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ETiK BEYAN VE ARASTIRMA FONU DESTEGI

Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak
hazirladigim bu tez/proje caligmasinda,

- Butezin/projenin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu,

- Calismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim
asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigima,

- Bugalisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak gosterdigimi ve
bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi,

- Bu g¢alismanin Kocaeli Universitesi’nin abone oldugu intihal yazilim programi
kullanilarak Fen Bilimleri Enstitiisii'niin belirlemis oldugu 6l¢iitlere uygun oldugunu,

- Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- Tezin/Projenin herhangi bir boliimiinii bu tiniversite veya baska bir tiniversitede baska
bir tez/proje ¢alismasi olarak sunmadigimai,

beyan ederim.

[] Bu tez/proje ¢alismasinin herhangi bir asamasi higbir kurum/kurulus tarafindan
maddi/alt yap1 destegi ile desteklenmemistir.

X Bu tez/proje ¢aligmasi kapsaminda iiretilen veri ve bilgiler Kocaeli Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan FYL-2022-3190 no’lu proje kapsaminda maddi/alt
yap1 destegi alinarak gerceklestirilmistir.

Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili yaptifim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi
bildiririm.
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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI

Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/projemin tamamini veya
herhangi bir kismini, basili ve elektronik formatta arsivleme ve asagida belirtilen
kosullarla kullanima a¢ma izninin Kocaeli Universitesi’ne verdigimi beyan ederim. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklar1 bende
kalacak, tezimin/projemin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki makale, kitap,
teblig, lisans, patent gibi ¢alismalarda kullanimi, danismanimin isim hakki sakli kalmak
kosuluyla ve her iki tarafin bilgisi dahilinde bana ait olacaktir.

Tezin/projenin kendi 6zgiin ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi
ve tezimin/projenin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer
alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu
metinlerin yazili izin alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisaniistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda
tezim asagida belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi / Kocaeli
Universitesi Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime acilir.

[ ] Enstitli yonetim kurulu karari ile tezimin/projemin erisime a¢ilmasi mezuniyet tarihinden
itibaren 2 yil ertelenmistir.

[] Enstitii yonetim kurulu gerekgeli karari ile tezimin/projemin erisime acgilmasi mezuniyet
tarihinden itibaren 6 ay ertelenmistir.

X Tezim/projem ile ilgili gizlilik karar1 verilmemistir
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu calismada likopen igerigi zengin meyvelerde (Karpuz, Kirmizi biber, incir, Nar, Kan
portakali, Greyfurt, Kizilcik, Kusburnu, Kudret nar1 ve Karadut) polifenol oksidaz
enziminin taranmasi, karaduttan polifenol oksidaz enziminin {i¢lii faz ayirma yontemiyle
saflagtirilmasi ve biyokimyasal karakterizasyon ¢alismalarinin yapilmasi amaglanmuistir.

Yiiksek lisans 6grenim siirecim boyunca ve bu ¢alismada bilgi ve birikimlerini benimle
paylasan, gostermis oldugu ilgi ve alakastyla destegini hi¢gbir zaman esirgemeyen saygi
deger danisman hocam Dog. Dr. Yonca YUZUGULLU KARAKUS’a calismalarimin
gerceklesmesinde laboratuvar ve cihaz imkanmi sunan Prof. Dr. Ozlem AKSOY a, tez
calisma siirecinde bilgilerini ve destegini esirgemeyen Dog. Dr. Arda ACEMI’ye, tez
stirecim boyunca ve her konuda desteklerini ve yardimlarini asla esirgemeyen, sabirla
her konuda bilgi ve birikimlerini aktarip yol gosteren kiymetli hocam Ars. Gor. Elif
KALE BAKIR’a ve tiim biyoloji boliimii 6gretim elemanlarina, her zaman yanimda olup
deneylerimde bana yardimci olan degerli laboratuvar arkadaglarim Semih ISIK, Tugge
KARABULUT, ilayda CANDAN ve Aysegiil YORUK e tesekkiirlerimi ve minnetlerimi
sunarim.

Ogrenim hayatim boyunca her tiirlii destegi saglayan ve beni bu giinlere getiren sevgili
annem Giilfe COLAK’a, ablam Sedef YILMAZ’a, kardeslerim Giilnur COLAK ve Sinan
COLAK’a, her zaman her kosulda beni destekleyip yanimda olan yol arkadasim Berat
SAGDIC’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez ¢alismami destekleyen Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (Proje

Numarasi: FYL-2022-3190) Birimine ise siikranlarimi sunarim.

Haziran — 2024 Simge COLAK
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LIiKOPENCE ZENGIN MEYVELERDE POLIFENOL OKSIiDAZ ENZIMININ
TARANMASI VE BIYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu ¢alismada likopen igerigi zengin meyveler secgilerek polifenol oksidaz (PPO) enzimi
aktivitesi bakimindan taranmasi, yiiksek PPO icerigine sahip meyveden diisiik maliyette
ancak yiiksek verimde enzimin saflastirilmasi ve biyokimyasal karakterizasyonu
amaclandi. Bu amagla Kocaeli ve Bursa ili yerel pazarlarda yaygin olarak satilan 10 farkli
meyve (karpuz, kirmizi biber, incir, nar, kan portakali, greyfurt, kizilcik, kusburnu, kudret
nar1 ve karadut) secilerek 14 farkli ekstraksiyon ortamindan elde edilen ham ekstraktlar
PPO aktiviteleri agisindan tarandi. Calisilan meyvelerden sadece karadut meyvesinin
sodyum fosfat tamponu (100 mM, pH 7,0), askorbik asit (10 mM), PEG 6000 (%0,5, w/v)
ve K2HPO4 (50 mM) igeren ekstraksiyon ortamindan elde edilen 6ziitte en yiiksek PPO
aktivitesi (3753 U/mL) tespit edildi. Buradan yola ¢ikarak, karaduttan PPO enzimi aseton
coktiirme ve liclii faz ayirma yontemiyle %177 verimle 2,7 kat ilk kez bu ¢alismada
saflagtirildi. Enzimin molekiiler agirligi sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi ile 88,59 kDa olarak hesaplandi. Enzimin optimum sicaklik degeri katekol
icin 40°C; 4-metil katekol (4MC), 4-biitil katekol (4BC) ve pirogallol i¢in 50 °C olarak
belirlendi. Optimum pH degeri 4BC i¢in 8,0; katekol, 4MC ve pirogallol i¢in 7,0 olarak
belirlendi. Enzimin monofenolikler tizerinde etkili olmadigi ancak o-difenolik ve p-
difenolik bilesikleri okside edebildigi gozlendi. Katekol icin Km ve Vmax degerleri
sirastyla 17,8 mM ve 2000 umol/mL/dk olarak bulundu. Askorbik asit, B-merkaptoetanol
ve FeSOq4’lin enzim aktivitesini 5 mM konsantrasyonda tamamen inhibe ettigi gozlendi.
Tiim sonuclar degerlendirildiginde likopen iceren ve antioksidan Ozelligi bulunan
karadutun PPO kaynagi olarak kullanilabilecegi ve enzimi diisiik maliyetle doga dostu bir
sekilde izole edilebilecegi ongdriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karakterizasyon, Likopen, Morus nigra, Polifenol Oksidaz, Uglii
Faz Ayirma.



SCREENING AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
POLYPHENOL OXIDASE ENZYME IN LYCOPENE-RICH FRUITS

ABSTRACT

The aim of this study was to screen fruits with high lycopene content for the activity of
the enzyme polyphenol oxidase (PPO) and to purify and biochemically characterize the
enzyme from fruits with high PPO content at low cost and high yield. For this purpose,
10 different fruits (watermelon, red bell pepper, fig, pomegranate, blood orange,
grapefruit, cranberry, rose hip, pomegranate and black mulberry) commonly sold in local
markets in Kocaeli and Bursa provinces were selected and crude extracts from 14
different extraction media were analyzed for their PPO activity. The highest PPO activity
(??? U/mL) was found only in the black mulberry fruit extract obtained from extraction
media containing sodium phosphate buffer (100 mM, pH 7.0), ascorbic acid (10 mM),
PEG 6000 (0.5%, w/v) and K2HPO4 (50 mM). On this basis, the PPO enzyme from black
mulberry was purified 2.7-fold by acetone precipitation and three-phase separation
method for the first time in this study with a yield of 177%. The molecular weight of the
enzyme was determined to be 88.59 kDa by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis. The optimum temperature of the enzyme was determined to be 40 °C for
catechol and 50 °C for 4-methylcatechol (4MC), 4-butylcatechol (4BC) and pyrogallol.
The optimum pH was determined to be 8.0 for 4BC and 7.0 for catechol, 4MC and
pyrogallol. The enzyme was not effective for monophenols but was able to oxidize o-
diphenolic and p-diphenolic compounds. Km and Vmax values for catechol were 17.8
mM and 2000 pmol/mL/min, respectively. Ascorbic acid, f-mercaptoethanol and FeSO4
completely inhibited the enzyme activity at 5 mM concentration. The evaluation of all
results suggests that black mulberry, which contains lycopene and has antioxidant
properties, can be used as a source of PPO and the enzyme can be isolated in an
environmentally friendly way and at low cost.

Keywords: Characterization Lycopene, Morus nigra, Polyphenol Oxidase, Three-Phase
Partitioning.



1. GIRIS

Petrol, komiir gibi kaynaklarin kullanimi ile olusan cevre kirliligi, hava kirliligi, su
kirliligi, UV-1s1nlar1 ve kiiresel 1sinma giiniimiizde Diinyada var olan sorunlardan birkag
tanesidir. Buna ek olarak yedigimiz ve i¢tigimiz besinlerdeki kimyasallar, kullanilan
ilaglar, sigara ve stres insan viicudunda serbest radikal olusumuna sebep olmaktadir.
Olusan serbest radikaller DNA, RNA, lipit ve proteinlerin yapisint bozarak basta kanser
olmak tizere kalp damar hastaliklarina, inflamatuar hastaliklara ve psikolojik
rahatsizliklara sebep olmaktadir. Serbest radikal olusumunu engellemek veya olusan
serbest radikalleri temizlemek icin antioksidan bakimindan zengin bitkisel kaynaklarin
tilkketilmesi Onerilmektedir. Antioksidanlar serbest radikallerin hiicrelerde meydana
getirdigi hasarlar1 6nleyerek veya zararl etkilerine karsi hiicreleri koruyarak hastaliklar
Onlemeye katki saglamaktadirlar. Yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir ki likopen iceren
sebze ve meyveler antioksidan bakimindan oldukca zenginlerdir. Antioksidan
enzimlerden biri olan polifenol oksidaz enzimi gida sektorii basta olmak tizere, eczacilik,
atik su gideriminde, plastik ve kagit endiistrisinde siklikla kullanilmaktadirlar (Giiray,
2009). Bu calismada yerel pazar ve marketlerde satilan likopen icerigi bakimindan zengin
olan karpuz (Citrullus lanatus L.), kirmiz1 biber (Capsicum annuum L.), incir (Ficus
carica L.), nar (Punica granatum L.), kan portakali (Citrus x sinensis L.), greyfurt (Citrus
X paradisi Macfad.), kizilcik (Cornus mas L.), kusburnu (Rosa canina L.), kudret nar1
(Momordica charantia L.) ve karadut (Morus nigra L.) segilerek gida olarak kullanilan
kisimlarindan polifenol oksidaz tiretimi i¢in alternatif kaynaklarin belirlenmesi amaciyla
taranmasi, en yliksek polifenol oksidaz aktivitesi gdsteren meyve/sebze secilerek enzimin
yiiksek verimde saflastirilmas: ve biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaglandi.
Buna goére meyve/sebze Orneklerinden ham enzim ekstraktlarin hazirlanmasi, enzim
aktivite analizi ile en yliksek polifenol oksidaz aktivitesi gosteren ekstraktin seg¢ilmesi,
ardindan uygulamast hizli, basit ve diisiik maliyetli bir teknik olan {i¢lii faz ayirma
yontemi ile polifenol oksidaz enziminin saflastirilmasi ve saf enzimin spektrofotometrik

ve elektroforetik yontemlerle biyokimyasal karakterizasyonu gerceklestirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Oksidatif Stres

Organizmada hiicresel metabolizma sirasinda olusan reaktif oksijen tiirlerinde (ROS)
artig ile bunlara kars: serbest radikal temizleyiciler gibi davranan antioksidanlar arasinda
olusan dengenin ROS lehine bozulmas1 “oksidatif stres” olarak tanimlanir (Ozcan ve dig.,
2015) (Sekil 2.1) Hiicre igerisinde normal sartlarda oksidan ve antioksidanlar denge
halinde bulunmaktadir. Bu dengenin bozulup oksidatif streste artis meydana gelmesi,
hiicre ve dokulardaki lipitlere, enzimlere, karbohidratlara, proteinlere ve DNA'ya hasar
verebilir. Bunun sonucunda da membran hasari, DNA, enzimler ve yapisal proteinler gibi
molekiillerin pargalanmasi ve hatta lipit peroksidasyonu ve DNA pargalanmasinin neden
oldugu hiicre 6liimii gerceklesebilir (Beckman ve Ames, 1998). Oksidatif stres basta
kanser olmak iizere kardiyovaskiiler ve inflamatuar hastaliklar, ateroskleroz, norolojik
bozukluklar ve diyabet gibi birgok hastaligin olusumuna sebep olmaktadir (Ozcan ve dig.,
2015).

Oksidatif Hasar
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Membran Lipidleri Proteinler Niikleik Asitler

Sekil 2.1. Oksidatif denge (BioRender ile olusturuldu)



2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Biyolojik sistemlerde birgok radikal tiirii olmasina ragmen en ¢ok goriilen ve oksijenden
olusan radikaller genel olarak ROS olarak adlandirilmaktadir. ROS’lar, molekiiler
oksijenin bir kisminin ¢esitli enzimatik reaksiyonlar veya mitokondride elektron tasima
zinciri (ETS) boyunca indirgenmesi ile olusmaktadir (Ozcan ve dig., 2015). ROS’lar hem
metabolik siirecler (hiicresel solunum) hem de ¢evresel faktorlerin (ilag toksisitesi, sigara
dumani, UV-1g1n1, hava kirliligi, alkol gibi) etkisi ile siirekli olarak tiretilmektedirler.
ROS’lar hem serbest radikalleri hem de serbest radikal olmayan (non-radikal) oksijenli

molekiilleri igermektedir (Aslankog ve dig., 2019).

ROS’larin baslica radikal tiirleri; Hidroksil radikali (OHe), Siiperoksit radikali (O2°-),
Peroksil radikali (LOO-)’dir. Radikal olmayan (non-radikal) tiirleri ise; Hipoklordz asit
(HOCI), Hidrojen peroksit (H202), Singlet oksijen (102)’dir (Cavdar ve dig., 1997).
Hidrojen peroksit (H202), siiperoksit (O2¢-), singlet oksijen (:02) ve hidroksil radikali
(OH) gibi radikal ve radikal olmayan aktiflesmis oksijen tiirleri oldukca reaktiftir ve bu
da organlarda toksik etkilere yol agmaktadir (Aslankog ve dig., 2019).

