun sıcaklık değeri katekol baz alınarak 40 °C, 

optimum pH‟sı 4-metilkatekol ve katekol için 5,5 ve klorojenik asit için 5,0, klorojenik 

asit için 20 °C ve 4-metil katekol için 25 °C olarak tespit edilmiĢtir. En güçlü inhibitör 

olarak L-sistein, askorbik asit ve kuersetin olarak belirtilmiĢtir. SDS-PAGE yöntemi 

kullanılarak yapılan altın çilek meyvesinde polifenol oksidaz enziminin molekül 

ağırlığı olarak tek bir bant olarak belirlenmiĢtir. Molekül ağırlığı ise ortama değeri 31 

kDa olarak tespit edilmiĢtir. 

Kolcuoğlu vd., (2018) çalıĢmalarında balmumsu mantardan bir polifenol oksidaz 

ailesinden bir difenolaz olan katekoloksidazı afinite kromatografisi ile saflaĢtırımıĢ, en 

yüksek enzim aktivitesi, 4- metil katekol, DHPPA ve L-DOPA ile görülmüĢtür. 

Enzimin yaklaĢık molekül ağırlığı SDS-PAGE ile 58,1 kDa olarak belirlenmiĢ. Enzimin 

4-metil katekol, DHPPA ve L- DOPA substratları için Km değerleri belirlenmiĢ ve en iyi 

substratın 4-metil katekol olduğu görülmüĢtür. Enzimin üç farklı substrat için optimum 

pH, sıcaklık, stabil pH, termal kararlılık ve sodyum azit, sodyum metabisülfit, askorbik 

asit ve tiyoüre için Ki değerleri belirlenmiĢtir. Enzim aktivitesi üzerine metal iyonlarının 

ve organik solventlerin etkisi araĢtırılmıĢtır. 
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3. MATERYAL ve METOT 

3.1. Materyal  

Bu çalıĢmada, ülkemizin birçok yerinde yabani olarak yetiĢen Yonuz erik 

(Prunus divaricata var) enzim kaynağı olarak kullanılmıĢtır. Yonuz erik Amasya ili 

Merzifon ilçesinden temin edilmiĢ, deneysel çalıĢmalarda kullanılıncaya kadar Iğdır 

Üniversitesi Gıda Mühendisliği Bölümü AraĢtırma Laboratuvarında -20 ℃‟de 

saklanmıĢtır. 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar 

Cihaz Adı Marka 

Spektrofotometre  Agilent Cary 60- UV-Vis 

Derin dondurucu (-20) Arçelik 

pH metre Hanna 

Otomatik pipetler Axypet, Eppendorf 

Vorteks Wisemix Vm-10 

Hassas terazi Ohaus Starter 300 

Elektroforez ünitesi BioRad 

Güç kaynağı BioRad 

Peristaltik pompa BioRad  

Saf su cihazı GFL Typ 2001/4 

Manyetik karıĢtırıcı Heidolph 

UV-spektrofotometre küveti 1 cm
3
 ve 3 cm

3
 

Isıtıcılı manyetik karıĢtırıcı IKA-RH basic 2 
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3.1.2. Çözeltilerin Hazırlanması 

1. 100 mM Katekol (pyrocatechol): 0.22 g katekol 20 mL saf su içerisinde 

çözüldü.  

2. 2. 100 mM 4-Metilkatekol: 0,248 gr tartıldı ve 10 mL saf su içerisinde 

çözüldü. 

3. 100 mM DHPPA: 0,182 gr DHPPA 10 mL saf suda çözülerek hazırlandı. 

4. 100 mM Fenol: 0,094 gr fenol 10 mL saf suda çözülerek hazırlandı. 

5. 5. 2,5 mM L-Tirozin: 0,0045 gr L- tirozin 10 mL saf su içerisinde çözülerek 

hazırlandı.  

6. Enzim Özütü Hazırlama Çözeltisi: 50 mM pH 5,0 CH3COONa içinde %1 

Polietilen glikol(PEG)-7000: 3,4 g CH3COONa, 400 mL saf su içerisinde 

çözüldü ve pH değeri CH3COOH ile 5,0 olacak Ģekilde ayarlanarak son 

hacim 500 mL‟ye tamamlandı. 

7. 10 mM MBTH: 0,011 g MBTH 5 ml saf su içerisinde çözüldü. Taze olarak 

hazırlandı. 

8. 0,1 M (pH 10,0) NaHCO3: 8,4 g NaHCO3 900 ml su içinde çözüldü. pH 

değeri 1 M‟lık NaOH kullanılarak 10,0‟a ayarlandı ve1000 mL‟ ye saf su ile 

tamamlandı. 

9. Afinite Kolonu Dengeleme ve Yıkama Çözeltisi (50 mM pH 5,0 

CH3COONa): 3,4 g CH3COONa yaklaĢık 400 ml suda çözündü, CH3COOH 

ile pH değeri 5,0‟a ayarlandı 500 mL ye saf su ile tamamladı. 

10. Afinite Kolonu Elüsyon Çözeltisi (50 mM pH:8,0 K2HPO4 / 1M NaCl): 

5,85 g NaCl ve 6,2 gr K2HPO4 yaklaĢık 900 mL saf suda çözüldü. pH değeri 

hidroklorik asit ile 8,0‟e ayarlandı, saf su ile 1000 mL‟ye tamamlandı. 

11. 11.0,2 M pH 8.8 NaHCO3 Çözeltisi: 4,2 gr NaHCO3 yaklaĢık 200 ml suda 

çözündü pH değeri NaOH kullanarak 8,8‟e getirildi ve 250 mL‟ye 

tamamlandı. 

12. 1 mM Askorbik Asit: 35,44 mg askorbik asit 10 mL saf su içinde çözülerek 

hazırlandı. 
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13. 1 mM Na2S2O5: 19 mg alınarak 10 mL saf suda çözüldü. 

