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Üniversitesi Kütüphaneleri Açık Erişim Sisteminde erişime açılır. 

 
⎕ Enstitü yönetim kurulu kararı ile tezimin/projemin erişime açılması mezuniyet tarihinden 

itibaren 2 yıl ertelenmiştir.  

 

⎕ Enstitü yönetim kurulu gerekçeli kararı ile tezimin/projemin erişime açılması mezuniyet 

tarihinden itibaren 6 ay ertelenmiştir. 

 

 X Tezim/projem ile ilgili gizlilik kararı verilmemiştir 

 

 

 

 

Simge ÇOLAK 

 

 

 

 



iii 

 

 

ÖNSÖZ VE TEŞEKKÜR 

 

Bu çalışmada likopen içeriği zengin meyvelerde (Karpuz, Kırmızı biber, İncir, Nar, Kan 
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paylaşan, göstermiş olduğu ilgi ve alakasıyla desteğini hiçbir zaman esirgemeyen saygı 

değer danışman hocam Doç. Dr. Yonca YÜZÜGÜLLÜ KARAKUŞ’a çalışmalarımın 

gerçekleşmesinde laboratuvar ve cihaz imkanını sunan Prof. Dr. Özlem AKSOY’a, tez 
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LİKOPENCE ZENGİN MEYVELERDE POLİFENOL OKSİDAZ ENZİMİNİN 

TARANMASI VE BİYOKİMYASAL KARAKTERİZASYONU 

 

ÖZET 

 

Bu çalışmada likopen içeriği zengin meyveler seçilerek polifenol oksidaz (PPO) enzimi 

aktivitesi bakımından taranması, yüksek PPO içeriğine sahip meyveden düşük maliyette 

ancak yüksek verimde enzimin saflaştırılması ve biyokimyasal karakterizasyonu 

amaçlandı. Bu amaçla Kocaeli ve Bursa ili yerel pazarlarda yaygın olarak satılan 10 farklı 

meyve (karpuz, kırmızı biber, incir, nar, kan portakalı, greyfurt, kızılcık, kuşburnu, kudret 

narı ve karadut) seçilerek 14 farklı ekstraksiyon ortamından elde edilen ham ekstraktlar 

PPO aktiviteleri açısından tarandı. Çalışılan 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) içeren ekstraksiyon ortamından elde edilen özütte en yüksek PPO 

aktivitesi (3753 U/mL) tespit edildi. Buradan yola çıkarak, karaduttan PPO enzimi aseton 

çöktürme ve üçlü faz ayırma yöntemiyle %177 verimle 2,7 kat ilk kez bu çalışmada 

saflaştırıldı. Enzimin moleküler ağırlığı sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel 

elektroforezi ile 88,59 kDa olarak hesaplandı. Enzimin optimum sıcaklık değeri katekol 

için 40°C; 4-metil katekol (4MC), 4-bütil katekol (4BC) ve pirogallol için 50 °C olarak 

belirlendi. Optimum pH değeri 4BC için 8,0; katekol, 4MC ve pirogallol için 7,0 olarak 

belirlendi. Enzimin monofenolikler üzerinde etkili olmadığı ancak o-difenolik ve p-

difenolik bileşikleri okside edebildiği gözlendi. Katekol için Km ve Vmax değerleri 

sırasıyla 17,8 mM ve 2000 µmol/mL/dk olarak bulundu. Askorbik asit, β-merkaptoetanol 

ve FeSO4’ün enzim aktivitesini 5 mM konsantrasyonda tamamen inhibe ettiği gözlendi. 

Tüm sonuçlar değerlendirildiğinde likopen içeren ve antioksidan özelliği bulunan 

karadutun PPO kaynağı olarak kullanılabileceği ve enzimi düşük maliyetle doğa dostu bir 

şekilde izole edilebileceği öngörülmektedir. 

 

 

 

Anahtar Kelimeler: Karakterizasyon, Likopen, Morus nigra, Polifenol Oksidaz, Üçlü 

Faz Ayırma.
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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 µmol/mL/min, respectively. Ascorbic acid, β-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. 
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1. GİRİŞ 

 

Petrol, kömür gibi kaynakların kullanımı ile oluşan çevre kirliliği, hava kirliliği, su 

kirliliği, UV-ışınları ve küresel ısınma günümüzde Dünyada var olan sorunlardan birkaç 

tanesidir. Buna ek olarak yediğimiz ve içtiğimiz besinlerdeki kimyasallar, kullanılan 

ilaçlar, sigara ve stres insan vücudunda serbest radikal oluşumuna sebep olmaktadır. 

Oluşan serbest radikaller DNA, RNA, lipit ve proteinlerin yapısını bozarak başta kanser 

olmak üzere kalp damar hastalıklarına, inflamatuar hastalıklara ve psikolojik 

rahatsızlıklara sebep olmaktadır. Serbest radikal oluşumunu engellemek veya oluşan 

serbest radikalleri temizlemek için antioksidan bakımından zengin bitkisel kaynakların 

tüketilmesi önerilmektedir. Antioksidanlar serbest radikallerin hücrelerde meydana 

getirdiği hasarları önleyerek veya zararlı etkilerine karşı hücreleri koruyarak hastalıkları 

önlemeye katkı sağlamaktadırlar. Yapılan çalışmalarda gösterilmiştir ki likopen içeren 

sebze ve meyveler antioksidan bakımından oldukça zenginlerdir. Antioksidan 

enzimlerden biri olan polifenol oksidaz enzimi gıda sektörü başta olmak üzere, eczacılık, 

atık su gideriminde, plastik ve kağıt endüstrisinde sıklıkla kullanılmaktadırlar (Güray, 