Serbest radikallerin negatif ve pozitif etkileri arasinda olusan bir denge vardir. Bu denge
canli organizmalar i¢in ¢ok Onemlidir ve "redoks diizenleme" olarak isimlendirilen
mekanizmalar ile bu denge hali elde edilir. Redoks diizenlemesi canli organizmalari

cesitli oksidatif streslerden korumaktadir (Valko ve dig., 2007).
2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar veya antioksidan savunma sistemi, ROS’larin olusumunu engelleyerek
veya bulunan serbest radikalleri temizleyerek bu maddelerin meydana getirdigi hasarlari
onlemek ic¢in viicutta gorev yapan savunma sistemidir (Kahkonen ve dig., 1999;
Karabulut ve Giilay, 2016). Serbest radikallerin fazlasini uzaklagtirmak, hiicreleri serbest
radikallerin zararli etkilerine karsi korumak ve hastaliklar1 6nlemeye katki saglamak
antioksidanlarin rolleri arasinda gdosterilebilir (Pham-Huy ve dig., 2008) Antioksidanlar
gida oksidasyonunu Onleyerek ¢abuk bozulan iriinlerin  bozulmasini da
geciktirmektedirler. Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen faktorlerden en

onemlileri, kimyasal yapilari, yapi/aktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan elde



edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001). Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan
tiretilebildikleri gibi disaridan gida yolu ile de alinabilmektedir. Gidalarin antioksidan
icerikleri gida maddesinin cinsine, iklime, hasat zamanina, neme, 1s1ga, muhafaza

ortaminin 1s1sina Ve gidanin hazirlanmasina gore degisebilmektedir (Yilmaz, 2010).

Kirmiz1 renkli meyvelerde bol miktarlarda bulunan antioksidanlar, endojen ve eksojen
kaynakl1 antioksidanlar olmak tizere iki grupta toplanirlar (Karatas ve Coteli, 2016) (Sekil
2.2). Bu antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini saglayabilmek i¢in serbest
radikallerden viicudu korurlar ve serbest radikalleri etkisiz hale getirmek igin kullanilirlar
(Sen ve Chakraborty, 2011). Endojen kaynakli olan antioksidanlar, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki alt grupta, eksojen kaynakli olan
antioksidanlar ise vitamin ve ila¢ olarak iki alt grupta siiflandirilabilir (Aydemir ve

Karadag Sar1, 2009).

ANTIOKSIDANLAR

Endojen Kaynakli Antioksidanlar Eksojen Kaynakli Antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik olmayan Tlag Vitamin
Antioksidanlar Antioksianlar Antioksidanlar Antioksidanlar
e Siperoksit dismutaz (S30D) e Melatonin « Allopiirinol « o-Tokoferol
e Glutatyon peroksidaz (GPx) e Seruloplazmin e Trolox-C » [-karoten

e Glutatyon rediktaz (GE) » Transferrin e Adenozin o Askorbik asit
e Katalaz (CAT) » Glutatyon

Sekil 2.2. Antioksidanlarin siiflandirilmasi (Karatas ve Coteli, 2016)

2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik savunma hattini olusturan endojen kaynakli enzimatik antioksidanlar arasinda
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve
katalaz (CAT) bulunur (Ighodaro ve Akinloye, 2018).



Siiperoksit Dismutaz (SOD) (E.C.1.15.1.1)

Stiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin (O2¢7) oksijen ve hidrojen peroksite
doniistimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (Denklem 2.1). Olusan hidrojen peroksit
(H202) daha sonra, katalaz (CAT) ya da glutatyon peroksidaz (GPx) ile uzaklastirilir
(Chaudiere ve lliou, 1999)

SOD
202 +2H » H02 + O (2.1)

Insanlarda siiperoksit dismutaz (SOD)’1n ii¢ formu vardir. Bunlar bakir (Cu) ve ¢inko
(Zn) igeren siliperoksit dismutaz, manganez (Mn) iceren siiperoksit dismutaz ve

ekstraseliiler stiperoksit dismutaz’dir (Young ve Woodside, 2001).
Glutatyon Peroksidaz (GPx) (E.C.1.11.1.4)

Glutatyon peroksidaz enzimi, elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH) kullanarak H20-
ve hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Boylece glutatyon okside olur ve
glutatyon disiilfit (GSSG) meydana gelir (Denklem 2.2) (Reiter ve dig., 1995). Glutatyon
peroksidaz (GPx), H202’den kaynaklanan hasara karsi hiicre korumasi gergeklestirir ve
boylelikle H202’den OH’in olusumunu engeller (Sen ve Chakraborty, 2011).

GPx
H,0O, + 2GSH » GSSG + 2H,0 (2.2)

Glutatyon Rediiktaz (GR) (E.C.1.8.1.7)

Glutatyon rediiktaz, GPx ile olusmus olan okside glutatyon disiilfit’in (GSSG) tekrardan

indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalizlemektedir (Denklem 2.3) (Pektas,
2009).

GR
2GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP* (2.3)

Katalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6)

Katalaz enzimi, H202’nin oksijen (O2) ve suya (H20) doniisiimiinii katalizlemektedir
(Denklem 2.4) (Limén-Pacheco ve Gonsebatt, 2009).

CAT
2H20 » H,0+ O; (2.4)




2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Birgok bitkide, hayvansal dokularda

ve mikroorganizmalarda bulunan dogal

antioksidanlardir (Tablo 2.1) (Goriinmezoglu, 2008).

Tablo 2.1. Enzimatik olmayan antioksidanlar ve reaksiyonlar1 (Karabulut ve Giilay,

2016).

Enzimatik olmayan Antioksidanlar

Reaksiyonlari

Melatonin

Seruloplazmin

Transferrin

Glutatyon (GSH)

Urik asit
Bilirubin

Albumin

Koenzim Q10

Selenyum

Lipofilik ozellik gosterir. Hidroksil ve
stiperoksit radikallerini tutarak dogrudan bir
serbest radikal siipiiriiciisii ve antioksidan
etki gosterir.

Ferro demiri (Fe*?) ferri demirine (Fe*®)
yiikseltgeyerek fenton reaksiyonu
olusumunu ve hidroksil radikal olusumunu
engeller.

Serbest demir iyonlarin1 baglayarak fenton
reaksiyonu olusumunu 6nler.

Bir antioksidan olarak hiicrenin redoks
durumunu korur, hiicre sinyal
mekanizmasinin diizenler, apoptozda faaliyet
gosterir.

Giglii bir serbest radikal stipiirticiidiir.
Omriinii tamamlayan eritrositlerin
parcalanmasiyla meydana gelir. Peroksil
radikallerini etkileyerek zincir kiric1 etki
gosterir, etkili bir antioksidandir.

Hipokloroz asit (HOCI) olusmasim
katalizler. Alblimin plazmadaki en 6nemli
ve en etkili antioksidanlardan biridir.
Serbest radikalleri stipiirerek ve lipit,
protein peroksidasyonunu baskilayarak bir
antioksidan olarak c¢aligir.

ROS olusumunu GPx aktivitesini artirarak
baskilar.

2.2.3. Tla¢ Grubu Antioksidanlar

Tablo 2.2. Eksojen kaynakli (ilag Grubu) antioksidanlar ve reaksiyonlar1 (Aydemir ve

Karadag Sar1, 2009)

Eksojen Kaynakl1 (Ila¢ Grubu)
Antioksidanlar
Allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit,
tungsten

Reaksiyonlari
Ksantin ~ oksidaz inhibitorleridir.
Stiperoksit {iretimini inhibe ederler.



Tablo 2.2. (Devam) Eksojen kaynakli (ilag Grubu) antioksidanlar ve reaksiyonlart
(Aydemir ve Karadag Sar1, 2009)

Adenozin, lokal anastezikler, kalsiyum NADPH oksidaz inhibitorleri olarak
kanal blokerleri, steroid olmayan gorev yaparlar.
antiinflamatuarlar

Trolox-C Vitamin E analogu olarak gorev yapar.

Mannitol Enzimatik  olmayan  serbest
radikal toplayicidir. Hidroksil radikalini
toplar.

2.2.4. Vitamin Grubu Antioksidanlar
Disaridan alinan eksojen kaynakli antioksidanlar grubunda yer almaktadir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Eksojen kaynakli (Vitamin Grubu) antioksidanlar ve reaksiyonlari (Sener ve
Yegen, 2009)

Eksojen Kaynakli (Vitamin Grubu)
Antioksidanlar Reaksiyonlari
a-Tokoferol (Vitamin E) Hiicre zar1 fosfolipidlerinde ¢o6ziiniir, bdylece
peroksidasyonu  engeller.  Siiperoksit ve
hidroksil radikallerini indirger.

B-karoten (Vitamin A) Singlet oksijeni bastirir, siiperoksit radikalini
temizler ve OHe, alkoksil ve peroksil
radikalleriyle etkileserek antioksidan gorevi
goriir. En giiclii singlet Oz uzaklastiric1 olarak
bilinen karotenoid likopendir.

Askorbik asit (Vitamin C) Proteine bagh ferrik demiri indirgeyerek ferrdz
demire dontistiiriir. Insanlarda sentez edilmedigi
i¢in diyetle alinmasi gerekir.

2.3. Likopen

Dogal pigmentler, bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi kaynaklardan elde
edilen yenilebilir renklendirici maddelerdir. Antosiyaninler, karotenoidler ve flavonoidler
sar1, turuncu, kirmizi, mavi ve mor dahil olmak {izere bir¢cok farkli renk saglayan bitki
pigmentleridir (Wang ve dig., 2023). Likopen ise, ¢esitli bitkilerde, meyve ve sebzelerde
yaygin olarak bulunan, bulundugu ortama kirmizi renk veren yagda kolay ¢oziinebilen

karotenoid grubu bir pigmenttir (Li ve dig., 2020). Ozellikle domates, karpuz, pembe



greyfurt , kayisi, papaya ,kizilcik ve guava gibi olgun kirmizi meyve ve sebzelerde
bulunur. Fakat kuskonmaz ve maydanoz gibi kirmizi renkte olmayan bazi bitkilerde de
likopen bulunmaktadir (Kulawik ve dig., 2023). ilk olarak 1876 yilinda Millardet
tarafindan domateste kesfedilmistir (Zhu ve dig., 2020).

Kimyasal olarak CsoHss molekiiler formiiliine ve 536,86 g/mol molekiiler agirliga sahiptir
(Ma ve dig., 2016). Yapisinda 2 konjuge olmayan ¢ift bag ve 11 konjuge cift bag
bulunmaktadir (Sekil 2.3). Likopen goriiniir 15181 absorbe edebilir ve maksimum dalga

boyu (Amax) = 472 nm olan absorpsiyon spektrumuna sahiptir (Wang ve dig., 2023).

Sekil 2.3. Likopenin Yapisi (URL-1)

Likopen c¢ok giiglii bir antioksidandir; hiicreleri oksidatif hasara karsi korur, serbest
radikal temizleyicisi olarak davranir, hidrojen peroksiti, nitrojen dioksiti ve hidroksil
radikallerini ortadan kaldirma yetenegine sahiptir (Khongthaw ve dig., 2022; Kulawik ve
dig., 2023; Rao ve dig., 1998). Ayrica giiclii bir singlet oksijen uzaklastiricidir
(Grabowska ve dig., 2019). Antioksidan Ozelliklerine ek olarak hiicreler arasi iletigimi

sagladig1 da kesfedilmistir (Rao ve dig., 1998).

Likopen, 1s1ya dayanikli bir karotenoiddir, dolayisiyla besini pigirmek ona zarar vermez;
aksine 1s1 likopeni viicut tarafindan daha kolay sindirilebilir hale getirmektedir (Marzocco
ve dig., 2021). Klinik caligmalar likopen igeren yiyecekleri tiikketmenin insan bagisikligini
giiclendirdigini, kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi kanser risklerini dnleyebilecegini
veya azaltabilecegini gostermektedir (Akinoglu ve Erdal, 2024). Ayrica arastirmalar
likopenin prostat, akciger, rahim ve meme kanseri gibi bazi1 kanser tiirlerine karsi nleyici
etkisi oldugunu da gostermistir. Likopen, tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyerek

apoptozu indiiklemekte ve metastazi 6nlemektedir (Li ve dig., 2020). Bir pigment olarak


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/papaya
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cranberry
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043661820312743?via%3Dihub&bib0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043661820312743?via%3Dihub&bib0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043661820312743?via%3Dihub&bib0020

likopen fonksiyonel gidalarda, kozmetik sektoriinde ve farmasoétiklerde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Zhu ve dig., 2020).

2.4. Polifenoller

Polifenoller dogada sebzelerde, meyvelerde, tahillarda ve diger bitkilerde bol miktarda
bulunan dogal maddelerdir (Wang ve dig., 2022). Bitkilerin biiyiime ve gelismesi i¢in
onemli fitokimyasallardandir. Bitkileri mikroorganizmalara, boceklere, ultraviyole 1s18a
ve sicaga karst koruyan, bitkilerin ¢igek, yaprak, meyve, sap ve kok gibi boliimlerinde
bulunan ikincil metabolitlerdir (Alkan ve Rakicioglu, 2020; Kawabata ve dig., 2019).

Polifenoller serbest radikal temizleyici, antioksidan, anti-ultraviyole, antibakteriyel ve
antitiimor gibi aktivitelere sahip olduklarindan tipta, pestisit tiretimi ve gida katki maddesi
gibi ¢esitli yerlerde kullanilmaktadirlar (Wang ve dig., 2022). Yapilarinda birden fazla
fenol halkas1 bulunan polifenoller, biyolojik fonksiyonlarina ve kimyasal yapilarina gore
flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler ve lignanlar olarak dort grup altinda

incelenmektedir (Sekil 2.4) (Tsao, 2010).

FENOLIK BILESIKLER
Flavonoidler Stilbenler ~  Lignanlar  Fenolik Asitler
o Flavonoller o Antostyantnler o Hidroksistnamik astt
o Flavanonlar o Flavonlar o Hidrokstbenzotk asit
o Flavanoller o Izoflavonoidler

Sekil 2.4. Polifenollerin siniflandirilmasi (Alkan ve Rakicioglu, 2020)



2.4.1. Flavonoidler

Flavonoidler, kalkon bilesiklerinden tiiretilen ikincil metabolitler olup genellikle
bitkilerde bulunan ancak insan viicudunda sentezlenemeyen antioksidanlardir (Guo ve
dig., 2023). Yapilarindaki heterosiklik halkanin ¢esidine gore flavonoller, flavanonlar,
flavanoller, flavonlar, antosiyaninler ve izoflavonoidler olmak {iizere alt kategoriye

ayrilmaktadirlar (Sekil 2.5) (Manach ve dig., 2004)

Se s Ol

Flavonol =
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[/I\f\t,\” 1 \/U\VKJ I‘LL/L o
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o izoflavon Antosiyanin

Flavanol

Sekil 2.5. Flavonoidlerin siniflandirilmasi (Cetin, 2012)
2.4.2. Stilbenler

Iki karbon atomu iceren metilen ile birbirlerine baglanmus, iki fenil halkasindan
olusmaktadirlar (Sekil 2.6). Bitkilerde yaralanma ve enfeksiyon sonucu tepki olarak
ortaya cikarlar (Pandey ve Rizvi, 2009). Yapilan c¢alismalarda antikanserojen etki
sagladiklar1 belirlenmistir (Bayir ve dig., 2019).