14. 100 mM Sitrik Asit: 0,42 g C6H8O7 alınarak 20 mL saf su içinde çözülerek 

hazırlandı. 

15. 10 mM L-Sistein: 0,0121 gr L-sistein 10 mL saf su içinde çözülerek 

hazırlandı. 

16. 10 mM Kafeik Asit: 0,0180 gr kafeik asit 10 mL saf suda çözülerek 

hazırlandı. 

17. 20 mM Tartarik Asit: 0,030 gr tartarik asit 10 mL saf suda çözülerek 

hazırlandı.  

18. 20 mM Fumarik Asit: 0,0232 gr fumarik asit 10 mL saf suda çözülerek 

hazırlandı. 

19. 20 mM Maleik Asit: 0,0268 gr maleik asit 10 mL saf suda çözülerek 

hazırlandı. 

20. 1,5 M Tris-HCl Tamponu: 72,6 g Tris yaklaĢık 300 ml saf su içinde 

çözünerek HCl ile 8,8‟e pH‟sı getirildi ve 400 mL‟ye saf su ile tamamlandı. 

21. 21.1 M Tris-HCl: 48,4 g Tris saf su içerisinde çözünerek HCl ile pH değeri 

6,8‟e ayarlandı ve saf suyla 400 mL‟ye tamamlandı. 

22. Sodyum Dodesil Sülfat Çözeltisi (%10): 5 g SDS bir miktar suda çözündü 

son hacim 50 mL‟ye saf su ile tamamlandı. 

23. Amonyum Persülfat (APS) Çözeltisi (%10): 2 g APS bir miktar su içinde 

çözüldü ve son hacim 20 mL‟ye tamamlandı. 

24. Akrilamid/Bisakrilamid Çözeltisi (%30): 0,4 g N,N‟-metilen bisakrilamid 

ve 14,6 g akrilamid suda çözülerek son hacmi 50 mL‟ye tamamlandı. 

25. Yükleme Tamponu: 150 μL 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 100 μL %0,1 

bromofenol mavisi, 400 μL %10 SDS, 60 μL β-merkaptoetanol, 250 μL 

%80 gliserol karıĢtırılarak hazırlandı. 

26. Yürütme Tamponu: 1,5 g Glisin ve 7,2 g Tris bir miktar suda çözüldü 

ardından üzerine 10 mL % 10 SDS çözeltisi katıldı. 8,3‟e pH ayarlandı ve 
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500 mL‟ye tamamlandı. 

27. Yükleme Tamponu: 100 μL %0,1 bromofenol mavisi, 150 μL 1 M Tris-HCl 

(pH 6,8), 250 μL %80 gliserol ve 460 μL saf su kullanılarak hazırlandı. 

28. Boyama Çözeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250 93,5 mL metanol ve 

62,5 mL glasiyal asetik asit içinde çözüldü. 

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

mL saf su içinde çözüldü 

30. Protein Tayini Çözeltisi: 50 mg Coomassie Brillant Blue G–250 25 mL 

%98‟lik etanol içinde çözünene kadar karıĢtırıldı, üzerine 150 mL %95‟lik 

H3PO4 eklenerek ve saf suyla 1000 mL‟ye tamamlandı. 

3.2. Metot 

3.2.1. Enzim Özütünün HazırlanıĢı ve Soğuk Aseton Çöktürmesinin YapılıĢı 

Erik numunesinden 25 gr alınarak kabukları soyulup çekirdeği çıkarıldı, 

dondurma çözme yöntemi uygulanarak havanda ezildi. Ardından %1‟ lik PEG-7000 

içeren 50 mM CH3COONa (pH 5,0) tamponu eklendi (Aydemir, 2004). Numune dört 

katlı bezden süzüldü ve soğutmalı santrifüj kullanarak 4°C‟de 9,500 rpm‟de 40 dk 

santrifüjlendi. Süpernatantlar enzim özütü olarak kullanıldı. Süpernatanta aseton 

çöktürmesi iĢlemi uygulandı. Özüt üzerine hacmi kadar -20 ℃‟de tutulan soğuk aseton, 

denatürasyonu önlemek amacı ile buz banyosu kullanarak yavaĢça katıldı ve 16 saat, +4 

℃‟de bırakıldı (Özen vd., 2004). 

3.2.2. Aktivite Tayini 

PFO aktivitesi tayini 4-metil katekol substratı için 496 nm‟de diğer substratlar 

için 500 nm‟de spektrofotometrik olarak absorbans artıĢı ile belirlendi (Espin ve.ark., 

1995). PFO aktivitesi belirlenirken, 100 μL enzim + 100 μL MBTH (10mM) + 20 μL 

DMF (orijinal ĢiĢeden) +100 μL substrat (100 mM) ve 680 μL tampon (50 mM fosfat 

pH: 6.0) çözeltisi eklenerek toplam hacmi 1000 μL tamamlanarak hazırlandı. Enzim 

içermeyen reaksiyon ortamı kontrol olarak kullanıldı (Kolcuoğlu, 2012).  

Bir ünite PFO aktivitesi; optimum Ģartlarda, 1 mL reaksiyon ortamında 1 dk‟da, 

1μm substratı ürüne oksitleyen PFO miktarı olarak hesaplandı (Kolcuoğlu, 2012; 

Galeazzi vd., 1981). 
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3.2.3. Afinite Kromatografisi 

Yonuz erikten PFO enziminin saflaĢtırılması afinite kromatografisi metodu ile 

Arslan vd., (2004) tarafından geliĢtirilmiĢ olan jel sentezleme yöntemine göre yapıldı. 

CNBr ile aktifleĢtirilen Sepharose-4B matriksi, uzantı kolu olarak L-tirozinle kovalent 

olarak bağlandı. Sepharose-4B-L-Tirozin p-amino benzoik jeli ise kullanılan metoda 

uygun bir Ģekilde kolon dolgusu olarak uygulandı. 