2009). Bu çalışmada yerel pazar ve marketlerde satılan likopen içeriği bakımından zengin 

olan karpuz (Citrullus lanatus L.), kırmızı biber (Capsicum annuum L.), incir (Ficus 

carica L.), nar (Punica granatum L.), kan portakalı (Citrus x sinensis L.), greyfurt (Citrus 

x paradisi Macfad.), kızılcık (Cornus mas L.), kuşburnu (Rosa canina L.), kudret narı 

(Momordica charantia L.) ve karadut (Morus nigra L.) seçilerek gıda olarak kullanılan 

kısımlarından polifenol oksidaz üretimi için alternatif kaynakların belirlenmesi amacıyla 

taranması, en yüksek polifenol oksidaz aktivitesi gösteren meyve/sebze seçilerek enzimin 

yüksek verimde saflaştırılması ve biyokimyasal özelliklerinin belirlenmesi amaçlandı. 

Buna göre meyve/sebze örneklerinden ham enzim ekstraktların hazırlanması, enzim 

aktivite analizi ile en yüksek polifenol oksidaz aktivitesi gösteren ekstraktın seçilmesi, 

ardından uygulaması hızlı, basit ve düşük maliyetli bir teknik olan üçlü faz ayırma 

yöntemi ile polifenol oksidaz enziminin saflaştırılması ve saf enzimin spektrofotometrik 

ve elektroforetik yöntemlerle biyokimyasal karakterizasyonu gerçekleştirildi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Oksidatif Stres 

 

Organizmada hücresel metabolizma sırasında oluşan reaktif oksijen türlerinde (ROS) 

artış ile bunlara karşı serbest radikal temizleyiciler gibi davranan antioksidanlar arasında 

oluşan dengenin ROS lehine bozulması “oksidatif stres” olarak tanımlanır (Özcan ve diğ., 

2015) (Şekil 2.1) Hücre içerisinde normal şartlarda oksidan ve antioksidanlar denge 

halinde bulunmaktadır. Bu dengenin bozulup oksidatif streste artış meydana gelmesi, 

hücre ve dokulardaki lipitlere, enzimlere, karbohidratlara, proteinlere ve DNA'ya hasar 

verebilir. Bunun sonucunda da membran hasarı, DNA, enzimler ve yapısal proteinler gibi 

moleküllerin parçalanması ve hatta lipit peroksidasyonu ve DNA parçalanmasının neden 

olduğu hücre ölümü gerçekleşebilir (Beckman ve Ames, 1998). Oksidatif stres başta 

kanser olmak üzere kardiyovasküler ve inflamatuar hastalıklar, ateroskleroz, nörolojik 

bozukluklar ve diyabet gibi birçok hastalığın oluşumuna sebep olmaktadır (Özcan ve diğ., 

2015). 

 
 

Şekil 2.1. Oksidatif denge (BioRender ile oluşturuldu) 
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2.1.1. Reaktif Oksijen Türleri (ROS) 

 

Biyolojik sistemlerde birçok radikal türü olmasına rağmen en çok görülen ve oksijenden 

oluşan radikaller genel olarak ROS olarak adlandırılmaktadır. ROS’lar, moleküler 

oksijenin bir kısmının çeşitli enzimatik reaksiyonlar veya mitokondride elektron taşıma 

zinciri (ETS) boyunca indirgenmesi ile oluşmaktadır (Özcan ve diğ., 2015). ROS’lar hem 

metabolik süreçler (hücresel solunum) hem de çevresel faktörlerin (ilaç toksisitesi, sigara 

dumanı, UV-ışını, hava kirliliği, alkol gibi) etkisi ile sürekli olarak üretilmektedirler. 

ROS’lar hem serbest radikalleri hem de serbest radikal olmayan (non-radikal) oksijenli 

molekülleri içermektedir (Aslankoç ve diğ., 2019).  

ROS’ların başlıca radikal türleri; Hidroksil radikali (OH•), Süperoksit radikali (O2•-), 

Peroksil radikali (LOO-)’dir. Radikal olmayan (non-radikal) türleri ise; Hipokloröz asit 

(HOCl), Hidrojen peroksit (H2O2), Singlet oksijen (1O2)’dir (Çavdar ve diğ., 1997). 

Hidrojen peroksit (H2O2), süperoksit (O2•-), singlet oksijen (1O2) ve hidroksil radikali 

(OH) gibi radikal ve radikal olmayan aktifleşmiş oksijen türleri oldukça reaktiftir ve bu 

da organlarda toksik etkilere yol açmaktadır (Aslankoç ve diğ., 2019).  

Serbest radikallerin negatif ve pozitif etkileri arasında oluşan bir denge vardır. Bu denge 

canlı organizmalar için çok önemlidir ve "redoks düzenleme" olarak isimlendirilen 

mekanizmalar ile bu denge hali elde edilir. Redoks düzenlemesi canlı organizmaları 

çeşitli oksidatif streslerden korumaktadır (Valko ve diğ., 2007). 