HCh

‘xm,

HO»

Sekil 2.6. Stilbenlerin yapisi (Pandey ve Rizvi, 2009)

2.4.3. Lignanlar

2,3-dibenzilbiitan yapisinda olan lignanlar iki sinnamik asit dimerizasyonundan
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olusmaktadir (Sekil 2.7). (Adlercreutz ve dig., 1997). Keten tohumu lignan bakimindan
en zengin kaynaktir (Bayir ve dig., 2019).

O O S OV ED
EXC O R
l L i =
H

Sekil 2.7. Lignanlarin yapisi (Pandey ve Rizvi, 2009)

2.4.4. Fenolik Asitler

Benzoik asit tiirevleri ve sinnamik asit tiirevleri olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Sekil
2.8). Benzoik asit tiirevlerinin bitkilerdeki konsantrasyonu genellikle azdir fakat bazi
kirmiz1 meyvelerde ve soganda belirli miktarda bulunmaktadir. Sinnamik asit tiirevleri

kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit ve p-kumarik asittir (Bayir ve dig., 2019).

(=] R1
R2 AQ—C-DDH RE‘{H}GH CH —COOH
R3 a) R {+]]

At Rl | B2 | R3 Asit Rl R2 R3

pHidroksibenzoik H OH H - Eumarik H OH H

Pirokate suk H OH| OH | Kafeik H OH | OH
Vanilik CH,O[OH| H | Ferulik | CH,0|OH | H
Siringik CH,0 |OH|CH,0| Sinapik | CH,0| OH | CH,0
Gallik | OH OH| OH

Sekil 2.8. Fenolik asitlerin yapist (a): Hidroksibenzoik asit (b): Hidroksisinnamik asit
(Atak ve Uslu, 2018)

2.5. Polifenol Oksidazlar

Antioksidan enzimler olarak polifenol oksidazlar (PPO'lar), yiiksek oranda fenolik ve
fenolik olmayan aromatik bilesikleri oksitler. En 6nemli fizyolojik etkileri pigmentasyon,
kok olusumu ve ¢evre kosullarina karst korumadir. PPO’lar lakkazlar (E.C. 1.10.3.2),
katekol oksidazlar (E.C. 1.10.3.1) ve tirozinazlar (E.C. 1.14.18.1) olarak ii¢ grupta
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siniflandirilirlar. Ancak bazen peroksidazlar (E.C. 1.11.1.7) da polifenol oksidazlara dahil
edilirler. Peroksidazlar, hidrojen peroksit varliginda fenolik maddeleri oksitleyen
enzimlerdir (Yiiztugilli Karakus ve dig., 2021). Her ti¢ grup énemli Ol¢iide farkliliklar
gosterseler de lakkazlar dort bakir atomu igerirken, katekol oksidaz/tirozinazlar iki
bakir atomu igerirler. Bakir atomlar1 tiim polifenol oksidazlar i¢in gereklidir (Torelli ve

dig., 2002).

Bilinen en eski enzimlerden biri olan lakkazlar hem p-difenol hem de o-difenoller
tizerinde etkilidirler. Farkli mantarlardan, yiiksek bitkilerden, bakterilerden, likenlerden
ve boceklerden elde edilebilirler. Bugiine kadar fungal lakkazlarla ilgili ¢ok sayida
calisma mevcuttur; ancak bitki lakkazlar1 bir 6lgiide g6z ardi edilmistir. Bitki lakkazlari
ligninin biyosentezi ve polimerizasyonu, uzama ve stres tepkisi ile iliskilidir.
Biyoremediasyonda kullanimlarina iliskin bir¢ok 6rnek rapor edilmistir (Arregui ve
dig., 2019). Tirozinazlar dogada yaygmdir. Monofenollerin  o-difenollere
hidroksilasyonunu, ardindan difenoliin ilgili kinona oksidasyonunu gergeklestirirler.
Tirozinazlar melanin biyosentezinde rol oynarlar. Bitkilerde tanenler, lignin,
flavonoidler gibi fenolik polimerlerin tiretiminde, bitki hiicresi solunumu ve yaralarin
iyilesmesi sirasinda redoks potansiyelinin diizenlenmesinde birincil rolleri vardir.
Tirozinazlarin potansiyel uygulamalar1 arasinda yeni melaninlerin iiretilmesi, protein
capraz baglanmasi, fenolik biyosensorler, L-DOPA {iretimi, fenol ve boya giderimi ve
biyokataliz yer alir (Nunes ve Vogel, 2018). Katekol oksidazlar, tirozinazlardan farkl
olarak yalnizca o-difenollere etki eden enzimlerdir. Bitkilerde kahverengi polifenolik
katekol melaninlerin olusumundan sorumludurlar; boylece zarar gérmiis bitki dokularini

patojenlere ve boceklere karst korurlar (Eicken ve dig., 1999).

PPOQO'lar birgok sebze ve meyvenin olgunlasma sirasinda ve paketleme ve isleme gibi hasat
sonrasi islemler sirasinda esmerlesmesine neden olur. Enzimatik esmerlesme reaksiyonu,
dogal fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonu nedeniyle meydana gelir ve bu
reaksiyon, koyu kahverengi veya siyah pigmentlerin iiretilmesiyle sonuglanir. PPO
kaynakli esmerlesme, gidalarin rengini, lezzetini ve besin degerini olumsuz etkilediginden,
meyve ve sebzelerin kalitesini korumak amaciyla bircok c¢alismada aktivitelerinin
inhibisyonu calisilmistir. Bitki doku kiiltiiriinde kullanilan besiyerinde de meydana gelen

bu reaksiyona “esmerlesme” ad1 verilmektedir. Fenoliklerin kiiltiir ortaminda birikmesi
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genellikle biiyiimenin inhibisyonu ve in vitro kiiltiire alinan bitkilerin kaybiyla sonuglanir

(Jones ve Saxena, 2013).

Bitki PPO'lariin bu istenmeyen etkilerine ragmen, atik su aritimi, biyosensor iiretimi ve
Parkinson hastaligi, vitiligo, kanser, fenilketoniiri ve bazi Streptococcus enfeksiyonlari
dahil olmak {izere birgok hastaligin tedavisi dahil olmak {izere ¢ok sayida uygulamasi
bulunmaktadir. Ayrica farmasotik agidan Onemli bircok bilesigin sentezinde de
kullanilirlar. PPO'larin gida endiistrisinde bir¢cok sicak ve soguk icecegin lezzetini
iyilestirmede faydali oldugu da bulunmustur (Panadere ve Rathod, 2018). Birgok
endiistriyel alanda kullanimlar1 nedeniyle kiiresel pazarda PPQO'lara olan talep oldukga
yiiksektir (Niphadkar ve Rathod, 2015). Ancak yiiksek tiretim maliyeti ve diistik verimlilik
gibi sorunlar, enzim destekli katalizi biiyiik 6l¢iide kisitlamaktadir (Panadere ve Rathod,
2018).

Meyvelerdeki PPO enzimlerinin karakterizasyonu {izerine yapilan ¢alismalar arasinda
elma (Janovitz-Klapp ve dig., 1990), mango (Park ve dig., 1980), yaban mersini (Siddiq
ve Dolan, 2017), ¢ilek (Wesche-Ebeling ve Montgomery, 1990), avokado (Moeini
Alishah ve dig., 2023), muz (Yang ve dig., 2000), kayis1 (Derardja ve dig., 2017) ve beyaz
duttan (Arslan ve dig., 2004) saflagtirlan PPO’larin biyokimyasal o6zelliklerinin
belirlenmesi 6rnek verilebilir. PPO enzimi bir¢ok meyvede ¢alisilmis olmasina ragmen,

bu ¢alismada segilen meyve/sebzeler {izerine herhangi bir yayin heniiz bulunmamaktadir.
2.6. Likopen iceren Meyveler
2.6.1. Karpuz (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai)

Karpuz, Kabakgiller (Cucurbitaceae) familyasina ait bir bitki triiniidir (Sekil 2.9).
Tiirkiye'nin hemen hemen her bdlgesinde ve diinyanin pek ¢ok yerinde yetisen popiiler
bir bitkidir. (Solmaz ve dig., 2016). Seker, likopen, sitriilin, arginin ve glutatyon gibi
birgok dnemli besin bilesigi icermektedir (Guo ve dig., 2020). Karpuzda 13,84 + 3,41 ug/g
likopen bulunmaktadir (Karatas ve Coteli., 2016). Karpuzun kirmizi rengine neden olan
ana pigmenttir (Wang ve dig., 2019). Yapilan ¢alismalarda karpuzdaki likopen igeriginin
diger meyve ve sebzelere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Sirikhet ve dig., 2021).
Karpuz sulu ve lifli yapilidir, tilkemizde olgunlasmis meyvesi tiiketilmektedir (Besirli ve

13



dig., 2019).

Sekil 2.9. Karpuz (Citrullus lanatus) (URL-2)
2.6.2. Kirmiz biber (Capsicum annuum L.)

Kirmizi1 biber, Patlicangiller (Solanaceae) familyasina aittir (Sekil 2.10) (Anaya-Esparza
ve dig., 2021). Tropik ve subtropikal bolgelerde yetisen tek yillik bir bitkidir. Orta
Amerika ve Meksika kokenlidir. Tiirkiye’de baharat ve sebze olarak tiiketilmek igin
iiretimi yapilmaktadir. C ve E vitaminleri, provitamin A, karotenoidler ve cesitli
fenolikler ve flavonoidler agisindan zengin bir kaynaktir (Baldemir ve dig., 2015).

Kirmizi biberde 10,8-26,2 ng/g likopen bulunmaktadir (Karatas ve Cételi., 2016).

Sekil 2.10. Kirmizi biber (Capsicum annuum) (URL-3)
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2.6.3. Kan portakah (Citrus x sinensis L.)

Kan portakali, Turunggiller (Rutaceae) familyasina ait bir bitki triiniidir (Sekil 2.11).
Subtropik iklime sahip Akdeniz iilkelerinde yetistirilmektedir. Ulkemizde ise Akdeniz ve
Ege Bolgeleri’nde iiretimi yapilmaktadir (Demir ve Koyuncu 2017). Kan portakalini
diger portakallardan ayiran en 6nemli 6zellik meyvesinde bulunan etli kisim ve bazen de
meyve kabugunda likopen kaynakli kirmizi renk pigmenti bulundurmasidir. Kan
portakallarinin Tarocco, Moro ve Sanguinello olmak {izere {i¢ farkli ¢esidi vardir. Kan
portakallarinda bol miktarda flavanon, antosiyanin, karotenoid ve C vitamini
bulunmaktadir (Cimen ve dig., 2013). Kan portakali 0,46 + 0,06 pg/g likopen
icermektedir (Karatas ve Coteli., 2016).

Sekil 2.11. Kan portakali (Citrus sinensis) (URL-4)
2.6.4. Nar (Punica granatum L.).

Nar, Kinagiller (Lythraceae) familyasina ait bir bitki tirtintidiir (Sekil 2.12). Subtropik ve
tropik iklime sahip Akdeniz iilkelerinde yetistirilmektedir (Simsek ve Ikinci, 2017).
Tiirkiye’de ise Gliney Dogu Anadolu Bolgesinden Dogu Karadeniz’e kadar hemen hemen
her bolgede yetismektedir (Ozkal, 1993). Genellikle taze olarak tiiketilse de pekmez ve nar
eksisi, nar suyu, sirke, hayvan yemi, ¢esitli iceceklerde ferahlatici bir katki maddesi olarak
da kullanilmaktadir. Antioksidan o6zelligi sayesinde kansere karsit koruyuculuk
saglamakta ve kolesterol ile seker diizeyinin dengelenmesi basta olmak lizere saglik
lizerinde bir¢ok etkisi bulunmaktadir (Simsek ve Ikinci, 2017). Narda bulunan likopen
miktar1 21,43+2,35 ng/g’dir (Karatas ve Coteli., 2016).
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Sekil 2.12. Nar (Punica granatum) (URL-5)

2.6.5. Incir (Ficus carica L.)

Incir, Dutgiller (Moraceae) familyasina ait bir bitki iiriiniidiir (Sekil 2.13) ve ismini Ege
Bolgesi’ndeki antik yerlesim yeri Caria’dan almaktadir. Anavatani Tirkiye’dir ve
buradan Suriye’ye, Filistin’e, sonrasinda ise Ortadogu’dan Cin ve Hindistan'a yayilmuistir.
Tirkiye’de taze ve kurutmalik olarak bir¢ok farkli incir tiiri yetistirilmektedir.
Kurutularak tiiketilen incirler genellikle Ege Bolgesi’nde, taze olarak tiiketilen incirler ise
Ege Bolgesi disinda iiretilmektedir (Gengdag ve dig., 2019). Incirin likopen icerigi 0,40
+ 0,05 pg/g’dir (Karatas ve Coteli., 2016)

2.6.6. Greyfurt (Citrus x paradisi Macfad.)

Greyfurt, Turunggiller (Rutaceae) familyasina ait bir bitki Uriintdir (Sekil 2.14).
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Anavatani Karayip adas1 Barbados'dur. Asli ¢ok tohumlu ve beyaz renk olan greyfurtun
zaman i¢inde mutasyonlar sonucu farkli renkte (pembe, kirmizi) ve ¢ekirdeksiz ¢esitler
ortaya ¢ikmustir (Seden ve dig., 2012). Cok giiglii bir antioksidan kaynagidir. Genel sagligi
iyilestirdigi, kalp sagligina iyi geldigi bazi kanser risklerini azalttig1, sindirim sagligini
iyilestirdigi ve bagisiklik sistemi fonksiyonunun iyilestirilmesi basta olmak tizere ¢ok
sayida yarar1 oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Ayrica geleneksel tipta istah
acict, ishal Onleyici ve balgam soktiiriicii olarak da kullanilir (Stabrauskiene ve dig.,
2023). Greyfurtun likopen miktar1 40,24 + 4,05 pg/g’dir (Karatas ve Coteli., 2016)

Sekil 2.14. Greyfurt (Citrus x paradisi) (URL-7)

2.6.7. Kudret nar1 (Momordica charantia L.)

Kudret nar1, Kabakgiller (Cucurbitaceae) familyasinin bir iyesidir (Sekil 2.15). Tropik bir
bitkidir ve ¢ogunlukla Dogu Afrika, Asya, Karayip Adalari, Amazon Havzasi ve Giiney
Amerika’da yogun olarak yetistirilmektedir. Meyveleri oOnce yesil renklidir,
olgunlastiktan sonra turuncu-kirmizi renkli olmaktadir. Gida olarak tiiketilmekte ve
tedavi edici olarak da kullanilmaktadir. Tiimorlerde, deri hastaliklarinda (egzama, uyuz),
yaralarda, romatizmada, sitmada, adet problemlerinde, seker hastaliginda kullanilmaktadir
(Akay ve Kararslan, 2012). Likopen miktar1 olgunlasmis meyvede 261.0 + 60.2 pg/g’dir
(Rodriguez ve dig., 1975).
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Sekil 2.15. Kudret nar1 (Momordica charantia) (URL-8)
2.6.8. Karadut (Morus nigra L.)