3.2.4. Afinite Jelinin Sentezi 

CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ 4,0 gr Sepharose-4B bir behere alınarak 10 ml saf su 

eklendi. Reaksiyon karıĢımının pH değeri 2M NaOH kullanılarak hızlı bir Ģekilde 

11,0‟a çıkarıldı. KarıĢım buz parçaları ile soğutuldu ve buchner hunisi yardımıyla 

süzgeç kağıdından geçirildi. Kalıntı, 0.1 M pH‟sı 10.0 soğutulmuĢ NaHCO3 tamponu 

kullanarak yıkandı ve süzüldü, ardından karıĢıma 10 mg L-tirozin bulunduran 0.1 M 

konsantrasyonda ve pH değeri 10.0 olan soğuk NaHCO3 tamponu 20 mL‟sine ilave 

edildi ve 90 dk sürekli olarak yavaĢ yavaĢ karıĢtırıldı. Ardından 4 °C‟de 16 s bekletildi. 

Bu süre sonunda mavi banttan süzüldü ve süspansiyona, 280 nm‟de absorbans 

göstermediği duruma kadar saf su eklenerek yıkandı. Bu Ģekilde kalıntı L-tirozin 

uzaklaĢtırıldı.  

Mavi bantta kalan kısma, 100 mL 0,2 M NaHCO3 tamponu katıldı ve aynı 

tampondan 40 mL kullanarak alındı. 10 mL 1 M HCl buz banyosunda soğutulduktan 

sonra içerisine 25 mg p-aminobenzoik asit eklenerek çözdürüldü ve buz banyosuna 

bırakıldı. 5 mL saf su içerisinde çözülen p- aminobenzoik asit çözeltisi 75 mg NaNO2 

içerisine yavaĢ yavaĢ eklendi. Buz banyosunda 10 dk bekletilmiĢ karıĢıma 40 mL 

sepharose-4B-Ltirosin süspansiyonu ve 2 M NaOH eklendi, pH değeri 9,5„e çıkarıldı ve 

sabitlendi. KarıĢım 3 s boyunca 25℃‟de karıĢtırıldı. Ardından mavi banta alınarak 1 lt 

saf su ile yıkandı. Bu iĢlemin ardından 200 mL 0.01 M pH 6.0 Na2HPO4 tamponuyla 

yıkanarak aynı tamponda dolaba kaldırıldı (Arslan vd., 2004). Sepharose-4B„nin 

modifikasyon basamakları Ģekilde gösterilmiĢtir. 
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ġekil6 3.1. Sepharose-4B‟nin hazırlanması (Özel, 2008) 
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3.2.5. Enzim Ekstraktının Afinite Kolona Yüklenmesi ve Elüsyonu 

Boyutu 1×15 cm olan cam kolona sentezlenen afinite jeli dikkatlice paketlendi. 

Kolon 50 mM pH 5.0 asetat tamponu ile 280 nm‟ de absorbans gözlenmeyinceye kadar 

yıkandı. Ardından enzim özütü eklendi ve safsızlıkları uzaklaĢtırmak için aynı tampon 

ile dengelendi. Bu Ģekilde polifenol oksidaz enzimi büyük oranda afinite jeline tutundu 

ve tutunamayan bütün safsızlıklar uzaklaĢtırılmıĢ oldu. Jelde kalan enzimler pH değeri 

8,0 olan 1 M NaCl içeren fosfat tamponu ile 1 mL halinde ayrı ayrı tüplere alındı. 

Enzim eluatı bulunan her tüpte 280 nm„de protein tayini yapıldı ve 496 nm‟de 4-metil 

katekol substratı ile aktivite tayini gerçekleĢtirildi. 

3.2.6. Kalitatif Protein Tayini 

Warburg metodu; proteinlerin yapısal elemanlarında fenilalanin, tirozin ve 

triptofan aminoasitlerin 280 nm‟ de absorbans göstermesi esasına dayanır (Warburg ve 

Christian, 1941). Bu yöntem kromatografi iĢlemi sonucu ortaya çıkan eĢit hacimdeki 

elüatlarda yapıldı. UV-VĠS-Spektrofotometre cihazında elüatların 280 nm‟de 

absorbansları okundu. Absorbans gösteren elüatlarda aktivite tayinleri gerçekleĢtirildi. 

3.2.7. Bradford Yöntemi ile Kantitatif Protein Tayini 

Protein miktarı hesaplanırken Bradford yöntemi esas alındı (Bradford, 1976). 1 

mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA) çözeltisi standart protein olarak kullanıldı. BSA 

çözeltisinden tüplere 10-100 μL olacak Ģekilde eklendi ve hacim 0,1 mL‟ye kadar saf su 

eklendi ve ardından Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ile son hacim 5 mL olacak 

Ģekilde ayarlandı. Tüpler vortex ile karıĢtırıldı. 10 dakika boyunca bekletildi ve sonra 

absorbans değerleri köre karĢı 595 nm‟de okundu. BSA bulunmayan tüp kör olarak 

kullanıldı. Absorbans değerleri standart grafik haline getirildi.  

Ham özüt ve afinite kromatografisinden elde edilen saf enzim çözeltisinden 100 

μL alındı ve üzerine 4900 mL ise reaktifi konularak vortex ile iyice karıĢtırılıp, 

absorbans değeri 595 nm‟ ölçüldü ve protein miktarını belirlemek için standart grafikten 

yararlanıldı. Protein konsantrasyonu belirlenen enzim özütü ve saf enzim elüatının 

spesifik aktivitesi hesaplanarak, enzimin kaç kat saflaĢmıĢ olduğu hazırlanan saflaĢtırma 

tablosu yardımı ile tespit edildi. 
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3.2.8. SDS Jel Elektroforezi 

Sodyum dodesilsülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), ayırma jeli 

% 10‟lik ve yükleme jeli % 5‟lik olarak yapıldı. Hazırlanan jel donduktan sonra 

yükleme tankına yerleĢtirildi ve sonrasında SDS yürütme tamponu ile dolduruldu. 