2.2. Antioksidanlar 

Antioksidanlar veya antioksidan savunma sistemi, ROS’ların oluşumunu engelleyerek 

veya bulunan serbest radikalleri temizleyerek bu maddelerin meydana getirdiği hasarları 

önlemek için vücutta görev yapan savunma sistemidir (Kahkönen ve diğ., 1999; 

Karabulut ve Gülay, 2016). Serbest radikallerin fazlasını uzaklaştırmak, hücreleri serbest 

radikallerin zararlı etkilerine karşı korumak ve hastalıkları önlemeye katkı sağlamak 

antioksidanların rolleri arasında gösterilebilir (Pham-Huy ve diğ., 2008) Antioksidanlar 

gıda oksidasyonunu önleyerek çabuk bozulan ürünlerin bozulmasını da 

geciktirmektedirler. Antioksidanların insan sağlığındaki yerini belirleyen faktörlerden en 

önemlileri, kimyasal yapıları, yapı/aktivite ilişkileri ve doğal kaynaklardan elde
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edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001). Antioksidanlar vücut hücreleri tarafından 

üretilebildikleri gibi dışarıdan gıda yolu ile de alınabilmektedir. Gıdaların antioksidan 

içerikleri gıda maddesinin cinsine, iklime, hasat zamanına, neme, ışığa, muhafaza 

ortamının ısısına ve gıdanın hazırlanmasına göre değişebilmektedir (Yılmaz, 2010). 

Kırmızı renkli meyvelerde bol miktarlarda bulunan antioksidanlar, endojen ve eksojen 

kaynaklı antioksidanlar olmak üzere iki grupta toplanırlar (Karataş ve Çöteli, 2016) (Şekil 

2.2). Bu antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini sağlayabilmek için serbest 

radikallerden vücudu korurlar ve serbest radikalleri etkisiz hale getirmek için kullanılırlar 

(Sen ve Chakraborty, 2011). Endojen kaynaklı olan antioksidanlar, enzimatik ve 

enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki alt grupta, eksojen kaynaklı olan 

antioksidanlar ise vitamin ve ilaç olarak iki alt grupta sınıflandırılabilir (Aydemir ve 

Karadağ Sarı, 2009). 

 
 

Şekil 2.2. Antioksidanların sınıflandırılması (Karataş ve Çöteli, 2016) 
 

2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar 

 

Enzimatik savunma hattını oluşturan endojen kaynaklı enzimatik antioksidanlar arasında 

süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon redüktaz (GR) ve 

katalaz (CAT) bulunur (Ighodaro ve Akinloye, 2018). 
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Süperoksit Dismutaz (SOD) (E.C.1.15.1.1) 

Süperoksit dismutaz, süperoksit serbest radikalinin (O2•ˉ) oksijen ve hidrojen peroksite 

dönüşümünü katalizleyen antioksidan enzimdir (Denklem 2.1). Oluşan hidrojen peroksit 

(H2O2) daha sonra, katalaz (CAT) ya da glutatyon peroksidaz (GPx) ile uzaklaştırılır 

(Chaudiere ve Iliou, 1999) 

                                      SOD 
 2O2•ˉ + 2H                                         H2O2 + O2                                                                                                  (2.1) 

İnsanlarda süperoksit dismutaz (SOD)’ın üç formu vardır. Bunlar bakır (Cu) ve çinko 

(Zn) içeren süperoksit dismutaz, manganez (Mn) içeren süperoksit dismutaz ve 

ekstraselüler süperoksit dismutaz’dır (Young ve Woodside, 2001). 

Glutatyon Peroksidaz (GPx) (E.C.1.11.1.4) 

Glutatyon peroksidaz enzimi, elektron kaynağı olarak glutatyonu (GSH) kullanarak H2O2 

ve hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Böylece glutatyon okside olur ve 

glutatyon disülfit (GSSG) meydana gelir (Denklem 2.2) (Reiter ve diğ., 1995). Glutatyon 

peroksidaz (GPx), H2O2’den kaynaklanan hasara karşı hücre koruması gerçekleştirir ve 

böylelikle H2O2’den OH’in oluşumunu engeller (Sen ve Chakraborty, 2011). 

                                       GPx 

H2O2 + 2GSH                                       GSSG + 2H2O              (2.2) 

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

Glutatyon redüktaz, GPx ile oluşmuş olan okside glutatyon disülfit’in (GSSG) tekrardan 

indirgenmiş glutatyona (GSH) dönüşümünü katalizlemektedir (Denklem 2.3) (Pektaş, 

2009). 

GR 

2GSSG + NADPH + H+                                               2GSH + NADP+    (2.3) 

Katalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6) 

Katalaz enzimi, H2O2’nin oksijen (O2) ve suya (H2O) dönüşümünü katalizlemektedir 

(Denklem 2.4) (Limón-Pacheco ve Gonsebatt, 2009). 

                           CAT 

2H2O                                        H2O+ O2                                                                                     (2.4) 
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2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 

 

Birçok bitkide, hayvansal dokularda ve mikroorganizmalarda bulunan doğal 

antioksidanlardır (Tablo 2.1) (Görünmezoğlu, 2008). 

Tablo 2.1. Enzimatik olmayan antioksidanlar ve reaksiyonları (Karabulut ve Gülay,  

2016). 

 

Enzimatik olmayan Antioksidanlar Reaksiyonları 

Melatonin Lipofilik özellik gösterir. Hidroksil ve 
süperoksit radikallerini tutarak doğrudan bir 
serbest radikal süpürücüsü ve antioksidan 
etki gösterir. 

Seruloplazmin Ferro demiri (Fe+2) ferri demirine (Fe+3) 
yükseltgeyerek fenton reaksiyonu 
oluşumunu ve hidroksil radikal oluşumunu 
engeller. 