Karadut, Dutgiller (Moraceae) familyasina ait bir bitki triiniidiir (Sekil 2.16). Karadutun
anavatani Hindistan ve Japonya’dir. Iliman ve subtropik iklim bdlgelerinde yetismektedir
(Ozelgi ve Yigit 2022). Iki ucu basik oval-silindir seklindedir ve meyvesi siyahimsi-mor
renkli, etli-sulu ve mayhos tada sahiptir (Ozkaya Erkaleli ve Dalkili¢, 2016). Karadut
antosiyanin, fenolik bilesikler ve potasyum bakimindan zengindir (Askin ve dig.,2022).
Icerdigi flavonoidler sayesinde antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, anti-kanser,
anti-timor ve anti- radyasyon etkileri gosterir. Ayrica balgam soktiiriicti, idrar soktiiriici,
oksitriik giderici, kan sekeri diisiiricii ve kusturucu etkileri bulunan tedavi edici bir
bitkidir (Feng ve dig., 2015). Karaduttan hazirlanan ilaclarin bademcik iltihabini
gidermesi, agiz ve dis yaralarmna iyi geldigi yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Askin ve
dig.,2022). Taze olarak ve kurutularak tiiketimi yapilmaktadir. Pekmez, meyve suyu,
marmelat, pestil gibi gida maddeleri yapiminda kullanilmaktadir (Sern ikli ve Kadakal,

2020). Karadutta bulunan likopen miktar1 3,30 + 0,36 pg/g’dir (Karatas ve Coteli., 2016).
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Sekil 2.16. Karadut (Morus nigra) (URL-9)
2.6.9. Kusburnu (Rosa canina L.)

Kusburnu, Giilgiller (Rosaceae) familyasina ait ¢ali formunda, kisin yapragini doken bir
bitki tirintidiir (Sekil 2.17). Anavatani1 Bat1 Asya, Anadolu, Kuzey ve Orta Avrupa’dir. C,
P, A, B1, B2, E ve K vitaminleri bakimindan oldukg¢a zengindir. Anti inflamatuar etkisinin
yani sira likopen de igeren bitkisel bir besin kaynagidir. Osteoartrit, romatoid artrit ve
kanser dahil olmak iizere bazi hastaliklarda koruyucu etkileri bulunmaktadir. Cay,
pekmez, marmelat, meyve suyu ve yag yapiminda kullanilmaktadir. Kusburnu yaginin
kirigiklik dnleyici, doku iyilestirici, hiicre yenileyici dzellikleri bulunmaktadir (Oz ve

dig., 2018). Kusburnunun likopen igerigi 129 -359 ng/g’dir (Karatas ve Cételi., 2016).

Sekil 2.17. Kusburnu (Rosa canina) (URL-10)
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2.6.10. Kazileik (Cornus mas L.)

Kizilcik, Kizileikgiller (Cornaceae) familyasindan bir bitki triinidir (Sekil 2.18).
Ulkemizde &zellikle sahil yerlerinde, daglik ve ormanlik alanlarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Genellikle Karadeniz bolgesinin bati ve orta kesimlerindeki ormanlarin
icinde yetisir. C vitamini ve Onemli miktarda antioksidan etkilere sahip olan
antosiyaninler bakimindan olduk¢a zengindir. Taze olarak veya kurutularak tiiketimi
yapilmaktadir. Regel, marmelat, meyve suyu ve sarap yapiminda kullanilmaktadir (Yalim
Kaya ve Canl1 2019). Kizilcikta bulunan likopen miktar1 4,86 pg/g’dir (Karatas ve Coteli.,
2016).

Sekil 2.18. Kizilcik (Cornus mas) (URL-11)
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Kimyasallar ve Cihazlar

Deney caligmalarinda kullanilan kimyasallar genel olarak Merck (Almanya), Sigma
(Almanya) ve Biolife (Tiirkiye) firmalarindan satin alindi. Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi’nde (SDS-PAGE) kullanilan markoér ise Euroclone
firmasindan satin alindi. SDS-PAGE’de Biorad markasina ait Mini-PROTEAN sistemi
kullanildi. Spektrofotometrik olgtimler, sicaklik kontrollii Cary60 UV-VIS (Agilent)

spektrofotometre cihazi ile gergeklestirildi.

3.2. Meyve Orneklerinin Temini

Meyve ornekleri (karpuz, kirmizi biber, kan portakali, nar, incir, greyfurt, kudret nari,
karadut, kusburnu ve kizilcik) Kocaeli ve Bursa Illerindeki cesitli halk pazarlarindan ve
marketlerden satin alindi. Meyve orneklerinin yaygin olarak kullanilan kisimlar1 yikanip
-80°C'de muhafaza edildi.

3.3. Meyve Ham Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Tiim meyveler i¢in 200 gram taze meyve tartildi ve blendir ile ezilerek homojenize edildi.
Piire haline gelen meyvelerden 15’er gram tartilarak falcon tiipleri igerisine ayri ayri
konuldu. Uzerlerine 0,1 M sodyum fosfat tamponundan (pH 7,0) 15 mL eklendi. Bu
asamadan sonra her Falcon i¢in ayr1 ekstraksiyon ortami kullanarak ekstraksiyon islemi
gerceklestirildi. Tim meyveler 14 farkli ekstraksiyon ortamina tabi tutuldu (Tablo 3.1).
Ekstraksiyon veriminin artmasti i¢in kullanilan kimyasallar polivinilpolipirolidon (PVPP)
(%1, wiv), askorbik asit (10 mM), Triton X-100 (%1, v/v), fenilmetilsiilfonil floriir
(PMSF) (2 mM), polietilen glikol (PEG6000, %0,5, w/v) ve dipotasyum fosfattir (50
mM). PVPP ve askorbik asit ortamda bulunan fenolik bilesikleri uzaklagtirmak ya da
indirgemek i¢in kullanilirken, Triton X-100 zara bagli olan enzimi ¢dzmek igin
ekstraksiyon sirasinda karisima eklendi. PMSF, enzim aktivitesini arttirmak i¢in tercih
edilirken PEG 6000 PPO'yu inhibe edebilecek 6zellige sahip fenolleri temizlemek
amaciyla kullanildi (Gauillard ve Rich-Forget 1997; Palma-Orozco ve dig., 2011;
Erzengin, 2009).

Hazirlanan soliisyon 1 dk boyunca vortekslendi. Elde edilen homojenat 20 dk 4°C’de

bekletildi ve ardindan sogukta 10000xg’de de 30 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi
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karisim siiziilerek altta kalan pelet kisim uzaklastirilirken {istte kalan sivi kisimdan ham

enzim ekstrakti elde edildi (Navarro ve dig., 2014).

Tablo 3.1. Meyvelerden polifenol oksidaz igeren ham ekstraktlarin hazirlanmasinda
kullanilan ekstraksiyon ortamlari

Ekstraksiyon No  Ekstraksiyon Ortam Igerigi*
Sodyum fosfat tamponu
Sodyum fosfat tamponu + PVVPP + Triton X-100
Sodyum fosfat tamponu + Askorbik asit+ P\VPP+ PMSF+ Triton X-100
Sodyum fosfat tamponu +PVPP
Sodyum fosfat tamponu + Triton X-100
Sodyum fosfat tamponu + PVPP + PMSF + Triton X-100
Sodyum fosfat tamponu + PMSF + Triton X-100
Sodyum fosfat tamponu + PVPP + PMSF
Sodyum fosfat tamponu + PMSF
10 Sodyum fosfat tamponu + Askorbik asit
11 Sodyum fosfat tamponu + Askorbik asit + Triton X-100
12 Sodyum fosfat tamponu + Askorbik asit + PMSF + Triton X-100
13 Sodyum fosfat tamponu + Askorbik asit + PMSF
14 Sodyum fosfat tamponu + Askorbik asit + PEG 6000 + K;HPO4
*Sodyum fosfat tamponu: 100 mM, pH 7,0; Askorbik asit: 10 mM; Triton-X 100: %1, V/v; PMSF: 2 mM,;
PVPP: %0,1, w/v; PEG6000: %0,5, w/v; K:HPO4: 50 mM

O©Coo~Nooh~,wWwN R

3.4. Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin Saflastiriimasi

Boliim 3.3’de verilen metoda gore hazirlanan ham ekstrakt 6rneklerinden en yiiksek
polifenol oksidaz enzim igerigine sahip ham ekstrakta (karaduttan hazirlanan 6rnek), 6nce
aseton ile ¢oktiirme, ardindan iiclii faz ayirma (three-phase partitioning, TPP) yontemi
uygulandi. Bunun igin 6ncelikle 20 mL ham ekstrakt ¢ozeltisi 1:1 ve 1:4 oranda soguk
asetonla 1 saat ve 1 gece olmak tizere -20°C’de inkiibasyona birakildi (Tao ve dig., 2013).
Inkiibasyon sonrast 4°C’de 10000xg’de 20 dk santrifiij edilerek ¢oktiirme islemi
uygulandi. Ardindan olusan pelet oda sicakliginda (24°C’de) 1 saat ve 1 gece olmak {izere
kurumaya birakildi (Wong ve dig., 1970). Aseton ¢oktiirme isleminde kullanilan deneme

deseni Sekil 3.1°de gosterilmektedir.
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1:1 Oranda Asston 1:4 Oranda Aseton

Asetonla | saat Asetonla 1 giin Asetortla 1 saat Asetonla 1 giin
inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon

BYRYRYE

MeCde | 24°Cde UeCde || 24°Cde MeCde | 24°Cde 4°Cde | 249Cde
1 saat 1 gece 1 saat 1 gece 1 saat 1 gece 1 saat 1 gece
kutma | kurotma kurutma || kurutma kuutma || kurutma kurutma || kurutma

= T - 2 = 3 - 2 = 3 7 p — ; — 3

Sekil 3.1. Aseton ile ¢oktiirme islemi sirasinda kullanilan deneme deseni

Kuruyan rneklere (Ornek 1 - 8) 12 mL sodyum fosfat tamponu (0,1 M; pH 7,0) eklenerek
1 dk vortekslendi. Hazirlanan soliisyonlardan alinan 2 mL ham enzim ekstrakti, ti¢lii faz
ayirma (TPP) sisteminde kullanildi. Bunun igin, rneklere %20 ila %70 arasinda degisen
konsantrasyonlarda (%20, %30, %40, %50, %60 ve %70 w/v) amonyum siilfat
((NHa4)2S0O4) eklenerek tamamen ¢oziiliinceye kadar vortekslendi. Ardindan elde edilen
bu karisima farkli ham enzim ekstakt:t-biitanol oranlar1 (1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,0:2,0 v/v)
olacak sekilde t-biitanol eklemesi yapildi. Elde edilen karisim 1 dk daha vortekslendi ve
sonrasinda oda sicakliginda (24°C’de) 60 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi
Sekil 2.2°de gosterilen faz ayrimi igin 4500xg’de 10 dk santrifiijlenerek {i¢ fazin ayrimi
(ist faz: t-biitanolce zengin, ara faz: proteince zengin, alt faz: amonyum siilfatgca zengin)
gozetildi (Duman ve Kaya, 2014; Alici ve Arabaci, 2016). TPP sonrasi beliren orta fazlar
2 mL sodyum fosfat tamponu (0,1 M; pH 7,0) igerisinde ¢oziildiikten sonra orta ve alt
fazlarda (tuzlu ortam) polifenol oksidaz aktivite ve protein miktar tayinleri yapildi.
Protein olmasinin beklenmedigi t-biitanol igeren {ist faz bir pipet kullanilarak ortamdan
uzaklastirildi. TPP’de biyomolekiillerin ayrilmalarinda segici olarak rol oynayan
parametrelerin (amonyum siilfat konsantrasyonu, ham ekstrakt:t- biitanol orani, sistem
pH’s1) optimizasyonu ayrica yapildi. Ham ekstrakt aktivitesi %100 olarak kabul edildi.

Kontrol i¢in amonyum siilfat, distile su ve t-biitanolden (ham ekstrakt igermeyen) olusan
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“kor” sistem kullanildi.

Hedef proteini
igeren ham ekstrakt

\ 4

Amonyum

Silfat

t- bistanol

frirdrinioin

O D —

t- Bitanol Fazt

|

AraFaz

|

Sulu Alt Faz

Sekil 3.2. Uglii-Faz (TPP) olusum asamalar1 (BioRender ile olusturuldu)

Saflastirma verimi analizinde asagida verilen saflastirma parametreleri hesaplandi ve bu

hesaplamalar denklem 3.1, 3.2 ve 3.3 te belirtildi (Ulgiit, 2022).

. il U Toplam enzim aktivitesi
Spesifik aktivite (—) =2 ——
mg Toplam protein miktari

Saflagtirma katsayis1 =

Bir fazdaki enzim spesifik aktivitesi

Aktivite geri kazanim (%) =

Ham ekstrakt spesifik aktivite

Bir fazda dl¢iilen enzim aktivitesi

Ham ekstrakt enzim aktivitesi

3.5. Polifenol Oksidaz (PPO) Aktivite Tayini

x 100

(3.1)

(3.2)

(3.3)

PPO enziminin varligmi tespit etmek i¢in 420 nm'de (24 °C) absorbans artisi

spektrofotometre (Cary 60, Agilent) kullanilarak 6l¢iildi. Enzim aktivitesini 6l¢gmek igin,

ornek kiivet 2800 pL sodyum fosfat tamponunda (100 mM, pH 7,0) hazirlanan substrat

(katekol) c¢ozeltisi, 200 pL enzim siispansiyonu eklenerek hazirlandi ve kontrol kiiveti

ayn1 sekilde ancak enzim olmadan hazirlandi. Enzim ¢ozeltisi 100 mM sodyum fosfat

tampon ¢o6zeltisi (pH 7,0) kullanilarak elde edildi (Erzengin, 2009). Bir iinite enzim, oda

sicakliginda bir dakikada 1 pmol kinon olusumunu katalizleyen enzim miktaridir. Enzim

aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi1 Ek-A’da verilmistir.
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3.6.Protein Miktar Tayini

Bradford metodu 6rneklerin protein miktarini belirlemek igin kullanildi (Bradford, 1976).
Si1g1r serum albiimini (BSA), standart protein grafiginin ¢izilmesinde (Ek-B) kullanilarak

595 nm'de orneklerin protein miktar1 spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii (Erzengin,
2009).