Standart olarak kullandığımız protein ve enzim örnekleri üzerine 50 μg yürütme boyası 

karıĢtırıldı. Örnekler 5 dakika boyunca 95 
o
C‟de inkübe edildikten sonra kuyucuklara 

yüklenildi. Yükleme bittikten sonra jelde oluĢan mavi renkli boya, yükleme jelinden 

çıkana kadar yaklaĢık 15 dakika 20 mA‟de boya, ayırma jelinin sonuna gelene kadar 

yaklaĢık 120 dakika 25 mA‟de yürütüldü. Jelin sonuna geldiğinde elektrik akımı kesildi 

ve jel camlardan dikkatlice çıkarıldı ve hazırlanmıĢ olan boya çözeltisinde hafif olacak 

Ģekilde çalkalanarak 2 saat boyunca boyanma iĢlemi uygulandı. Protein bantları ortaya 

çıkarmak için boya uzaklaĢtırma çözeltisi kullanılarak 2 saat bekletildi. Ortaya çıkan 

bantlar kaydedildi. 

3.2.9. Kinetik ÇalıĢmalar 

PFO‟nun kinetik özelliklerini belirlemek amacıyla monofenolik ve difenolik 

substratlar varlığında aktivite tayinleri yapılarak en etkili substratları belirlendi. En iyi 

aktivite gösteren katekol ve 4-metil katekol ve DHPPA substratlarının her biri için 

optimum pH ve optimum sıcaklık, Kmve Vmax değerleri hesaplandı. Polifenol oksidazın 

inhibisyon çalıĢması 4-metil katekol substratı varlığında sekiz farklı inhibitör (askorbik 

asit, sitrik asit, L-sistein, sodyum metabisülfit, kafeik asit, maleik asit, tartarik asit, 

fumarik asit) kullanılarak yürütüldü. Her bir inhibitör için enzim aktivitesini yarıya 

düĢüren inhibitör konsantrasyonu (IC50) değeri hesaplandı. 

3.2.9.1. PFO Enzim Aktivitesi Üzerine pH’nın Etkisi 

Enzimin optimum pH değerini belirlemek amacı ile 50 mM glisin-HCl (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-HCl 

(pH 8,0-9,0) tamponları kullanılarak aktivite tayinleri gerçekleĢtirildi.  Katekol ve 4-

metil katekol ve DHPPA substratlarının her biri için %bağıl aktivite-pH grafikleri 

çizildi ve enzimin en yüksek aktivite gösterdiği pH değeri ise optimum pH olarak 

değerlendirildi (Kolcuoğlu, 2012).  
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3.2.9.2. PFO Enzim Aktivitesi Üzerine Sıcaklık Etkisi 

PFO enziminin optimum aktivite gösterdiği sıcaklığı belirlemek amacıyla 

katekol, 4-metil katekol ve DHPPA substratları kullanılarak 0-90 °C aralığında 10℃' lik 

artıĢlarla 10 dk inkübe edilerek enzim aktivitesi ölçüldü. Sonuçlar %bağıl aktivite- 

sıcaklık olarak gösterildi (Türkhan vd., 2018). 

3.2.9.3. PFO Aktivitesi Üzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi 

Polifenol oksidaz aktivitesi üzerine substrat konsantrasyon etkisini belirlemek 

için son konsantrasyonu 0,125-10 mM arasında değiĢen katekol, 4-metil katekol, ve 

DHPPA substratları varlığında optimum koĢullarda PFO aktivitesi belirlendi. Km değeri 

enzimin substrata olan ilgisini ifade etmektedir. Km değeri ne kadar küçük ise enzimin 

substrata olan ilgisi o kadar büyüktür (Türkhan vd., 2018). Elde edilen sonuçlara göre 

Km ve Vmax değerleri Lineweaver Burk grafiklerinden hesapladı (Lineweaver ve Burk, 

1934). Substrat spesifikliği çalıĢması Vmax/Km değerlerinin hesaplanması ile tespit 

edildi.  

3.2.9.4. PFO Aktivitesi Üzerine Ġnhibitör Etkisi 

Polifenol oksidaz enzim aktivitesinin inhibitörlerle etkileĢimini görebilmek için 

askorbik asit, kafeik asit, sitrik asit, sodyum metabisülfat, maleik asit, fumarik asit, 

tartarik asit ve L-sistein kullanılarak IC50 değeri hesaplandı. Ġnhibitör eklenmeyen enzim 

aktivitesi %100 olarak kabul edildi. Her bir inhibitör konsantrasyonu için %kalan 

aktivite grafiği çizildi ve % 50 aktivitenin korunduğu değere karĢılık gelen inhibitör 

konsantrasyonu, IC50 değeri olarak belirlendi (Colak vd., 2007). 
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4. BULGULAR ve TARTIġMA 

4.1. PFO’nun Afinite Kromatografisi ile SaflaĢtırılması 

Afinite kromatografisi, saflaĢtırma adımlarını kısaltan, yüksek saflaĢtırma 

katsayısı sağlayan, kullanıĢlı, tek adımda saflaĢtırma sağlayan güçlü bir kromotografik 

metottur (Urh vd., 2009). ÇalıĢmamızda polifenol oksidaz enzimi Yonuz erikten 

(Prunus divaricata var) afinite kromatografisi metodu ile Sepharose-4B-L-tirosin-p-

aminobenzoik asit afinite jeli kullanılarak saflaĢtırıldı. Afinite jeli Arslan vd., (2004) 

metoduna göre bölüm 3.2.4. de belirtildiği Ģekilde sentezlendi.  