Transferrin Serbest demir iyonlarını bağlayarak fenton 
reaksiyonu oluşumunu önler. 

Glutatyon (GSH) Bir antioksidan olarak hücrenin redoks 
durumunu korur, hücre sinyal 
mekanizmasının düzenler, apoptozda faaliyet 
gösterir.  

Ürik asit Güçlü bir serbest radikal süpürücüdür. 

Bilirubin Ömrünü tamamlayan eritrositlerin 
parçalanmasıyla meydana gelir. Peroksil 
radikallerini etkileyerek zincir kırıcı etki 
gösterir, etkili bir antioksidandır. 

Albumin Hipokloröz asit (HOCI) oluşmasını 

katalizler. Albümin plazmadaki en önemli 

ve en etkili antioksidanlardan biridir. 
Koenzim Q10 Serbest radikalleri süpürerek ve lipit, 

protein peroksidasyonunu baskılayarak bir 
antioksidan olarak çalışır. 

Selenyum ROS oluşumunu GPx aktivitesini artırarak 
baskılar. 

 

2.2.3. İlaç Grubu Antioksidanlar 

Tablo 2.2. Eksojen kaynaklı (İlaç Grubu) antioksidanlar ve reaksiyonları (Aydemir ve  

 Karadağ Sarı, 2009) 

Eksojen Kaynaklı (İlaç Grubu) 
Antioksidanlar Reaksiyonları 

Allopürinol, oksipürinol, pterin aldehit, 

tungsten 

Ksantin oksidaz inhibitörleridir. 

Süperoksit üretimini inhibe ederler. 
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Tablo 2.2. (Devam) Eksojen kaynaklı (İlaç Grubu) antioksidanlar ve reaksiyonları 

(Aydemir ve Karadağ Sarı, 2009) 

 

Adenozin, lokal anastezikler, kalsiyum 

kanal blokerleri, steroid olmayan 
antiinflamatuarlar 

NADPH oksidaz inhibitörleri olarak 

görev yaparlar. 

Trolox-C Vitamin E analoğu olarak görev yapar. 

Mannitol Enzimatik olmayan serbest 

radikal toplayıcıdır. Hidroksil radikalini 

toplar. 

 

2.2.4. Vitamin Grubu Antioksidanlar 

Dışarıdan alınan eksojen kaynaklı antioksidanlar grubunda yer almaktadır (Tablo 2.3). 

Tablo 2.3. Eksojen kaynaklı (Vitamin Grubu) antioksidanlar ve reaksiyonları (Şener ve  

Yeğen, 2009) 
 

Eksojen Kaynaklı (Vitamin Grubu) 
Antioksidanlar Reaksiyonları 

α-Tokoferol (Vitamin E) Hücre zarı fosfolipidlerinde çözünür, böylece 

peroksidasyonu engeller. Süperoksit ve 

hidroksil radikallerini indirger. 

β-karoten (Vitamin A) Singlet oksijeni bastırır, süperoksit radikalini 

temizler ve OH•, alkoksil ve peroksil 

radikalleriyle etkileşerek antioksidan görevi 

görür. En güçlü singlet O2 uzaklaştırıcı olarak 

bilinen karotenoid likopendir. 

Askorbik asit (Vitamin C) Proteine bağlı ferrik demiri indirgeyerek ferröz 

demire dönüştürür. İnsanlarda sentez edilmediği 

için diyetle alınması gerekir. 

 

2.3. Likopen 

Doğal pigmentler, bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi kaynaklardan elde 

edilen yenilebilir renklendirici maddelerdir. Antosiyaninler, karotenoidler ve flavonoidler 

sarı, turuncu, kırmızı, mavi ve mor dahil olmak üzere birçok farklı renk sağlayan bitki 

pigmentleridir (Wang ve diğ., 2023). Likopen ise, çeşitli bitkilerde, meyve ve sebzelerde 

yaygın olarak bulunan, bulunduğu ortama kırmızı renk veren yağda kolay çözünebilen 

karotenoid grubu bir pigmenttir (Li ve diğ., 2020). Özellikle domates, karpuz, pembe 
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greyfurt , kayısı, papaya ,kızılcık ve guava gibi olgun kırmızı meyve ve sebzelerde 

bulunur. Fakat kuşkonmaz ve maydanoz gibi kırmızı renkte olmayan bazı bitkilerde de 

likopen bulunmaktadır (Kulawik ve diğ., 2023). İlk olarak 1876 yılında Millardet 

tarafından domateste keşfedilmiştir (Zhu ve diğ., 2020). 

Kimyasal olarak C40H56 moleküler formülüne ve 536,86 g/mol moleküler ağırlığa sahiptir 

(Ma ve diğ., 2016). Yapısında 2 konjuge olmayan çift bağ ve 11 konjuge çift bağ  

bulunmaktadır (Şekil 2.3). Likopen görünür ışığı absorbe edebilir ve maksimum dalga 

boyu (λmax) = 472 nm olan absorpsiyon spektrumuna sahiptir (Wang ve diğ., 2023). 

 

 
 

Şekil 2.3. Likopenin Yapısı (URL-1) 

Likopen çok güçlü bir antioksidandır; hücreleri oksidatif hasara karşı korur, serbest 

radikal temizleyicisi olarak davranır, hidrojen peroksiti, nitrojen dioksiti ve hidroksil 

radikallerini ortadan kaldırma yeteneğine sahiptir (Khongthaw ve diğ., 2022; Kulawik ve 

diğ., 2023; Rao ve diğ., 1998). Ayrıca güçlü bir singlet oksijen uzaklaştırıcıdır 

(Grabowska ve diğ., 2019). Antioksidan özelliklerine ek olarak hücreler arası iletişimi 

sağladığı da keşfedilmiştir (Rao ve diğ., 1998). 