3.7.PPO Enziminin Karakterizasyonu
3.7.1. Molekiil Agirhigimin Hesaplanmasi

TPP sonras1 ara fazda gozlenen PPO enziminin safligii kontrol etmek ve molekiiler
agirhigini belirlemek i¢in Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) analizi yapildi. Bunun i¢in 6rnekler 15-20 dk 100 °C kaynatilarak denatiire edildi.
Daha sonra %0,1 (w/v) SDS igeren %15’lik (w/v) ayirma ve %5’lik (w/v) yiikleme
jellerinde yiiriitiildii (Laemmli, 1970). Ydriitiilen 6rnekler giimiis boyama metodu
kullanilarak boyandi. Molekiil agirligin belirlenmesinde kullanilan standart grafik Ek-

C’de, kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmas1 Ek-A’da verilmistir.

3.7.2. Giimiis Boyama

Glimiis boyama metodu, Coomassie Brilliant Blue R250 boyasina gore daha yiiksek
hassasiyet gostermesi sebebiyle uygulandi. Bu teknik ile bant basina 0,1 ng proteine kadar
diisiik proteinlerin tespiti saglanmaktadir. Bu boyama ile bazik proteinler asidik
proteinlere gére daha verimli bir sekilde boyanmaktadir. Buna gore SDS igeren, %15’lik
ayirma (w/v) ve %S5’lik (w/v) ylikleme jelleri hazirlandi ve 6rnekler 200 V’da 45 dk
yuritildi (Kaptan, 2004). Yiiriitme sonrasinda jel dnce %50 etanol, %12 asetik asit ve
%0,05 formaldehit (%37) igeren soliisyon igerisinde 1 gece bekletildi. Soliisyon
icerisinde bekletilen jel 3 kez 20’ser dk olacak sekilde %50 etanol ile yikand1 ve %0,02
sodyum tiyosiilfat (Na2S20s) ile 1 dk bekletildi. Sodyum tiyosiilfat ile bekleyen jel 3 kez
20 sn olacak sekilde dH20 ile durulandi. Ardindan %0,2 giimiis nitrat (AgNO3) ve %0,075
formaldehit (%37) igeren soliisyon igerisinde +4 °C’de 20 dk bekletildi. Soliisyon
icerisinde bekletilen jel 2 kez 20 sn olacak sekilde dH-O ile tekrar durulandi. Jel daha
sonra %6 sodyum karbonat (Na2COs), %0,05 formaldehit (%37) ve %0,4 mg sodyum
tiyosiilfat (Na2S:0s) igeren soliisyon igerisinde bant goriinlimii olusuncaya kadar

bekletildi. Bant olusumu gozlendiginde boyamay1 durdurmak amaciyla %50 metanol ve
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%12 asetik asit iceren soliisyon ile yikandi. En son olarak jel %50 metanol igeren
sollisyon icerisinde saklandi. Tiim ¢ozeltiler icin dH>O kullanildi ve tiyosiilfat iceren

cozeltiler hassas bir boyama yapabilmek igin taze olarak hazirlandi (Blum ve dig., 1987).

3.7.3. Sicaklik ve pH’min Polifenol Oksidaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Sicakliktaki degisikliklerin enzim aktivitesi lizerindeki etkisini 6lgmek i¢in, enzim ve
substrat ¢ozeltileri (substratlar: 10 mM katekol, 4-metilkatekol (4-MC), 4-tertbiitilkatekol
(4-BC) ve pirogallol) kullanilarak 30 °C ile 90 °C arasinda farkli sicakliklara ayarlanmig
spektrofotometrede lglimleri yapildi (Yiiziigilli Karakus ve dig, 2021). Termostabilite
analizi i¢in, enzim 6rnekleri 30 °C ile 90 °C arasinda farkl sicakliklara (30, 40, 50, 60,
70, 80 ve 90 °C) ayarlanmis su banyosunda 1 saat bekletildi. Segilen bir sicaklikta inkiibe
edilen enzimden her 15 dakikada bir belirli bir miktar alinarak buzda sogutuldu ve enzim
aktivitesi belirlendi. Yiizde bagil aktivite, farkli sicakliklardaki enzim aktivitesinin
maksimum enzim aktivitesine boliinerek 100 ile garpilmasina esittir. Enzimin yilizde kalan
aktiviteleri, 1s1l islem sonrasi enzim aktivitesinin 1sil islem oncesi enzim aktivitesine

boliinmesi ve 100 ile ¢arpilmasiyla hesaplandi.

Farkli pH'larin PPO aktivitesi tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in, enzim aktivitesi
substrat olarak 10 mM katekol, 4-metilkatekol (4-MC), 4-tertbiitilkatekol (4-BC) ve
pirogallol kullanilarak 3,0 ila 10,0 arasinda degisen farkli pH'larda dl¢iildii. pH 3,0-5,0
reaksiyonlart i¢cin 100 mM sitrat tampon ¢ozeltisi, pH 6,0 ila 7,0 igin 100 mM
sodyumfosfat tampon ¢o6zeltisi, pH 8,0 i¢in 100 mM tris tampon ¢ozeltisi ve pH 9,0-10,0
icin 100 mM glisin sodyum hidroksit tampon c¢ozeltileri kullanildi. PPO aktivite
Olctimleri, pH'nin enzim stabilitesi iizerine etkisini test etmek amaciyla enzim ornekleri
pH 3,0-10,0 araliginda (3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 ve 10,0) hazirlanan tampon
cozeltilerde 4 °C'de 2 saat bekletilerek yapildi (Yiiztigiilli Karakus ve dig., 2021). Yiizde
bagil ve kalan aktivite degerleri yukarida agiklandigi gibi hesaplandi.

3.7.4. Substrat Spesifite Analizi

TPP-ile saflastirilan enzim 6rneginin PPO enzim grubunda olan lakkaz, katekol oksidaz
ve tirozinaz enzimlerinden hangisinin 6zelliklerini tagidigini belirlemek i¢in enzime 6zgii
substratlar kullanildi. Bunlar arasinda guakol (lakkaz substrati, 465 nm), hidrokinon

(lakkaz substrati, 440 nm), katekol (katekol oksidaz substrati, 420 nm), 4-MC (katekol
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oksidaz substrati, 420 nm), 4-BC (katekol oksidaz substrati, 410 nm), pirogallol (katekol
oksidaz substrati, 475 nm), kafeik asit (katekol oksidaz substrati, 420 nm) ve L-tirozin
(tirozinaz substrati, 475 nm) bulunmaktadir. Enzim aktivite deneyleri, sadece substrat
degistirilerek PPO aktivitesi i¢in yukarida agiklandigi gibi gerceklestirildi. Kinetik
parametreleri hesaplamak igin katekol substrati 1 mM ila 170 mM konsantrasyon
araliginda kullanildi. Kinetik sabitler Sigmaplot 14.0 (Systat Software Inc.) kullanilarak
v vs [S] izlerinin Michaelis-Menten denklemiyle elde edildi (Lineweaver ve Burk, 1934).
Tiim analizler sicaklik kontrollii spektrofotometre (Agilent Cary60) kullanilarak 24 °C'de
100 mM sodyum fosfat tamponu pH 7,0 i¢inde ii¢ tekrar halinde gerceklestirildi.

3.7.5. inhibitor Analizi

Askorbik asit, benzoik asit, kojik asit, p-kumarik asit, tiyotire, etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), glisin ve B-merkaptoetanol gibi kimyasallarin inhibitor etkisi karadut PPO'su
tizerinde test edildi. Enzim deneyleri standart deney kosullari altinda ti¢ substrat, katekol,
4-BC ve 4-MC kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon karisimina eklenen inhibitor
konsantrasyonlart 0,1 ve 5 mM’dir. Yiizde inhibisyon degeri denklem 3.4’e gore

hesaplandi.

; iy inhibitor varliginda 6lgiilen PPO aktivite degeri
%Inhibisyon = [1 - ( 5 £ 5 )] x 100 (3.4)

inhibitor yoklugunda dlgilen PPO aktivite degeri

3.7.6. Metal iyonlarimin Enzim Aktivitesine Etkisi

Cesitli metal iyonlarinin (CaCly, ZnSOs, NiSO4, NaCl, MnSOa4, MgSO4, KCI, FeSO4 ve
CuSOQ4) PPO aktivitesi tizerine etkisi, substrat olarak katekol, 4-BC ve 4-MC kullanilarak
farkli konsantrasyonlarda (0,1 ve5 mM) her metal iyonunun varliginda enzim aktivitesi
oOlgiilerek incelendi (Yiizigilli Karakus ve dig., 2021). Kor kiivete substrat ve metal
iyonu dahil edildi; ancak enzim ¢ozeltisi dahil edilmedi. Yiizde bagil aktivite degeri,
metal iyonu varliginda 6l¢iilen enzim aktivitesinin metal iyonu olmadan dlgiilen enzim

aktivitesine boliinmesi ve 100 ile ¢arpilmasiyla hesaplandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1.Polifenol Oksidaz (PPO) Kaynag olarak Likopence Zengin Meyvenin Se¢imi

Likopen ¢ok giiglii bir antioksidan olmasinin yani sira anti-kanser Ozellik de
gostermektedir. Ayrica 1sitya dayanikli bir pigmenttir (Rao ve dig., 1998; Li ve dig., 2020;
Marzocco ve dig., 2021; Khongthaw ve dig., 2022; Kulawik ve dig., 2023). Buradan yola
cikarak bu calismada hem giiclii bir antioksidan olmasi hem de 1siya dayanikli olmasi
sebebiyle likopen igerigi yliksek meyveler (karpuz, biber, kan portakali, nar, incir,
greyfurt, kudret nari, karadut, kusburnu ve kizilcik), endiistriyel uygulamalarda

kullanilmak tizere PPO kaynagi olarak test edildi.

Yontemler bolimiinde agiklanan sekilde meyvelerden farkli ekstraksiyon ortamlari
hazirlanarak elde edilen ekstraktlardan PPO aktivite Ol¢iimleri yapildi. Tablo 4.1°de
gosterildigi gibi likopen miktar1 en yiiksek olan (261.0 + 60.2 pg/g) kudret narinda PPO
aktivitesi Olgiilen 3 farkli metotta da diisiik aktivite gosterdi. Ayni sekilde likopen igerigi
yiiksek olan kusburnu meyvesinde de (129 -359 pg/g) PPO aktivitesi dlgiilen tek metotta
diisiik aktivite gosterdi. Bunlara karsin likopen igerigi bakimindan daha diisiik olan
karadut meyvesinde (3,30 + 0,36 ug/g) ise en yiikksek PPO aktivitesi hazirlanan 14
numarali ekstraksiyon ortamindan (0,1 M Sodyum fosfat tamponu pH 7,0; %0,5 PEG
6000; 10 mM askorbik asit; 50 MM K2HPOy4) elde edilen ham ekstrakt rneginde 6l¢iildii.

Bu sonuglara gore likopen iceriginin PPO aktivitesini etkilemedigi gézlemlendi.

Tablo 4.1. Likopence zengin meyvelerin farkli ekstraksiyon ortamlarindan elde edilen
oziitlerdeki PPO aktivitelerinin karsilastirilmasi

PPO Aktivite (U/mL)
Ektraksiyon No

Meyve
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Karpuz 83 - - - - - - - 85 60 - - 8 -
Biber 22 - - - - - - - - 20 - - 13
Kan - - - - - - - - - - 9 -
portakali )
Nar . 4 14 28 106 40 29 23 8 - 33 13
Incir 120 - - 91 - -
Greyfurt - - - - - 1135 1019 1774
Kudret nar1 88 - - - - 95 - - - - 116
Karadut - - - - - - - - - -

60

37
53
Kusburnu - 455 _
Kizilcik - - - M - 66 - 123

-1 Aktivite gozlenmedi. Denemeler iig tekrar olarak gergeklestirildi. Degerler ortalama =SD olarak sunuldu.
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Yapilan ¢alisgmada PPO aktivitesi 6,10 ve 11 numarali metotlarda da yiiksek aktivite
gosterdi. Ekstraksiyon ortamlarinda PVPP ve askorbik asit genellikle tercih edilmektedir.
Kullanilan bu metotlarda da PVPP ve askorbik asit ortamda bulunan fenolik bilesikleri
uzaklastirmak i¢in, Triton-X 100 zara bagl olan enzimi zardan ¢6zmek i¢in, PMSF PPO
enzim aktivitesini arttirmak i¢in, PEG6000 ise PPO'yu etkisiz hale getirebilecek fenolleri
baglamak i¢in kullanild1 (Gauillard ve Rich-Forget 1997; Erzengin, 2009;Palma -Orozco
ve dig., 2011). Literatiirde Kudiis enginar1 (Helianthus tuberosus) (Ziyan ve Pekyardimeci,
2003) ile yapilan ¢aligmada PPO'nun ekstraksiyonu 0,2 M fosfat tamponu (pH 7.2), %10
PEG ve 50 mM askorbik asit kullanilarak gerceklestirilmistir. Benzer sekilde Borago
(Trachystemon orientalis) (Alici ve Arabaci, 2016) ile yapilan ¢alismada 0,1 M fosfat
tamponu (pH 7.0), 1 mM Askorbik asit, % 0,5 PVPP ve % 2 Triton X-100 kullanilarak

PPO enzim ekstraksiyonu yapilmistir.

Yukarida da belirtildigi gibi, en yiiksek PPO aktivitesi karadut meyvesinden 14 numarali
ekstraksiyon ortaminda 6lgiildii. Bu ekstraksiyonda kullanilan kimyasallar Askorbik asit,
PEG 6000 ve KoHPO4'tiir. Literatiirde Beyaz dut (Morus alba) (Erzengin, 2002) ile
yapilan ¢aligmada 0,5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,3), %0,5 PEG 6000, 10 mM
askorbik asit ve 50 mM KzHPOs kullanilarak benzer sekilde PPO ekstraksiyonu
yapilmistir. Igdir kayisis1 (Prunus armeniaca L.) (Demir ve dig., 2012) ile yapilan
ekstraksiyonda ise 0,5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,3) ile %0,5 PEG kullanilmis ve

567 U/mL enzim aktivitesi bulunmustur.

En yiiksek PPO aktivite degeri (3753 U/mL), karadut meyvesinden elde edilen 14
numarali ekstraksiyonla oOl¢iildiigii icin bundan sonraki PPO saflagtirma ve
karakterizasyon denemelerinde bu yontem ile hazirlanan ham enzim ¢ozeltisi kullanildi.
4.2 Karaduttan Polifenol Oksidaz Enziminin Saflastirilmasi

Karadut meyvesinden Boliim 3.3’de aciklanan sekilde ekstraksiyonla elde edilen ham
enzim ekstrakt1 (3753 U/mL), once aseton ¢Oktiirme islemi ardindan tglii faz ayirma

sistemi kullanilarak ham enzim ekstraktindan PPO enzimi iki adimda saflastirildi.