Kolondan enzim elüatları 2‟Ģer mL olacak Ģekilde toplandı. Toplanan elüatlara 

spektrofotometrik olarak 280 nm‟de absorbans gösteren tüplerde 4-metil katekol 

substatı varlığında 496 nm‟de aktivite tayini yapıldı. En yüksek PFO aktivitesi gösteren 

tüpler birleĢtirildi ve sonraki çalıĢmalar için saklandı (ġekil 4.1.). 

 

 ġekil7 4.1. Afinite kromatografisi ile Yonuz erikten saflaĢtırılan PFO enziminin 

Aktivite- Absorbans-tüp sayısı grafiği 
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Ham enzim özütü, aseton çöktürmesi ve saf enzim elüatında aktivite tayini, 

bölüm 3.2.2.‟de ve Bradford yöntemi ile protein tayinleri bölüm 3.2.7‟de belirtildiği 

gibi yapılarak saflaĢtırma tablosu hazırlandı (Bradford,1976) (Çizelge 4.1.). 

ÇalıĢmamızda polifenol oksidaz enzimin Yonuz erikten Sepharose-4B-L-tirosin-p-

aminobenzoik asit afinite jeli kullanılarak %5,97 verimle 12,80 kat saflaĢtırıldı.   

Çizelge 4.1.Yonuz erikten saflaĢtırılan PFO enziminin saflaĢtırma tablosu  

SaflaĢtırma 

Basamağı 

Hacim 

(mL) 

Aktivite 

Toplam 

Aktivite 

Protein 

(mg/mL) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

U/mg protein 

%Verim 
SaflaĢtırma 

Katsayısı 

Ham Özüt 100 2068 206800 0,22 21,9 9442,92 100 1 

Aseton 

Çöktürmesi 

30 1667 50010 0,15 4,36 11480,71 24,18 1,22 

Afinite 

Kromatografisi 

6 2058 12348 0,014 0,084 147000 5,97 12,80 

 

Benzer çalıĢmalarda polifenol oksidaz enzimi mürdüm eriğinden (Prunus 

insititia) amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz ardından Sepharose-4B-L-Tirozin-p-

aminobenzoik asit afinite jeli kullanılarak %15,04 verimle 93,88 kat ve Sepharose-6B-

L-Tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jeli kullanılarak %1,79 verimle 10, 46 kat 

saflaĢtırılmıĢtır. Mürdüm eriği polifenol oksidazının Sepharose-4B-L-Tirozin-p-

aminobenzoik asit afinite jeline karĢı daha seçici olduğu belirlenmiĢtir (Yıldız vd., 

2022). Aynı afinite jeli kullanılarak polifenol oksidaz enzimi Isparta ilinde yetiĢtirilen 

yerel elma çeĢidi olan Arap kızı (Malus domestica) elmasından %17,25 verimle 13.00 

kat (Millioğlu, 2019), dut meyvesinden (Morus alba L.) 74,20 kat (Arslan vd., 2004), 

Lactarius piperatus L. mantarından 13,9 kat (Öz vd., 2013), Yaban armudundan (Pyrus 

elaegrifolia) 31,50 kat (Yerlitürk vd., 2008) saflaĢtırılmıĢtır. 

Polifenol oksidaz enziminin erikler izole edildiği diğer çalıĢmalarda farklı 

saflaĢtırma yöntemleri kullanılmıĢtır. PFO Vinete românesti (Prunus domestica) çeĢidi, 

erikten amonyum sülfat çötürmesi, hidrofobik etkileĢim kromatografisi ve iyon 

değiĢtirme kromatografisi kullanılarak % 3.04‟lük verimle 32.81 kat saflaĢtırıldı (Ionita 
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vd., 2017).  PFO enzimi Stanley (Prunus domestica L.) çeĢidi eriklerden sırası ile 

amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE-selüloz iyon değiĢim kromatografisi ve sephadex 

G-100 jel filtrasyon kromatografisi yöntemleri kullanılarak %21,6 verimle 36.3 kat 

saflaĢtırılmıĢtır (Siddiq vd., 1992).  

4.2. SDS-Polakrilamid jel elektroforezi  

Afinite kromatografisi ile saflaĢtırılan polifenol oksidazın saflığının kontrolü 

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi kullanılarak gerçekleĢtirildi. (Laemli, 1970). 

Standart proteinler kullanılarak hazırlanan logMA-Rf grafiğinden faydalanarak enzimin 

molekül ağırlığı yaklaĢık 83,06 kDa olarak belirlendi (ġekil 4.2.). 

 

ġekil84.2. Yonuz erikten saflaĢtırılan PFO enziminin molekül ağırlığı tayininde 

kullanılan standart grafik 

y = -1,0722x + 2,3395 

R² = 0,9522 

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

2,2

2,4

2,6

0 0,2 0,4 0,6 0,8

L
o

g
 M

A
 

Rf 



31 

 

ġekil9 4.3. Yonuz erikten saflaĢtırılan PFO enziminin SDS-PAGE fotoğrafı, A: Saf 

enzim elüatı, B: Protein standartı 

Literatürde polifenol oksidaz enziminin birçok bitkisel dokuda, farklı molekül 

ağırlıklarda ve farklı molekül yapısında olduğu görülmektedir (Çiğdem ve Güller, 

2022). Benzer çalıĢmalarda SDS-PAGE yöntemi kullanılarak; Posof Badele (Malus 

domestica L) elmasından saflaĢtırılan polifenol oksidazın molekül ağırlığı 36, 4 kDa 

(Çiğdem ve Güller, 2022), Kırmızı kiĢmiĢ (Vitis vinifera L.) üzümünden saflaĢtırılan 

PFO için molekül ağırlığı 38,1 olarak (Kaya ve Bağcı, 2021), Miskali (Vitis vinifera L.) 