Likopen, ısıya dayanıklı bir karotenoiddir, dolayısıyla besini pişirmek ona zarar vermez; 

aksine ısı likopeni vücut tarafından daha kolay sindirilebilir hale getirmektedir (Marzocco 

ve diğ., 2021). Klinik çalışmalar likopen içeren yiyecekleri tüketmenin insan bağışıklığını 

güçlendirdiğini, kardiyovasküler hastalıklar ve bazı kanser risklerini önleyebileceğini 

veya azaltabileceğini göstermektedir (Akınoğlu ve Erdal, 2024). Ayrıca araştırmalar 

likopenin prostat, akciğer, rahim ve meme kanseri gibi bazı kanser türlerine karşı önleyici 

etkisi olduğunu da göstermiştir. Likopen, tümör hücrelerinin çoğalmasını engelleyerek 

apoptozu indüklemekte ve metastazı önlemektedir (Li ve diğ., 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
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likopen fonksiyonel gıdalarda, kozmetik sektöründe ve farmasötiklerde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Zhu ve diğ., 2020). 

2.4. Polifenoller 

Polifenoller doğada sebzelerde, meyvelerde, tahıllarda ve diğer bitkilerde bol miktarda 

bulunan doğal maddelerdir (Wang ve diğ., 2022). Bitkilerin büyüme ve gelişmesi için 

önemli fitokimyasallardandır. Bitkileri mikroorganizmalara, böceklere, ultraviyole ışığa 

ve sıcağa karşı koruyan, bitkilerin çiçek, yaprak, meyve, sap ve kök gibi bölümlerinde 

bulunan ikincil metabolitlerdir (Alkan ve Rakıcıoğlu, 2020; Kawabata ve diğ., 2019). 

Polifenoller serbest radikal temizleyici, antioksidan, anti-ultraviyole, antibakteriyel ve 

antitümör gibi aktivitelere sahip olduklarından tıpta, pestisit üretimi ve gıda katkı maddesi 

gibi çeşitli yerlerde kullanılmaktadırlar (Wang ve diğ., 2022). Yapılarında birden fazla 

fenol halkası bulunan polifenoller, biyolojik fonksiyonlarına ve kimyasal yapılarına göre 

flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler ve lignanlar olarak dört grup altında 

incelenmektedir (Şekil 2.4) (Tsao, 2010). 

 

Şekil 2.4. Polifenollerin sınıflandırılması (Alkan ve Rakıcıoğlu, 2020) 
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2.4.1. Flavonoidler 

Flavonoidler, kalkon bileşiklerinden türetilen ikincil metabolitler olup genellikle 

bitkilerde bulunan ancak insan vücudunda sentezlenemeyen antioksidanlardır (Guo ve 

diğ., 2023). Yapılarındaki heterosiklik halkanın çeşidine göre flavonoller, flavanonlar, 

flavanoller, flavonlar, antosiyaninler ve izoflavonoidler olmak üzere alt kategoriye 

ayrılmaktadırlar (Şekil 2.5) (Manach ve diğ., 2004) 

 

Şekil 2.5. Flavonoidlerin sınıflandırılması (Çetin, 2012) 

2.4.2. Stilbenler 

İki karbon atomu içeren metilen ile birbirlerine bağlanmış, iki fenil halkasından 

oluşmaktadırlar (Şekil 2.6). Bitkilerde yaralanma ve enfeksiyon sonucu tepki olarak 

ortaya çıkarlar (Pandey ve Rizvi, 2009). Yapılan çalışmalarda antikanserojen etki 

sağladıkları belirlenmiştir (Bayır ve diğ., 2019). 

 

Şekil 2.6. Stilbenlerin yapısı (Pandey ve Rizvi, 2009) 

 

2.4.3. Lignanlar 

2,3-dibenzilbütan yapısında olan lignanlar iki sinnamik asit dimerizasyonundan 
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oluşmaktadır (Şekil 2.7). (Adlercreutz ve diğ., 1997). Keten tohumu lignan bakımından 

en zengin kaynaktır (Bayır ve diğ., 2019). 

 

Şekil 2.7. Lignanların yapısı (Pandey ve Rizvi, 2009) 

2.4.4. Fenolik Asitler 

Benzoik asit türevleri ve sinnamik asit türevleri olmak üzere ikiye ayrılmaktadır (Şekil 

2.8). Benzoik asit türevlerinin bitkilerdeki konsantrasyonu genellikle azdır fakat bazı 

kırmızı meyvelerde ve soğanda belirli miktarda bulunmaktadır. Sinnamik asit türevleri 

kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit ve p-kumarik asittir (Bayır ve diğ., 2019). 