4.2.1. Aseton Coktiirme

Sekil 3.1°de gosterilen deneme deseni kullanarak hazirlanan 8 farkli 6rnekte yapilan
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aktivite Ol¢iimleri ve protein miktar analizleri sonunda her bir 6rnek i¢in saflastirma
parametreleri belirlendi. Tablo 4.2°ye gore Ornek 1, 2, 5 ve 6’da enzimin saflasmadig1
gozlendi. Saflastirma katsayisinin 1’in tizerinde oldugu hesaplanan diger 6rnekler
arasinda Ornek 3, 4 ve 8’de aktivite geri kazamim degerleri %100’{in iizerinde bulundu.
Ornek 3 ve 4’te saflastirma katsayilarinin birbirine ¢ok yakin olmasi ve aktivite geri
kazanim degerinin Ornek 3’te daha yiiksek (%124) oldugunun belirlenmesi iizerine bir

sonraki saflastirma basamaginda Ornek 3 kullanildi.

Tablo 4.2. Aseton ¢oktiirme optimizasyonu

Spesifik Toplam % Aktivite
Ornek aktivite Toplam protein Saflagtirma  geri
No (U/mg) aktivite (U)  (mg) katsayisi kazanim
Aseton ¢oktiirme siireci
1:1 oraninda hazirlanmis
1 aseton igeren ¢Ozeltide 1 869443 6333+£317 7+0,4 0,4+0,02 513
saat inkiibasyon—24
°C’de 1 saat kurutma
1:1 oraninda hazirlanmis
2 aseton igeren c¢ozeltide 1
saat inkiibasyon—24
°C’de 1 gece kurutma
1:1 oraninda hazirlanmis
aseton igeren c¢ozeltide 1
giin inkiibasyon—24
°C’de 1 saat kurutma
1:1 oraninda hazirlanmis
aseton igeren ¢ozeltide 1
giin inkiibasyon—24
°C’de 1 gece kurutma
1:4 oraninda hazirlanmig
aseton igeren c¢ozeltide 1
saat inkiibasyon—24
°C’de 1 saat kurutma
1:4 oraninda hazirlanmis
6 aseton igeren ¢ozeltide 1
saat inkiibasyon—24
°C’de 1 gece kurutma
1:4 oraninda hazirlanmig
aseton igeren c¢ozeltide 1
giin inkiibasyon—24
°C’de 1 saat kurutma
1:1 oraninda hazirlanmis
8 aseton igeren ¢ozeltide 1
giin inkiibasyon—24
°C’de 1 gece kurutma
*Karadut ham ekstraktinin spesifik aktivitesi 2190 U/mg ve toplam protein miktar1 6 mg’dir. Denemeler
oda sicaklhiginda ve pH 7,0'da ti¢ tekrar olarak gergeklestirildi. Degerler ortalama +SD olarak sunuldu

652+33 680+34 10,05 0,3+0,02 5+0,3

2399+120  15423+771 6403 1,10,06 12446

1492475 14457+723 10+0,5 1,3+0,07 11745

2902+145 115904580  4+0,2 0,7+0,04 9345

938+2 6342+317 7+0,4 0,4+0,02 5143

22254111 20491£1025  9+0,5 1,040,05 165+8

2589+129  9853+493 4+0,2 1,1+0,06 79+4

Aseton gibi organik ¢oziicti ile yapilan saflastirmada, zara bagli enzimler ¢6ziinmektedir.
Coziicli yiizdesindeki degisim, farkli protein tiirlerinin ayrilmasi i¢in de kullanilmaktadir

(Panadere ve Rathod, 2018). Literatiirde seftali meyvesinde aseton ¢oktiirme ile yapilan
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saflagtirmada aktivitede 20 kat daha fazla artig gézlemlenmistir (Flurkey ve Jen, 1978).

4.2.2. Uclii-Faz Ayirma (TPP) Yontemi

PPO enziminin saflastirilmasi igin aseton ¢oktiirme sonrasi biyomolekiillerin tek bir
adimda hizli ve verimli bir sekilde saflastirilmasini saglayan ti¢ fazli ayirma (TPP) teknigi
kullanildi. TPP'nin PPO saflagtirmasi i¢in en iyi teknik olmasmin nedenleri arasinda
sistemin kullannminin kolay, ¢evre dostu, ekonomik olmasi ve geleneksel kromatografi
tekniklerine gore daha az ¢oziicii gerektirmesi sayilabilir. Enzim ekstraksiyonu ig¢in
modern bir teknik olmasina ragmen, TPP yoluyla PPO saflastirma c¢alismalar1 oldukga

sinirhidir (Panadare ve Rathod, 2018).

TPP ile PPO enziminin yiiksek verimde saflastirilmasi i¢in amonyum siilfat

konsantrasyonu, ham ekstrakt: t-biitanol oran1 ve sistem pH's1 ayrica optimize edildi.

4.2.2.1. Amonyum Siilfat (NH4).SO4 Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Amonyum siilfat ((NH4)2SOs) konsantrasyonu, protein ¢oziiniirliigiini dogrudan
etkiledigi icin TPP sistemlerindeki kritik parametrelerden biridir. (NH4)2SO4 protein-
protein etkilesimlerini kolaylastirdigindan ve protein ¢okmesine neden oldugundan,
hedef proteinin maksimum geri kazanimini elde etmek i¢in konsantrasyonunu optimize
etmek gerekir. Birgok raporda (Chew ve dig., 2019) tavsiye edilen bir konsantrasyon olan
%20 (w/w) (NH4)2SO4 kullanilarak denemeler baslatildi ve %70 (w/w)’e kadar degisen
konsantrasyonlar denendi. Sekil 4.1 (NH4)2.SO4 konsantrasyonunun %60 (w/w)
doygunluga ¢ikarilmasiin, salting-out etkisiyle saflastirma katsayisini ve aktivite geri
kazanimin arttirdigini gostermektedir. %60 (w/w) (NHg)2SO4 kullanimi en yiiksek
saflagtirma katsayisi (2,7 kat) ve en yiiksek aktivite geri kazanimi (%177) ile sonuglandi.
Bununla birlikte, daha yliksek amonyum siilfat konsantrasyonlarinda saflagtirma
parametrelerinde goriilen diistisler, daha yiiksek tuz konsantrasyonlarinda kalici protein
denatiirasyonundan kaynakli olabilir (Yuziigilli Karakus ve dig., 2020). Maksimum
PPO saflastirma katsayis1 ve aktivite geri kazanimi1 %60 (w/w) (NH4)2SO4 varliginda elde

edildiginden, sonraki deneylerde bu konsantrasyon kullanildi.
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Sekil 4.1. Farkli amonyum siilfat konsantrasyonlarinda (w/w)
hazirlanan TPP sistemine ait ara faz sonuglar1. TPP deneyleri i¢in, 7506
U toplam aktivite ve 3,75 mg protein iceren 2 mL ham enzim ekstrakti
kullanildi. Ham  ekstrakt, %20-70 (w/w) arasinda degisen
konsantrasyonlarda amonyum siilfat ile konsantre edildi ve ardindan
esit hacimde t-biitanol eklendi. Denemeler oda sicakliginda ve pH
7,0'da ti¢ tekrar olarak gerceklestirildi. Degerler ortalama +SD olarak
sunuldu.

Literatiirde proteinlerin TPP kullanilarak saflastirilmasinda %0-80 (w/v) kullanildig1
ornekler bulunmaktadir. Bunlardan bazilart miirdiim erigi (Prunus domestica; Yildiz ve
dig., 2022), Avokado (Persea americana; Alishah ve dig., 2022) ve Barbados kirazi
(Malpighia glabra; Kumar ve dig., 2008)’dur.

4.2.2.2. Ham Enzim Ekstrakt:t-Biitanol Oraninin Belirlenmesi

t-Biitanoliin TPP sistemleri i¢in en iyi polar olmayan ajan oldugu diisiiniilmektedir ¢iinkii
proteinler iizerinde denatiire edici etkisi yoktur. Diisiik miktarlardaki t-biitanol, amonyum
silfat ile sinerjik bir etki yaratmak igin yetersiz kalabilirken, daha yiiksek
konsantrasyonlarin ¢dzeltinin artan viskozitesi nedeniyle molekiiller arasi etkilesimleri
engellemesi muhtemeldir. Bu nedenle, sisteme eklenen t-biitanol hacmi, etkili protein
boliinmesini desteklemek i¢in optimize edilmelidir (Chew ve dig., 2019; Yan ve dig.,
2018). Daha 6nce yayinlanan raporlarda oldugu gibi, %60 (w/v) (NH4)2SO4 varliginda
1,0:1,0ila 1,0:2,0 (v/v) arasinda degisen ham ekstrakt:t-biitanol oranlari test edildi. Sekil
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4.2'de gosterildigi gibi, en iyi sonuglar 1:1 (v/v) ham ekstrakt:t-biitanol oraninda gozlendi.
Diger taraftan, benzer aktivite geri kazanimlar1 1,0:1,5 ve 1,0:2,0 ekstrakt:t-biitanol
oranlarinda elde edildi. Ancak saflastirma katsayisi 1,0:1,0’den itibaren azalan bir profil
sergiledi. Genel olarak, 1:1 (v/v) oranimin TPP'yi verimli bir sekilde gerceklestirmek igin

optimum oran olduguna inanilmaktadir (Panadare ve Rathod, 2018).
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Sekil 4.2. Farkli ham ekstrakt/ t-biitanol konsantrasyonlarinda (v/v)
hazirlanan TPP sistemine ait ara faz sonuglari. %60°lik (w/w)
(NH4)2S04 ile doyurulmus ham enzim ekstraktina ¢esitli hacimlerde
t-biitanol eklendi. Denemeler oda sicakliginda ve pH 7,0’da {i¢ tekrar
olarak gerceklestirildi. Degerler + SD olarak sunuldu.

4.2.2.3. Uclii-Faz Ayirma (TPP) Sistem pH’smnin Belirlenmesi

TPP sisteminin pH'1 da hedef proteinin fazlara ayrimmi etkiler. Ciinkii pH'daki
degisiklikler proteinlerdeki amino asitlerin iyonlagsmasina neden olur ve bu da fazlar ile
proteinler arasindaki elektrostatik etkilesimleri etkiler. Sonug olarak, ilgilenilen proteinin
fazlardaki dagilimi degisebilir. TPP sistemlerinde hedef proteinin pl degerini bilmek ¢ok
onemlidir, ¢linkii proteinler spesifik pl degerlerinde ¢okme egilimindedir (Chew ve dig.,
2019; Yan ve dig., 2018).

Bu ¢alismada, pH'nin PPO dagilimi lizerindeki etkisi, esit hacimlerde ham enzim ekstrakti
ve t-biitanol varliginda sabit bir amonyum siilfat konsantrasyonunda (%60, w/w) 4,0 ile

8,0 arasindaki pH degerlerinde incelendi. Sicaklik ve calkalama siiresi de sabit tutuldu.
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Sekil 4.3'de gosterildigi gibi, pH 7,0’da en yiiksek saflastirma (2,7 kat) ve en yiiksek geri
kazanim (%177) gozlendi. pH 7,0’1n altinda saflagtirma katsayis1 1,0’den diisiiktiir, yani
saflagma gerceklesmemektedir. pH 8,0°da ise enzimin ara fazda dagilimi fazla olup

saflagsmadan soz edilebilir. Ancak pH 7,0’a gore saflagma katsayis1 daha diistiktir.

TPP sirasinda incelenen tiim parametrelerde enzim aktivitesi sirasinda %100’{in tizerinde
bir artis gbzlendi. Enzim aktivitesindeki artis, enzim yapisinin esnekliginin artmasindan
kaynakli olabilmektedir (Rather ve Gupta, 2013). TPP sirasinda bu tiir bir aktivasyon,
invertaz, proteaz, amilaz, peroksidaz, lakkaz, katalaz, pektinaz, a-galaktosidaz ve tripsin

inhibitorii dahil olmak tizere birgok enzim i¢in yaygindir (Chew ve dig., 2019).
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Sekil 4.3. Farkli pH’larda hazirlanan TPP sistemine ait ara faz
sonuclari. Ham enzim ekstraktt %60 (w/w) amonyum siilfat ile
konsantre edildikten sonra sistemin pH'1 pH 4,0'dan pH 8,0'a ayarlandi.
Daha sonra esit hacimde t-biitanol eklendi. Denemeler oda sicakliginda
tic tekrar olarak gergeklestirildi. Degerler ortalama +SD olarak
sunuldu.

Bu ¢alismada karadut PPO’su pH 7,0’da %60 (w/w) (NH4)2SO4 ve 2 mL t-biitanol ile
doyurulmus 2 mL ham enzim ekstraktindan olusan bir TPP sistemi kullanilarak %177

aktivite geri kazanimu ile 2,7 kat basarili bir sekilde saflastirildi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Karadut PPO’sunun TPP ile saflastirma sonuglari

Spesifik Toplam
Aktivite Aktivite Toplam  Saflastrma  Epzim Geri
(U/mg) V) protein (mg)  katsayist  Kazanimi %
2029481 750611300 37+1 1,0 100
Ham enzim ekstrakti
Asetonla ¢oktiirme 3043£127 7130843300 23+1 1,5+0,1 95+3
TPP - Orta faz 5478+191 132858+5979 24+1 2,7+0,2 177£10

*Degerler ortalama +SD olarak sunuldu.