üzümünden elde edilen PFO enziminin molekül ağırlığı 68,55 kDa olarak (Beder, 

2022), Vinete românesti (Prunus domestica L) eriğinden  saflaĢtırılan PFO enziminin 

molekül ağırlığı 65kDa (Ionite vd., 2017), Avokadodan saflaĢtırılan PFO enziminin 

SDS-PAGE ile 35 kDa ve 50 kDa büyüklüğünde iki izoenzimi belirlenmiĢtir (Moeini 

Alishah vd., 2023).  Borage (Trachystemonorientalis L.) bitkisinden saflaĢtırılan PFO 

enziminin molekül ağırlığı 80 kDa olarak belirlenmiĢtir (Alıcı ve Arabacı, 2016). 

A 

B 

A 
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4.3. Polifenol Oksidaz Enziminin Kinetik Karakterizasyonu 

Yonuz erikten saflaĢtırılan polifenol oksidaz enziminin monofenolik ve 

difenolik substratlar varlığında aktivite tayini yapıldı. En iyi aktiviteyi 4-metil katekol 

substratı varlığında gösterdiği belirlendi. DHPPA ve Katekol substratları varlığında 

aktivite oldukça yüksekti. Fenol ve L-tirozin substratları için çok daha düĢük aktivite 

gösterdi. Bu durumda enzimin difenolaz aktvitesinin baskın olduğu belirlendi (Çizelge 

4.2). Daha sonra yapılan karakterizasyon çalıĢmalarında substrat olarak 4-metil katekol 

kullanıldı. 

Çizelge 4.2. Yonuz erik polifenol oksidazının substrat ilgisi 

Substrat Konsantrasyon (mM) %Bağıl 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 üzerine pH‟nın etkisi pH 2,0-9,0 aralığında uygun tampon 

çözeltiler kullanılarak gerçekleĢtirildi. Bu amaçla 50 mM glisin-HCl (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-HCl (pH 8,0-

9,0) tampon sistemleri varlığında, 4- metil katekol, katekol ve DHPPA substratları 

varlığında aktivite tayini yapıldı. Sonuçlar %bağıl aktivite-pH grafikleri Ģeklinde 

sunuldu. Enzimin optimum pH değeri 4- metil katekol ve DHPPA substratları 

varlığında 7,0 ve katekol substratı varlığında 6,0 olarak belirlendi. Her üç substrat 

varlığında da asidik ve alkali koĢullarda enzim aktivesini büyük oranda kaybetti.   



33 

 

ġekil10 4.4. 4-metil katekol substratı için optimum pH grafiği 

 

ġekil11 4.5. DHPPA substratı için optimum pH grafiği 

 

ġekil124.6. Katekol substratı için optimum pH grafiği 
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pH aktif bölgedeki amino asitlerin iyonlaĢma durumunu, bağlanma kuvvetini ve 

afiniteyi etkilediği için önemli bir parametredir (Benaceur vd., 2020). Polifenol oksidaz 

enziminin aktivitesi pH‟ya oldukça bağımlıdır. Birçok çalıĢmada asidik ve alkali 

koĢularda enzim aktivitesinin önemli ölçüde kaybolduğu bilinmektedir. Asidik pH 

değerlerinde enzimin aktif bölgesinde bakırın etkinliği azalırken, pH 8,0 değerinin 

üzerinde, alkali koĢullarda enzim konformasyonel değiĢikliklere uğrayarak hızla inaktif 

form kazanır (Kumar vd., 2008). 

Truf (Terfezia arenaria) mantarından saflaĢtırılan polifenol oksidaz enziminin 

optimum pH değeri 4-metil katekol, L-tirozin, pirogallol ve katekol substratları 

kullanılarak sırası ile 4.0, 6.0, 6.5, ve 7,0 olarak belirlenmiĢ ve meyve ve sebzelerden 

elde edilen polifenol oksidazın optimum pH değerinin enzim kaynağına ve kullanılan 

substrata göre değiĢtiği bildirilmiĢtir (Benaceur vd., 2020).  Yabani ve yenilebilir bir 

mantar olan Laccaria laccata „dan elde edilen polifenol oksidaz enzimi için 4-metil 

katekol, L-DOPA ve DHPPA substratları varlığında optimum pH değeri 4-metil katekol 

için 5,0 ve L-DOPA ve DHPPA substratları için 7,0 olarak belirlenmiĢtir. Farklı 

substratlar varlığında asidik ve nötral optimum pH değerlerinin katekolaz aktivitesine 

iĢaret ettiği bildirilmiĢtir (Kolcuoğlu vd., 2018). Barbados cherry (Malpighia glabra L.) 

polifenol oksidazının yedi farklı substrat için optimum pH değerleri, piragallol için 8,0, 

4-metil katekol ve katekol substratları için 7,0, D-tirozin için 5,2, kafeik asit için 5,4, L-

Dopa için 6,6, ferulik asit için 5,6 olarak belirlenmiĢtir. Enzimin nötral pH değerlerine 

yakın aralıklarda en aktif olduğu, pH 5,0 değerinin altında ve 8,5 değerinin üzerinde 

stabil olmadığı bildirilmiĢtir (Kumar vd., 2008). Sonuçlar çalıĢmamızla benzerdir.   