 

Şekil 2.8. Fenolik asitlerin yapısı (a): Hidroksibenzoik asit (b): Hidroksisinnamik asit 

(Atak ve Uslu, 2018) 

 

2.5. Polifenol Oksidazlar 

Antioksidan enzimler olarak polifenol oksidazlar (PPO'lar), yüksek oranda fenolik ve 

fenolik olmayan aromatik bileşikleri oksitler. En önemli fizyolojik etkileri pigmentasyon, 

kök oluşumu ve çevre koşullarına karşı korumadır. 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 üç grupta 
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sınıflandırılırlar. Ancak bazen peroksidazlar (E.C. 1.11.1.7) da polifenol oksidazlara dahil 

edilirler. Peroksidazlar, hidrojen peroksit varlığında fenolik maddeleri oksitleyen 

enzimlerdir (Yüzügüllü Karakuş ve diğ., 2021). Her üç grup önemli ölçüde farklılıklar 

gösterseler de lakkazlar dört bakır atomu içerirken, katekol oksidaz/tirozinazlar iki 

bakır atomu içerirler. Bakır atomları tüm polifenol oksidazlar için gereklidir (Torelli ve 

diğ., 2002).  

Bilinen en eski enzimlerden biri olan lakkazlar hem p-difenol hem de o-difenoller 

üzerinde etkilidirler. Farklı mantarlardan, yüksek bitkilerden, bakterilerden, likenlerden 

ve böceklerden elde edilebilirler. Bugüne kadar fungal lakkazlarla ilgili çok sayıda 

çalışma mevcuttur; ancak bitki lakkazları bir ölçüde göz ardı edilmiştir. Bitki lakkazları 

ligninin biyosentezi ve polimerizasyonu, uzama ve stres tepkisi ile ilişkilidir. 

Biyoremediasyonda kullanımlarına ilişkin birçok örnek rapor edilmiştir (Arregui ve 

diğ., 2019). Tirozinazlar doğada yaygındır. Monofenollerin o-difenollere 

hidroksilasyonunu, ardından difenolün ilgili kinona oksidasyonunu gerçekleştirirler. 

Tirozinazlar melanin biyosentezinde rol oynarlar. Bitkilerde tanenler, lignin, 

flavonoidler gibi fenolik polimerlerin üretiminde, bitki hücresi solunumu ve yaraların 

iyileşmesi sırasında redoks potansiyelinin düzenlenmesinde birincil rolleri vardır. 

Tirozinazların potansiyel uygulamaları arasında yeni melaninlerin üretilmesi, protein 

çapraz bağlanması, fenolik biyosensörler, L-DOPA üretimi, fenol ve boya giderimi ve 

biyokataliz yer alır (Nunes ve Vogel, 2018). Katekol oksidazlar, tirozinazlardan farklı 

olarak yalnızca o-difenollere etki eden enzimlerdir. Bitkilerde kahverengi polifenolik 

katekol melaninlerin oluşumundan sorumludurlar; böylece zarar görmüş bitki dokularını 

patojenlere ve böceklere karşı korurlar (Eicken ve diğ., 1999).  

PPO'lar birçok sebze ve meyvenin olgunlaşma sırasında ve paketleme ve işleme gibi hasat 

sonrası işlemler sırasında esmerleşmesine neden olur. Enzimatik esmerleşme reaksiyonu, 

doğal fenolik bileşiklerin kinonlara oksidasyonu nedeniyle meydana gelir ve bu 

reaksiyon, koyu kahverengi veya siyah pigmentlerin üretilmesiyle sonuçlanır. PPO 

kaynaklı esmerleşme, gıdaların rengini, lezzetini ve besin değerini olumsuz etkilediğinden, 

meyve ve sebzelerin kalitesini korumak amacıyla birçok çalışmada aktivitelerinin 

inhibisyonu çalışılmıştır. Bitki doku kültüründe kullanılan besiyerinde de meydana gelen 

bu reaksiyona “esmerleşme” adı verilmektedir. Fenoliklerin kültür ortamında birikmesi 
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genellikle büyümenin inhibisyonu ve in vitro kültüre alınan bitkilerin kaybıyla sonuçlanır 

(Jones ve Saxena, 2013). 

Bitki PPO'larının bu istenmeyen etkilerine rağmen, atık su arıtımı, biyosensör üretimi ve 

Parkinson hastalığı, vitiligo, kanser, fenilketonüri ve bazı Streptococcus enfeksiyonları 

dahil olmak üzere birçok hastalığın tedavisi dahil olmak üzere çok sayıda uygulaması 

bulunmaktadır. Ayrıca farmasötik açıdan önemli birçok bileşiğin sentezinde de 

kullanılırlar. PPO'ların gıda endüstrisinde birçok sıcak ve soğuk içeceğin lezzetini 

iyileştirmede faydalı olduğu da bulunmuştur (Panadere ve Rathod, 2018). Birçok 

endüstriyel alanda kullanımları nedeniyle küresel pazarda PPO'lara olan talep oldukça 

yüksektir (Niphadkar ve Rathod, 2015). Ancak yüksek üretim maliyeti ve düşük verimlilik 

gibi sorunlar, enzim destekli katalizi büyük ölçüde kısıtlamaktadır (Panadere ve Rathod, 

2018). 

Meyvelerdeki PPO enzimlerinin karakterizasyonu üzerine yapılan çalışmalar arasında 

elma (Janovitz-Klapp ve diğ., 1990), mango (Park ve diğ., 1980), yaban mersini (Siddiq 

ve Dolan, 2017), çilek (Wesche-Ebeling ve Montgomery, 1990), avokado (Moeini 

Alishah ve diğ., 2023), muz (Yang ve diğ., 2000), kayısı (Derardja ve diğ., 2017) ve beyaz 

duttan (Arslan ve diğ., 2004) saflaştırılan PPO’ların biyokimyasal özelliklerinin 

belirlenmesi örnek verilebilir. PPO enzimi birçok meyvede çalışılmış olmasına rağmen, 

bu çalışmada seçilen meyve/sebzeler üzerine herhangi bir yayın henüz bulunmamaktadır. 