TPP araciligiyla birgok enzimin basarili bir sekilde saflastirilmasi ve karakterize
edilmesine iliskin benzer raporlar literatiirde yer almaktadir. Genel olarak, TPP sisteminin
istenen proteinleri kromatografik yontemlerden daha diisiik saflastirma degerleri ile
saglamasina ragmen, ilgilenilen proteinin sistemden aktivite geri kazaniminin her zaman
diger tekniklerden daha yiiksek oldugu sonucuna varilabilir. Yukarida verilen diger
avantajlarla (uygulamanin kolay ve diisiik maliyetli olmasi, protein kaybini azaltmasi vb.)
birlikte bu 6zellik, TPP sistemlerini endiistriyel enzimler i¢in ideal hale getirmektedir
(Chew ve dig., 2019). Diger taraftan, Ote yandan, polifenol oksidazlarin TPP ile
saflagtirilmasina iligkin literatiirde sinirli sayida rapor bulunmaktadir (Panadare ve
Rathod, 2018). Bugiine kadar TPP ile PPO saflastirmasinin sadece bes 6rnegi rapor
edilmistir (Niphadkar ve dig., 2015; Alici ve Arabaci, 2016; Saki ve dig., 2018;
Yiziigilli Karakus ve dig., 2020; Yiziigilli Karakus ve dig., 2021). Niphadkar ve dig.
(2015) atik patates kabugundan PPO'yu 4 °C'de saflastirmak i¢cin TPP kullanmislardir.
6,3 kat saflagtirma ve %70 aktivite geri kazanimi elde etmislerdir (Niphadkar ve dig.,
2015). Bagka bir calismada, hodan PPO’su, iki dongii TPP kullanilarak %68,75 aktivite
geri kazanimu ile 3,59 kat saflagtirilmistir (Alici ve Arabaci, 2016). Saki ve dig. (2018)
yenilebilir mantar Lepiota procera‘’dan PPO'yu alt sulu fazda geri kazanmiglardir. TPP ile
8,4 kat saflastirma elde edilmistir (Saki ve dig., 2018). Yiiziigiilli Karakus ve dig. (2020),
TPP'yi kullanilarak biberiye PPO'sunu 14 kat saflastirmiglar ve orta fazdan %230
oraninda aktivite geri kazanimi saglanmistir. Bagka bir ¢alismada rezene PPO’su %120
aktivite geri kazanim ile 20 kat saflastinnlmistir (Yizigilli Karakus ve dig., 2021).

Meyveye ait bir PPO enziminin TPP ile saflastirilmasina ait ilk 6rnek ise bu caligmadir.
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4.3. SDS-PAGE Analizi

TPP ile saflastirilan polifenol oksidaz enziminin safliginin kontrolii SDS-PAGE ile
gerceklestirildi. Elektroforez sonrasi jel, bolim 3.7.2.°de verildigi lizere giimiis boyama

metodu ile boyandi. Jel goriintiisii sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.4. Karadut meyvesinden saflastirilan
polifenol oksidaz enziminin SDS-PAGE
goriintiisii. M: Euroclone molekiil agirlik
standartlar1 PPO: TPP sonrasi polifenol
oksidaz enzim preparati (200 pg Ornek
uygulandi)

Literatiirde bir¢cok farkli meyveden elde edilen polifenol oksidazlarin molekiiler
agirliklarimin genellikle 31 ila 144 kDa arasinda oldugu bildirilmistir (Panadare ve
Rathod, 2018). Polifenol oksidaz enzimlerinin farkli meyve ve bitkilerden saflastiriimis
orneklerinin molekiil agirliklari, yapilar1 ve kaynaktan kaynaga bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Tablo 4.4). Bazi durumlarda arastirmacilar tarafindan saptanan birden
fazla bandm, ayn1 kaynakta farkli PPO formlarinin varligina isaret ettigi

gozlemlenmektedir (Cheema ve Sommerhalter, 2015).
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Tablo 4.4. Farkli kaynaklardan elde edilen polifenol oksidazlarin molekiiler agirliklari

Molekiiler Agirhk

Kaynak (kDa) Referans

Mango 53, 112 ve 144 Cheema ve Sommerhalter, 2015

Kayisi 63 Derardja ve dig., 2017

Igdir kayisist 64,8 Demir ve dig., 2012

Erik 65 Ionita ve dig., 2017

Beyaz Dut 66 Arslan ve dig., 2004

Hodan 80,6 Alic1 ve Arabaci, 2016

Tadela Hurmast 90 Benaceur ve dig., 2019
4.4, Karaduttan Saflastirilan Polifenol Oksidaz Enziminin Biyokimyasal

Karakterizasyonu
4.4.1. Reaksiyon Sicakhgmmn Karadut Polifenol Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisi

Reaksiyon sicakligl, enzimin kinetik davranisini ve reaksiyon ortamindaki oksijen
¢oziuntrligini etkileyen 6nemli bir parametredir. Karadut PPO enzimi i¢in optimum
sicaklik, test edilen substratlardan katekol hari¢ diger ii¢ substratta 50°C olarak
Olciiliirken katekolde 40°C’dir (Sekil 4.5). Enzim 60°C’de katekol, 4MC, 4BC ve
pirogallol i¢in aktivitesinin sirastyla %60, %76, %89 ve %35’ini korurken, 70°C’de
enzim bu dort substrat i¢in aktivitesinin sirasiyla %52, %67, %83 ve %33’linii korudugu
gbzlendi. 90°C’de bile 4BC’de enzim aktivitesinin %74’iinii korumaktadir; diger

substratlarda ise %11 ila %49 unu koruyabildi.

120
-&—Katekol -&-4MC
-4-4BC -O-Pirogallol

%Bagil aktivite

30 40 50 60 70 80 W) 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.5. Karaduttan saflastirilan PPO aktivitesi {izerine
reaksiyon sicakliginin etkisi (4BC: 4-tert-biitilkatekol, 4MC: 4-
metilkatekol)

37



Literatiirde farkli birgcok meyveden izole edilen polifenol oksidaz enziminin optimum
sicaklik degerleri kaynaga ve substrata bagli olarak 10°C ile 60°C arasinda degisiklik
gosterdigi goriilmektedir (Tablo 4.5) (Yiziigilli Karakus ve dig., 2021).

Tablo 4.5. Farkli kaynaklardan elde edilen polifenol oksidazlarin farkli substratlarda
Olciilen optimum sicaklik degerleri (°C)

Kaynak Substrat  Optimum sicaklik (°C) Referans

Hodan Katekol 10 Alic1 ve Arabaci, 2016
Mango Katekol 20-70 Palma-Orozco ve dig., 2014
Yer elmasi Katekol 20 Erzengin M., 2009
Erik Katekol 25 Ionita ve dig., 2017
Igdir kayisisi Katekol 30 Demir ve dig., 2012
Altin ¢ilek Katekol 40 Bravo ve Osorio, 2016
Tadela Hurmasi Katekol 40 Benaceur ve dig., 2019
Beyaz dut Katekol 45 Arslan ve dig., 2004

Karadut PPO enziminin sicakliga kars1 dayamikligi test edilen substrata gore
degismektedir (Sekil 4.6). Ornegin, 4BC’de uygulanan tiim sicaklarda enzim
aktivitesinde zamana bagli olarak hizli bir diisiis kaydedildi. Diger taraftan katekolde
30°C ve 40°C sicakliklarda kararli bir profil ¢izerken 4MC’de ve pirogallolde 30°C’de
60 dk kararlidir. Ayrica 4MC’de 30°C -60°C araliginda 45 dk’ya kadar aktivitesinin
%50’sinden fazlasini korumaktadir. Enzim 90 °C'de 1 saat isitildiginda aktivitesinde

%100 inhibisyon gozlendi.

PPO enzimleri genellikle 80°C'ye kadar kararlilik gosteren termostabil enzimler olarak
kabul edilir (Benaceur ve dig., 2020). Ornegin hodan PPO'sunun, katekol kullanilarak
60°C'de 1 saatlik inkiibasyondan sonra aktivitesinin %40'm1 korudugu bildirilmistir (Alici
ve Arabaci, 2016). Trif mantar1 PPO'su, substrat olarak 4-metilkatekol, L-tirozin,
pirogallol ve katekol kullanilarak 75 °C'de 10 dk inkiibasyondan sonra aktivitesinin
sirastyla %51, %46, %38 ve %29'unu korumustur (Benaceur ve dig., 2020). Erik
PPQO'sunun 25-65 °C sicaklik araliginda stabil oldugu ve 70 °C'de 20 dk 1sitildiktan sonra
aktivitesinin %50'sinin korundugu bildirilmistir (Ionita ve dig., 2017). Benzer sekilde,
karnabahar PPO enzimi 20-50 °C'de kararliydi ve 80°C'de 10 dk 1sitildiginda aktivitesinin
%60'in1 korumustur (Rahman ve dig., 2012). Stanley eriginden elde edilen PPO (Siddiq
ve dig., 1992) en yiiksek kararliligin1 70°C'de gosterirken, mamey meyvesinden elde
edilen PPO 65-70 °C sicaklik araliginda 30 dk 1sitildiktan sonra aktivitesini tamamen
kaybetmistir (Palma-Orozco ve dig., 2011).
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etkisi



4.4.2. Reaksiyon pH’simin Karadut Polifenol Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisi

Reaksiyon pH'si, enzim aktivitesini etkileyen bir diger 6nemli faktordiir. Reaksiyon
ortamindaki herhangi bir degisiklik, enzimin ylizeyindeki net yiikii de degistirecek ve bu
da dolayli olarak enzimin ¢Ozlniirliigiini, cesitli substratlar/inhibitorler ile baglanma
kabiliyetini ve konformasyonunu etkileyecektir. Enzimler genellikle asir1 pH
degerlerinde katlanma nedeniyle aktivitelerini kaybederler (Alici ve Arabaci, 2016). pH
etkisi, pH 3,0 ile 10,0 arasinda genis bir aralikta dort substrata karsi analiz edildi (Sekil
4.7). Sicaklik degisimine enzim tepkisine benzer sekilde, optimum pH degeri tek substrat
hari¢ digerlerinde ayni degerde 6l¢iildii. Buna gore, optimum pH katekol, 4MC ve
pirogallol i¢in 7,0, 4BC i¢in 8,0 dlgiildii (Sekil 4.8). Karadut PPO’sunun optimum pH
degeri substrat olarak katekol ve pirogallol kullanan hodan PPO’suna benzerlik

gostermektedir (Tablo 4.6).

pH 3,0-6,0 ile 9,0-10,0 pH araliklarinda, katalitik aktivite tiim substratlarin varliginda
onemli 6l¢lide azalmaktadir (Sekil 4.8). Bu inaktivasyon, protein katlanmasinin meydana

gelmesiyle ifade edilebilir (Alici ve Arabaci, 2016).
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Sekil 4.7. Karaduttan saflastirilan PPO aktivitesi ilizerine reaksiyon
pH’smin etkisi (4BC: 4-tert-biitilkatekol, 4MC: 4-metilkatekol)
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Tablo 4.6. Farkli kaynaklardan elde edilen PPO enziminin farkli substratlarda dlgiilen
optimum pH degerleri

Kaynak Substrat Optimum pH Referans
Kayist Katekol 4,5 Derardja ve dig., 2017
Tadela Hurmasi Katekol 5,0 Benaceur ve dig., 2019
Altin ¢ilek Katekol 55 Bravo ve Osorio, 2016
Mango Katekol 6,0 Palma-Orozco ve dig., 2014
Erik Katekol 6,0 Ionita ve dig., 2017
Beyaz dut Katekol 7,0 Arslan ve dig., 2004
Yer elmasi Katekol 7,0 Erzengin M., 2009
Hodan Katekol 7,5 Alic1 ve Arabaci, 2016
Pirogallol 7,5

Karadut PPO'sunun pH stabilitesi de enzimlerin 3,0 ile 10,0 arasinda degisen pH
degerlerinde inkiibe edilmesiyle incelendi. Katekol i¢in pH 5,0-10,0 pH araliginda, 4MC
icin pH 5,0-9,0 araliginda, 4BC i¢in pH 6,0-10,0 araliginda ve pirogallol i¢in pH 7,0-8,0
araliginda 6nemli katalitik aktivite tespit edildi (Sekil 3.8). Sekilde de goriildigii gibi pH
5,0’ altinda PPO aktivitesinde gozlenen azalma dikkat ¢ekicidir, bu da enzimin asidik

pH’dan ziyade notr veya alkali pH’da daha kararli oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.8. Katekol 4-metilkatekol (4MC), 4-tert-biitilkatekol (4BC) ve Pirogallol substratlarinda pH degisiminin enzim kararliligina etkisi



4.4.3. Karadut PPO Enziminin Substrat Spesifitesi

Karadut polifenol oksidaz enziminin farkli kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore
secilen 8 farkli substrata kars1 oksidasyon yetenegi arastirildi. Buna gore, enzim L-tirozin
hari¢ yedi fenolik substrata kars1 aktivite gosterdi (Tablo 4.7). Bu, enzimin o-difenoller
ve p-difenoller {iizerinde aktif oldugunu ancak monofenolleri oksitleyemedigini
gostermektedir. Calisma bulgularina benzer olarak hodan (Alici ve Arabaci, 2016), erik
(Ionita ve dig., 2017) ve altin ¢ilekten (Bravo ve Osorio, 2016) ekstrakte edilen birgok

PPO enzimi monofenollere karsi herhangi bir aktivite gdstermemistir.

Tablo 4.7. Karadut PPO enziminin substrat spesifite sonuglari

Polifenol oksidaz aktivite

(umol/mL/dk)

10 mM 100 mM
Katekol 75+6 1454425
4-metil katekol 158+17 756+50
4-tert-biitilkatekol 836+50 0
Pirogallol 65+10 101£20
Guakol 4+0.3 4146
Kafeik asit 485+30 6440
L-tirozin 0 0
Hidrokinon 34+5 44144

*Denemeler {i¢ tekrar halinde gergeklestirildi ve degerler ortalama £SD olarak sunuldu.