4.3.2. Optimum Sıcaklık 

  Yonuz erikten saflaĢtırılan polifenol oksidaz enziminin optimum sıcaklık 

değerini belirlemek için 10-90 ℃ sıcaklık aralığında her 10 ℃‟de katekol, 4-metil 

katekol ve DHPPA substratları kullanılarak aktivite tayini yapıldı (Bölüm 3.2.9.b.) Her 

bir sıcaklık değerinde enzim 10 dk inkübe edildi. Sonuçlar %bağıl aktivite-sıcaklık 

grafikleri Ģeklinde sunuldu (ġekil 4.7.-4.9).  Enzimin en aktivite gösterdiği sıcaklık 

değeri, optimum sıcaklık 4-metil katekol, katekol ve DHPPA substratları varlığında 20 

℃, 40 ℃ ve 30 ℃ olarak belirlendi. Enzim 20 ℃ ile 60 ℃ aralığında aktivitesini % 50 

„den fazla oranda korudu. 
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ġekil134.7. 4-metil katekol substratı için optimum sıcaklık grafiği 

 

ġekil14 4.8. Katekol substratı için optimum sıcaklık grafiği 

 

ġekil154.9. DHPPA substratı için optimum sıcaklık grafiği 
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Benzer çalıĢmalarda, gövem eriği polifenol oksidazı için optimum sıcaklık 

değeri, 4-metil katekol ve katekol substratları varlığında sırası ile 40 ℃ ve 30 ℃, 

hidrokafeik asit, kateĢin ve epikateĢin substratları varlığında ise 60 ℃ (Pakyıldız, 2016), 

badem çağladan 4-metil katekol varlığında optimum sıcaklık değeri 35 
o
C (Güngör, 

2008), Ġzmir üzümünden katekol için 25 
o
C (Önez, 2016), murt meyvesinden kakeĢin 

için 30 °C (Çınar, 2023), NevĢehir patatesinden katekol, gallik asit, pirogallol 

substratları için 20 
o
C olarak belirlenmiĢtir (Tozak, 2013). 

4.3.3. Km ve Vmax Değerlerinin Belirlenmesi  

Yonuz erikten saflaĢtırılan polifenol oksidaz enziminin katekol, 4-metil katekol 

ve DHPPA substratları varlığında Km ve Vmax değerleri Lineweaver-Burk grafiklerinden 

belirlendi. 4-metil katekol ve DHPPA substratlarının son konsantrasyonu 0,5-10 mM 

aralığında ve katekol için 1,0-10 mM aralığında olacak Ģekilde farklı substrat 

konsantrasyonlarında ve optimum koĢullarda elde edilen enzim aktivite değerleri 

yardımı ile Lineweaver-Burk grafikleri çizildi ve Km ve Vmax değerleri hesaplandı (ġekil 

4.10.-4.12., Çizelge 4.3.). Enzimin ilgisinin en yüksek olduğu substrat, en düĢük Km ve 

en yüksek Vmax değerine sahip olan (Vmax/Km değeri en büyük olan) 4-metil katekol 

substratı olarak belirlendi, bunu DHPPA ve katekol substratları izledi. Sonuçlar Km, 

Vmax ve Vmax/Km olarak Çizelge 4.3. de verildi.   

 

Sekil164.10. 4-metil katekol substratı için Lineweaver-Burk Grafiği 
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Sekil174.11. Katekol substratı için Lineweaver-Burk Grafiği 

 

Sekil184.12. DHPPA substratı için Lineweaver-Burk Grafiği 
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Çizelge 4.3. Yonuz erik polifenol oksidazının kinetik özellikleri 

 

Yıldız vd., (2022) Damson plum (Prunus insititia)‟da saflaĢtırdıkları polifenol 

oksidaz enzimi için Km ve Vmax değerlerini sırası ile katekol için 11,67 mM; 17219, 97 

EU/ml.dk, 4- metil katekol için 5,00 mM; 7309,72 EU/mL.dk., piragallol için 3,74 mM 

ve 12580,12 EU/mL.dk., ve kafeik asit için 6,25 mM ve 12100,41 EU/mL.dK., olarak 

belirlemiĢlerdir. Ionita vd., (2017) Vinete românesti (P. domestica) eriklerden 

saflaĢtırdıkları polifenol oksidaz için substrat spesifikliği çalıĢmasında monofenolik ve 

difenolik substratlar varlığında aktivite tayinleri yapılmıĢ ve Km ve Vmax değerleri tespit 

edilmiĢtir. Enzimin monofenolik sunstratlara karĢı aktivitesi gözlenmezken difenolik 

substratlardan katekol, 4-metil katekol, L-Dopa, klorojenik asit, kateĢin için aktivite 

göstermiĢtir. PFO enzimi etkili substratı katekol (Km: 26,3 mM; Vmax: 1193,4 OD/min), 

ardından 4-metil katekol (Km; 15.5 ± 2.85 mM Vmax;792.7 OD/min) olarak belirlenmiĢ 

ve enzimin o-difenolaz aktivitesine sahip olduğu bildirilmiĢtir. Yomra elmasından elde 

edilen polifenol oksidaz için 4-metil katekol, katekol, L-Dopa, MHPPA ve L-tirozin 

substratları kullanılarak Km, Vmax ve Vmax/Km değerleri belirlenmiĢ ve enzimin en etkili 

substratının en yüksek Vmax/Km değerine sahip katekol olduğu (2,7 dak
-1

), bunu 4-metil 

katekol (2,5 dak
-1

) substratının izlediği bildirilmiĢtir (Can, 2010). Yaban mersini 

(Myrtus communis L.)‟den saflaĢtırılan polifenol oksidaz enziminin Km ve Vmax 

değerlerini katekol substratı varlığında sırası ile 3,34 mM ve 4,21 U/mL.dk. olarak 

belirlemiĢlerdir (Çınar ve Aksay, 2022). Yenilebilir yabani bir mantar olan balmumsu 

mantardan saflaĢtırılan polifol oksidaz enziminin Km ve Vmax değerleri sırası ile 4-metil 

katekol için 0,25 mM ve 2500 U/mg protein, DHPPA için 0,83 mM ve  1666 U/mg 

protein L-Dopa için 0,40 mM ve 5000 EU/mg protein olarak belirlenmiĢ. Aynı 

Substrat 
Optimum 

pH 

Optimum 

Sıcaklık 

(℃) 

Km 

(mM) 

Vmax 

(EU/mL.min) 

Vmax/Km 

(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 
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substratlar için Vmax/Km değerleri ise sırası ile 10000, 2007 ve 5000 olarak 

belirlenmiĢtir. Enzimin 4- metil katekol substratı varlığında en düĢük Km ve en yüksek 

Vmax değerine sahip olduğu Vmax/ Km değerinden belirlenmiĢtir (Kolcuoğlu vd., 2018).  