2.6. Likopen İçeren Meyveler 

2.6.1. Karpuz (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) 

Karpuz, Kabakgiller (Cucurbitaceae) familyasına ait bir bitki ürünüdür (Şekil 2.9). 

Türkiye'nin hemen hemen her bölgesinde ve dünyanın pek çok yerinde yetişen popüler 

bir bitkidir. (Solmaz ve diğ., 2016). Şeker, likopen, sitrülin, arginin ve glutatyon gibi 

birçok önemli besin bileşiği içermektedir (Guo ve diğ., 2020). Karpuzda 13,84 ± 3,41 µg/g 

likopen bulunmaktadır (Karataş ve Çöteli., 2016). Karpuzun kırmızı rengine neden olan 

ana pigmenttir (Wang ve diğ., 2019). Yapılan çalışmalarda karpuzdaki likopen içeriğinin 

diğer meyve ve sebzelere göre daha yüksek olduğu gösterilmiştir (Sirikhet ve diğ., 2021). 

Karpuz sulu ve lifli yapılıdır, ülkemizde olgunlaşmış meyvesi tüketilmektedir (Beşirli ve 
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diğ., 2019). 

 

Şekil 2.9. Karpuz (Citrullus lanatus) (URL-2) 

2.6.2. Kırmızı biber (Capsicum annuum L.) 

Kırmızı biber, Patlıcangiller (Solanaceae) familyasına aittir (Şekil 2.10) (Anaya-Esparza 

ve diğ., 2021). Tropik ve subtropikal bölgelerde yetişen tek yıllık bir bitkidir. Orta 

Amerika ve Meksika kökenlidir. Türkiye’de baharat ve sebze olarak tüketilmek için 

üretimi yapılmaktadır. C ve E vitaminleri, provitamin A, karotenoidler ve çeşitli 

fenolikler ve flavonoidler açısından zengin bir kaynaktır (Baldemir ve diğ., 2015). 

Kırmızı biberde 10,8-26,2 µg/g likopen bulunmaktadır (Karataş ve Çöteli., 2016). 

 

Şekil 2.10. Kırmızı biber (Capsicum annuum) (URL-3) 



15   

2.6.3. Kan portakalı (Citrus x sinensis L.) 

Kan portakalı, Turunçgiller (Rutaceae) familyasına ait bir bitki ürünüdür (Şekil 2.11). 

Subtropik iklime sahip Akdeniz ülkelerinde yetiştirilmektedir. Ülkemizde ise Akdeniz ve 

Ege Bölgeleri’nde üretimi yapılmaktadır (Demir ve Koyuncu 2017). Kan portakalını 

diğer portakallardan ayıran en önemli özellik meyvesinde bulunan etli kısım ve bazen de 

meyve kabuğunda likopen kaynaklı kırmızı renk pigmenti bulundurmasıdır. Kan 

portakallarının Tarocco, Moro ve Sanguinello olmak üzere üç farklı çeşidi vardır. Kan 

portakallarında bol miktarda flavanon, antosiyanin, karotenoid ve C vitamini 

bulunmaktadır (Çimen ve diğ., 2013). Kan portakalı 0,46 ± 0,06 µg/g likopen 

içermektedir (Karataş ve Çöteli., 2016). 

 
 

Şekil 2.11. Kan portakalı (Citrus sinensis) (URL-4)       

    

2.6.4. Nar (Punica granatum L.). 

Nar, Kınagiller (Lythraceae) familyasına ait bir bitki ürünüdür (Şekil 2.12). Subtropik ve 

tropik iklime sahip Akdeniz ülkelerinde yetiştirilmektedir (Şimşek ve İkinci, 2017). 

Türkiye’de ise Güney Doğu Anadolu Bölgesinden Doğu Karadeniz’e kadar hemen hemen 

her bölgede yetişmektedir (Özkal, 1993). Genellikle taze olarak tüketilse de pekmez ve nar 

ekşisi, nar suyu, sirke, hayvan yemi, çeşitli içeceklerde ferahlatıcı bir katkı maddesi olarak 

da kullanılmaktadır. Antioksidan özelliği sayesinde kansere karşı koruyuculuk 

sağlamakta ve kolesterol ile şeker düzeyinin dengelenmesi başta olmak üzere sağlık 

üzerinde birçok etkisi bulunmaktadır (Şimşek ve İkinci, 2017). Narda bulunan likopen 

miktarı 21,43±2,35 µg/g’dır (Karataş ve Çöteli., 2016). 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Lythraceae
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Şekil 2.12. Nar (Punica granatum) (URL-5) 

 

2.6.5. İncir (Ficus carica L.) 

İncir, Dutgiller (Moraceae) familyasına ait bir bitki ürünüdür (Şekil 2.13) ve ismini Ege 

Bölgesi’ndeki antik yerleşim yeri Caria’dan almaktadır. Anavatanı Türkiye’dir ve 

buradan Suriye’ye, Filistin’e, sonrasında ise Ortadoğu’dan Çin ve Hindistan'a yayılmıştır. 

Türkiye’de taze ve kurutmalık olarak birçok farklı incir türü yetiştirilmektedir. 