Tablo 4.7°ye gore en yiiksek PPO aktivitesi katekolde gozlendiginden bu substrat igin
kinetik sabitler (Km ve Vmax) Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplandi
(Lineweaver ve Burk, 1934). Enzim, Michaelis Menten kinetigine uymaktadir (Sekil
4.9A). Enzimin substratina olan afinitesinin bir belirleyicisi olan Km degeri ve enzimin
maksimum hiz1 (Vmax degeri), Sekil 4.9B’deki Lineweaver-Burk grafiginden sirasiyla
17,8 mM ve 2000 umol/mL/dk olarak bulundu.
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Sekil 4.9. Katekol konsantrasyonunun PPO aktivitesine etkisini gdsteren
Michaelis-Menten grafigi (A) ve Lineweaver Burk egrisi (B)

Literatiirde bir¢ok farkli kaynaktan elde edilen PPO enziminin katekole kars1 ilgisini ifade
eden Km degerleri farklilik gostermektedir (Tablo 4.8). Altin ¢ilek ve Tadela Hurmasi ile
yapilan ¢aligmalarda Km degerleri sirasiyla 30,13 ve 35 mM olarak bulunmustur. Buna
gore karadut polifenol oksidaz enziminin katekole karsi olan ilgisi literatiirdeki diger
meyvelerde bulunan polifenol oksidaz enzimlerine gore daha yiiksektir (Km degeri daha

diisiiktiir).
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Tablo 4.8. Farkli kaynaklardan elde edilen PPO enziminin Km ve Vmax degerleri

Kaynak Km (mM) Vmax (U/mL/dk) Referans
Yer elmasi 6,12 4564,75 Erzengin M., 2009
Yaban mersini 15 2,57 Siddiq ve Dolan, 2017
Altin ¢ilek 30,13 12,90 Bravo ve Osorio, 2016
Tadela Hurmast 35 2801 Benaceur ve dig., 2019

4.4.4. inhibitorlerin Karadut PPO Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Substrat olarak katekol, 4MC ve 4BC kullanilarak 0,1 ve 5 mM konsantrasyonlarinda
sekiz farkli inhibitoriin (askorbik asit, benzoik asit, kojik asit, p-kumarik asit, tiyoiire,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), glisin ve B-merkaptoetanol) karadut PPO aktivitesi
tizerindeki etkisi incelendi. Tablo 4.9’a gore 0,1 ve 5 mM konsantrasyonlarinda %100
inhibisyon gosteren askorbik asit ve B-merkaptoetanol, karadut PPO’su igin giiglii
inhibitorlerdir. Ayrica 5 mM’da %100 inhibisyona sebep olan kojik asit, kumarik asit ve
thiotire de giiclii inhibitor olarak sayilabilir. Diger taraftan EDTA ve glisin, 5 mM’da dahi
PPO aktivitesinde sirasiyla %21 ve %23 oraninda inhibisyon etkisi gostermeleri sebebiyle
zayif inhibitor 6zelligi gostermektedirler. Literatiirde de benzer sonuglar rapor edilmistir.
Ornegin, askorbik asit kayisi (Derardja ve dig., 2017), altin ¢ilek (Bravo ve Osorio, 2016),
mamey (Palma-Orozco ve dig., 2011) ve hodan (Alici ve Arabaci, 2016) PPO'lar1 i¢in en
etkili inhibitor olarak tanimlanmistir. f-merkaptoetanoliin 6nemli inhibitor etkileri,
enzimin 1 mM inhibitor ile muamelesinden sonra kalan aktivite yiizdesinin %10 olarak
kaydedildigi Isvicre pazi PPO'su i¢in sunulmustur (Gao ve dig., 2009). Erik PPO ile
yapilan inhibisyon calismalarinda en diisiik inhibisyon etkisi %17'den daha diisiik

inhibisyon ile glisin i¢in gozlenmistir (Ionita ve dig., 2017).

Tablo 4.9. Inhibitorlerin karadut PPO enzimi tizerine etkisi

Inhibitor Kalan polifenol oksidaz aktivite (%6)
Katekol 4-Tert Biitil Katekol 4-Metil Katekol

0.1 mM 5mM 0.1 mM 5mM 0.1 mM 5mM
Askorbik asit 0 0 61+2 0 0 0
Benzoik asit 43+1 25+1 T7+2 0 61+2 56+1
Kojik asit 7942 0 64+1 0 66+3 0
Kumarik asit 67+1 0 80+4 0 64+4 0
Thiotire 661 0 82+2 70+1 65+1 0
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Tablo 4.9. (Devam) Inhibitérlerin karadut PPO enzimi iizerine etkisi

EDTA 94+1 79+1 75+1 75+1 79+2 7844
Glisin 90+5 8942 87+3 85+2 7945 77+1
B-Merkaptoetanol 0 0 0 0 0 0

*Denemeler ii¢ tekrar halinde gerceklestirildi ve degerler ortalama £SD olarak sunuldu.
4.4.5. Metal iyonlarimin Karadut PPO Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Dokuz metal iyonunun (CuSO4, MgSQO4, KCI, CaCl,, ZnSQO4, FeSO4, NiSO4, MNSO4 ve
NaCl) karadut PPO aktivitesi iizerindeki etkisi, ii¢ substrat, katekol, 4BC ve 4MC
kullanilarak 0,1 ve 5 mM inhibitér konsantrasyonlarinda incelendi. Tablo 4.10’a gore,
test edilen tiim metal iyonlar1 PPO aktivitesi izerinde doza bagli olumsuz etki gosterdiler.
Calisilan metal iyonlar1 arasinda, 5 mM'de FeSOa baslangi¢ aktivitesinin %64 kaybiyla
en 6nemli inhibisyonu gosterdi. Literatlirde miirdiim erigi ile yapilan ¢alismada (Yildiz
ve dig., 2022) 1 mM konsantrasyonda FeSOa4’1lin %43,18 enzim inhibisyonu gézlemlendi.
Spesifik metal iyonlarinin inhibitor/uyarici etkisinin enzim kaynaklar1 arasinda farklilik
gosterdigi gozlemlenmistir. Ornegin bu ¢alismada 5SmM’da %34 inhibe edici etki
gosteren CuSQq4, miirdim erigi ile yapilan ¢alismada (Yildiz ve dig., 2022) 1 mM

konsantrasyonda %219,66 enzim aktivasyonu gostermistir.

Tablo 4.10. Metal iyonlarinin karadut PPO enzimi {izerine etkisi

Metal iyon Kalan Polifenol Oksidaz Aktivite (%)
Katekol 4-Tert Biitil Katekol 4-Metil Katekol

0.1 mM 5mM 0.1 mM 5mM 0.1 mM 5mM
CaCl, 601 5742 92+4 621 92+4 78+7
Zns0, 74+4 71+1 9741 7327 7947 T4+4
NiSO, 88+8 78+2 92+4 91+1 96+5 9145
NaCl 89+14 65+1 99+1 96+3 93+1 71+1
MnSO, 811 7942 93+1 703 944 796
MgSO, Q4412 7045 9343 9244 901 86+7
KCl 89+4 84429 97+1 85+45 9144 8142
FeSO, 8142 401 901 3742 7743 3644
Cuso, 80+1 68+3 7743 66+6 82+4 7444

*Denemler ii¢ tekrar halinde gerceklestirildi ve degerler ortalama £SD olarak sunuldu.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Besin olarak kullanilan ve likopen igerikleri zengin olan Karpuz (Citrullus lanatus),
Kirmizi biber (Capsicum annuum), Incir (Ficus carica), Nar (Punica granatum), Kan
portakali (Citrus x sinensis), Greyfurt (Citrus x paradisi), Kizilcik (Cornus mas),
Kusburnu (Rosa canina), Kudret nar1 (Momordica charantia) ve Karadut (Morus nigra)
meyvelerinden elde edilen ham ekstraktlarda 14 farkli ekstraksiyon kosulu ¢alisilarak
PPO enziminin varlig1 analiz edildi. 10 farkli meyveden elde edilen ham enzim ekstrakt
orneklerinde en yiiksek PPO aktivitesine karadut meyvesinin sodyum fosfat tamponu
(100 mM, pH 7,0), askorbik asit (10 mM), PEG 6000 (%0,5, w/v) ve Kz2HPO4 (50 mM)
iceren karisimdan eldi edildi. Ardindan sirasiyla aseton ¢oktiirme ve iiglii faz ayirma
teknigi kullanarak PPO enzimi %177 verimle 2,7-kat saflastirildi. Enzim safliginin
kontrolii SDS-PAGE ile yapildi ve molekiil agirlig1 88,59 kDa olarak hesaplandi. Enzimin
optimum sicaklik degeri katekol i¢in 40°C, 4BC, 4MC ve pirogallol i¢in 50°C olarak
belirlendi. 30°C-60°C sicaklik araliginda enzimin kararli oldugu gozlendi. Optimum pH
degeri ise katekol, 4MC ve pirogallol i¢in pH 7,0, 4BC i¢in pH 8,0 olarak belirlendi.
Kararli oldugu pH aralig1 substrata gore degiskenlik gostermekle birlikte katekol ve 4MC
icin pH 5,0-10,0 arasi iken 4BC’de pH 6,0 ve iizeri olarak bulundu. Pirogallolde ise pH
7,0 ve 8,0’de aktivitesinin %50’sinden fazlasini 1 saat siireyle korudugu tespit edildi.
Substrat spesifite analizine gore karadut PPO enzimi o-difenolikleri ve p-difenolik
bilesikleri okside edebilmekte; ancak monofenolleri okside edememektedir. En iyi
substrati katekol olup, bunu 4BC ve 4MC takip etmektedir. Katekol i¢in hesaplanan Km
ve Vmax degerleri sirastyla 17,8 mM ve 2000 pmol/mL/dk’dir. En giiglii inhibitorler
askorbik asit ve B-Merkaptoetanol’dur. Glisin ve EDTA ise karadut PPO enzimi i¢in zay1f
inhibitorlerdir. Test edilen metal iyonlar1 arasinda en yiiksek inhibisyon FeSOas varliginda
gozlendi; 5 mM konsantrasyonda baslangi¢ aktivitenin yaklasik %64 iiniin kaybolmasina

sebep oldu.

Tiim sonuclar degerlendirildiginde likopen iceren ve antioksidan 6zelligi bulunan
karaduttan aseton ¢oktiirme ve beraberinde Uglii Faz Ayirma (TPP) metodu kullanilarak
PPO enziminin giivenilir, diisiik maliyetli, doga dostu ve yiiksek verimle saflastirilmasi
endiistriyel kullanim agisindan biiyilk avantaj saglamaktadir. Karakterize edilmis

enzimin artan sicaklik karsisinda kullanilan tiim substratlarda aktivitesini kaybetmedigi,
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ancak enziminin artan sicakliklarda stabilitesinin diigiik sicakliklarda korundugu
gozlemlendi. Ayrica yapilan pH c¢alismalarinda enzimin kullanilan tiim substratlarda
aktivitesinin pH 7,0 ve pH 8,0 aktif olmasinin yani sira genis bir pH araliginda enzimin
kararliligin1 korudugu belirlendi. PPO enzim kaynagi olarak karadut giiclii bir adaydir ve
enzim uygulamasi olduke¢a kolay ve diisiik maliyetli olan iki asamali teknikle basarili bir
sekilde saflastirilabilmektedir. Biyokimyasal 6zellikleri bu ¢alismada detayli bir sekilde
irdelenen karadut PPO’sunun giiclii bir antioksidan olarak farkli kanser hiicrelerindeki
anti-kanser etkisi gelecekte ¢alisilabilir. Bu sekilde uygulamada basarililig test edilmis

olunacaktir.
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Ek-A
Soliisyonlarin Hazirlamsi

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu pH 7,0

Sodyum dihidrojen fosfat (Monobazik) 4,83 g

Disodyum fosfat (Dibazik) 3,38 g

Son konsantrasyon 500 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 7,0’a ayarlanir.

0,1 M Sitrat Tamponu pH 5,4

Sodyum sitrat (tribazik) 11,70 g

Sitrik asit 0,03 g

Son konsantrasyon 400 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 5,4’¢ ayarlanur.

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu pH 7,0

Polietilen glikol 6000 0,5 g

Askorbik asit 0,17 g

Dipotasyum Fosfat 8,7 ¢

Sodyum dihidrojen fosfat (Monobazik) 3,46 g

Disodyum fosfat (Dibazik) 4,94 g

Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 7,0’a ayarlanir.

0,1 M Sitrat tamponu pH 3,0

Sodyum sitrat 0,67 g

Sitrik asit 4,35 g

Son konsantrasyon 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 3.,0’a ayarlanir.

0,1 M Sitrat tamponu pH 4,0

Sodyum sitrat 2,45 g

Sitrik asit 3,19 ¢

Son konsantrasyon 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 4,0’a ayarlanur.

0,1 M Sitrat tamponu pH 5,0

Sodyum sitrat 4,24 g

Sitrik asit 2,03 g

Son konsantrasyon 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 5,0’a ayarlanir.

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu pH 6,0

Sodyum dihidrojen fosfat (Monobazik) 3,42 g

Disodyum fosfat (Dibazik) 0,82 g

Son konsantrasyon 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 6,0’a ayarlanur.

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu pH 7,0

Sodyum dihidrojen fosfat (Monobazik) 1,52 g

Disodyum fosfat (Dibazik) 4,08 g

Son konsantrasyon 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 7,0’a ayarlanur.
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0,1 M Tris Tamponu, pH 8,0
Tris 3,02 g
Son konsantrasyon 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 8,0’a ayarlanur.

0,1 M Glisin sodyum hidroksit Tamponu, pH 9,0

Glisin 0,165 ¢

Sodyum hidroksit 0,011 g

Son konsantrasyon 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 9,0’a ayarlanir.

0,1 M Glisin sodyum hidroksit Tamponu, pH 10,0

Glisin 1,88 g

Sodyum hidroksit 0,64 g

Son konsantrasyon 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 10,0’a ayarlanir.

SDS-PAGE Elektroforez Jeli I¢in;

%15 (h/h) Ayirma Jeli

%30 Akrilamid soliisyonu 5 ml
1.5 M Tris-HCI [pH 8.8] 2,5 ml
ddH20 2,35 ml

%20 SDS 50 pl

%210 APS 100 pl

TEMED 20 pl

%5 (h/h) Yiikleme Jeli

30 Akrilamid soliisyonu 830 ul
0.5 M Tris-HCI [pH 6.8] 630 ul
ddH20 3,4 mi

%20 SDS 25 ul

%210 APS 50 pl

TEMED 5 pl

SDS-PAGE Elektroforez Soliisyonlari,

10x Running Buffer

Tris15¢g

Glisin 144 g

Son konsantrasyon 500 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.

1x Running Buffer

10x buffer 100 mL

SDS1g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir.
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1,5 M Tris HCI Tamponu pH 8,8
Tris 18,15 g
Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.

0,5 M Tris HCI Tamponu pH 6,8
Tris 69
Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.

%10 SDS
SDS 10 ¢
Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.

%10 h/h APS (Amonyumpersiilfat)
0,1 g APS tartilir 1 mL dH20’da ¢ozdiiriiliir.

Glimiis Boyama Soliisyonlari,

Fiksasyon

Etanol %50 mL

Asetik asit %12 mL

%37’1ik formaldehit %0,05 mL

Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.

Yikama
Etanol %50 mL
Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.

On islem
Sodyum tiyosiilfat %0,02 g
Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.

Emdirme (+4°C)

Giimiis nitrat %0,2 g

%37’1ik formaldehit %0,075 mL

Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.

Boyama

Sodyum karbonat %6 g

%37’1ik formaldehit %0,05 mL

Sodyum tiyosiilfat %0,4 mg

Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.

Durdurma

Metanol %50 mL

Asetik asit %12 mL

Son konsantrasyon 100 mL olacak sekilde distile su ilave edilir.
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Ek-B

Protein miktarmin belirlenmesi i¢in standart protein olarak sigir serum albiimin (BSA)
kullanildi. Stok BSA ¢ozeltisi (2 mg/mL) ayn1 tampon ile uygun oranlarda seyreltilerek
0, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5 ve 2 mg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde standart
protein ¢ozeltileri hazirlandi. Numarlandirilmis olan 2 mL’lik ependorflara, farkli BSA
konsantrasyonlarindan 100 uL ve 900 uL Bradford reaktifi (AppliChem Bradford Ultra
Protein Assay) eklendi. 595 nm’de spektrofotometrik 6l¢ciim gerceklestirilerek standart
egri olusturuldu (Sekil E.1).

y = 1.452x
3 R*=0.9903
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Sekil B.1. Standart BSA egrisi
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Ek-C
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Sekil C.1. Molekiil agirlik belirlenmesinde kullanilan grafik
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