4.3.4. Ġnhibitör Etkisi 

Yonuz erikten saflaĢtırılan polifenol oksidaz enzim aktivitesinin inhibisyonu 

PFO‟nun yaygın kullanılan inhibitörleri ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla askorbik asit, 

sitrik asit, sodyum metabisülfit, L-sistein, kafeik asit, fumarik asit, maleik asit ve 

tartarik asit için PFO aktivitesini yarıya düĢüren inhibitör konsantrasyonu (IC50) 

değerleri 3.2.9.ç. de anlatıldığı Ģekilde %kalan aktivite-inhibitör konsantrasyonu 

grafiklerinden belirlenmiĢtir. Ġnhibitörsüz enzim aktivitesi %100 olarak kabul edilmiĢtir. 

Yonuz erik PFO‟sunu inhibisyon çalıĢmaları 4- metil katekol substratı kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 4.13-4.19)( Çizelge 4.4.).  

 

ġekil19 4.13. Yonuz erik PFO aktivitesi üzerine askorbik asitin inhibisyon etkisi. 
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ġekil204.14. Yonuz erik PFO aktivitesi üzerine sitrik asitin inhibisyon etkisi 

 

ġekil214.15. Yonuz erik PFO aktivitesi üzerine sodyum metabisülfitin inhibisyon etkisi 
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ġekil224.16. Yonuz erik PFO aktivitesi üzerine L-sisteinin inhibisyon etkisi 

 

ġekil234.17. Yonuz erik PFO aktivitesi üzerine kafeik asitin inhibisyon etkisi 
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ġekil244.18. Yonuz erik PFO aktivitesi üzerine tartarik asitin inhibisyon etkisi 

 

ġekil254.19. Yonuz erik PFO aktivitesi üzerine tartarik asitin inhibisyon etkisi. 
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ġekil264.20. Yonuz erik PFO aktivitesi üzerine maleik asitin inhibisyon etkisi 

Çizelge 4.4. Yonuz erik PFO aktivitesi üzerine inhibitörle etkisi ile elde edilen IC50 

değerleri 

Ġnhibitör  IC50 (mM) 

Askorbik Asit 0,0564 

Sitrik Asit 17,465 

Sodyum Metabisülfit 0,514  

L-sistein 0,144 

Kafeik Asit 1,283 

Tartarik Asit 4,469 

Fumarik Asit 4,472 

Maleik Asit 2,923 
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Yonuz erikten elde edilen polifenol oksidaz enzimi için kullanılan inhibitörlerin 

IC50 değerlerine bakıldığında en etkili inhibitörün askorbik asit (IC50: 0,0564 mM) 

olduğu söylenebilir. En düĢük inhibisyon etkisi sitrik asit (IC50: 17,465 mM) ile 

gözlenmiĢtir. Askorbik asit polifenol oksidaz enziminin en iyi bilinen en etkili 

inhibitörlerinden biridir.   

ÇalıĢmamıza benzer Ģekilde; Posof Badele elmasından (Malus domestica L.) 

saflaĢtırılan polifenol oksidazın inhibisyon çalıĢmalarında IC50 değerleri askorbik asit, 

benzoik asit, L-sistein ve sodyum metabisülfit inhibitörleri için sırası ile 0,00654 mM, 

5,370 mM, 0,078 mM ve 0,390 mM olarak belirlenmiĢtir. Enzimin etkili inhibitörünün 

askorbik asit olduğu bildirilmiĢtir (Çiğdem ve Güller, 2022).  Çay yapraklarından 

(Camellia sinensis) saflaĢtırılan polifenol oksidazın katekol substratı varlığında sodyum 

sülfit, sodyum metabisülfit, askorbik asit, glutatyon ve ditiyoeritriol inhibitörleri 

kullanılarak belirlenen IC50 değerleri sırası ile 21,65 µM, 23,90 µM, 69,31 µM, 99,08 

µM, 99,02 µM olarak belirlenmiĢtir. Enzimin en etkili substratının sodyum metabisülfit 

olduğu bildirilmiĢtir (Öztürk vd., 2020).  
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu çalıĢmada Yonuz erikten (Prunus divaricata var) polifenol oksidaz enzimi 

afinite kromatografisi yöntemi ile saflaĢtırıldı. SDS-PAGE elektroforez yöntemi 

kullanılarak enzimin saflığına bakıldı. Katekol, 4-metil katekol ve DHPPA substratları 

varlığında Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hız(Vmax) değerleri Lineweaver-

Burk grafiğinden yararlanarak bulundu. Enzimin optimum pH, sıcaklık değerleri 

belirlendi. Sitrik asit, kafeik asit, askorbik asit, L-sistein, salisilik asit, maleik asit, 

sodyum metabisülfit, tartarik asit kimyasalları kullanılarak inhibisyon etkileri incelendi 

ve enzim aktivitesini yarıya düĢüren inhibistör konsantrasyonu (IC50) değerleri 

belirlendi. 

Polifenol oksidaz enziminin sebep olduğu esmerleĢme olayı sebze ve 

meyvelerde hem ekonomik hem de besin değeri açısından kayıplara neden olmaktadır. 

EsmerleĢme olayının önüne geçmek için polifenol oksidaz enziminin aktivitesi kontrol 

altına alınmalıdır. Bu nedenle polifenol oksidaz enziminin aktivitesine etki eden 

değiĢkenleri bilmek önemlidir. Bu sayede meyve ve sebzelerde oluĢan kayıplar en aza 

indirilebilir ve ekonomik kayıplarında önüne geçilebilir. 
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