Kurutularak tüketilen incirler genellikle Ege Bölgesi’nde, taze olarak tüketilen incirler ise 

Ege Bölgesi dışında üretilmektedir (Gençdağ ve diğ., 2019). İncirin likopen içeriği 0,40 

± 0,05 µg/g’dır (Karataş ve Çöteli., 2016)  

 

Şekil 2.13. İncir (Ficus carica) (URL-6) 

 

2.6.6. Greyfurt (Citrus x paradisi Macfad.) 

Greyfurt, Turunçgiller (Rutaceae) familyasına ait bir bitki ürünüdür (Şekil 2.14). 
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Anavatanı Karayip adası Barbados'dur. Aslı çok tohumlu ve beyaz renk olan greyfurtun 

zaman içinde mutasyonlar sonucu farklı renkte (pembe, kırmızı) ve çekirdeksiz çeşitler 

ortaya çıkmıştır (Seden ve diğ., 2012). Çok güçlü bir antioksidan kaynağıdır. Genel sağlığı 

iyileştirdiği, kalp sağlığına iyi geldiği bazı kanser risklerini azalttığı, sindirim sağlığını 

iyileştirdiği ve bağışıklık sistemi fonksiyonunun iyileştirilmesi başta olmak üzere çok 

sayıda yararı olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Ayrıca geleneksel tıpta iştah 

açıcı, ishal önleyici ve balgam söktürücü olarak da kullanılır (Stabrauskiene ve diğ., 

2023). Greyfurtun likopen miktarı 40,24 ± 4,05 µg/g’dır (Karataş ve Çöteli., 2016)  

 

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

2.6.7. Kudret narı (Momordica charantia L.) 

Kudret narı, Kabakgiller (Cucurbitaceae) familyasının bir üyesidir (Şekil 2.15). Tropik bir 

bitkidir ve çoğunlukla Doğu Afrika, Asya, Karayip Adaları, Amazon Havzası ve Güney 

Amerika’da yoğun olarak yetiştirilmektedir. Meyveleri önce yeşil renklidir, 

olgunlaştıktan sonra turuncu-kırmızı renkli olmaktadır. Gıda olarak tüketilmekte ve 

tedavi edici olarak da kullanılmaktadır. Tümörlerde, deri hastalıklarında (egzama, uyuz), 

yaralarda, romatizmada, sıtmada, adet problemlerinde, şeker hastalığında kullanılmaktadır 

(Akay ve Kararslan, 2012). Likopen miktarı olgunlaşmış meyvede 261.0 + 60.2 µg/g’dır 

(Rodriguez ve diğ., 1975). 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Stabrauskiene%20J%5BAuthor%5D
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Şekil 2.15. Kudret narı (Momordica charantia) (URL-8) 
 

2.6.8. Karadut (Morus nigra L.) 

Karadut, Dutgiller (Moraceae) familyasına ait bir bitki ürünüdür (Şekil 2.16). Karadutun 

anavatanı Hindistan ve Japonya’dır. Ilıman ve subtropik iklim bölgelerinde yetişmektedir 

(Özelçi ve Yiğit 2022). İki ucu basık oval-silindir şeklindedir ve meyvesi siyahımsı-mor 

renkli, etli-sulu ve mayhoş tada sahiptir (Özkaya Erkaleli ve Dalkılıç, 2016). Karadut 

antosiyanin, fenolik bileşikler ve potasyum bakımından zengindir (Aşkın ve diğ.,2022). 

İçerdiği flavonoidler sayesinde antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, anti-kanser, 

anti-tümör ve anti- radyasyon etkileri gösterir. Ayrıca balgam söktürücü, idrar söktürücü, 

öksürük giderici, kan şekeri düşürücü ve kusturucu etkileri bulunan tedavi edici bir 

bitkidir (Feng ve diğ., 2015). Karaduttan hazırlanan ilaçların bademcik iltihabını 

gidermesi, ağız ve diş yaralarına iyi geldiği yapılan çalışmalarda bildirilmiştir (Aşkın ve 

diğ.,2022). Taze olarak ve kurutularak tüketimi yapılmaktadır. Pekmez, meyve suyu, 

marmelat, pestil gibi gıda maddeleri yapımında kullanılmaktadır (Sern İkli ve Kadakal, 

2020). Karadutta bulunan likopen miktarı 3,30 ± 0,36 µg/g’dır (Karataş ve Çöteli., 2016). 
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Şekil 2.16. Karadut (Morus nigra) (URL-9) 
 

2.6.9. Kuşburnu (Rosa canina L.) 

Kuşburnu, Gülgiller (Rosaceae) familyasına ait çalı formunda, kışın yaprağını döken bir 

bitki ürünüdür (Şekil 2.17). Anavatanı Batı Asya, Anadolu, Kuzey ve Orta Avrupa’dır. C, 

P, A, B1, B2, E ve K vitaminleri bakımından oldukça zengindir. Anti inflamatuar etkisinin 

yanı sıra likopen de içeren bitkisel bir besin kaynağıdır. Osteoartrit, romatoid artrit ve 

kanser dahil olmak üzere bazı hastalıklarda koruyucu etkileri bulunmaktadır. Çay, 

pekmez, marmelat, meyve suyu ve yağ yapımında kullanılmaktadır. Kuşburnu yağının 

kırışıklık önleyici, doku iyileştirici, hücre yenileyici özellikleri bulunmaktadır (Öz ve 

diğ., 2018). Kuşburnunun likopen içeriği 129 -359 µg/g’dır (Karataş ve Çöteli., 2016). 

 

Şekil 2.17. Kuşburnu (Rosa canina) (URL-10) 
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2.6.10. Kızılcık (Cornus mas L.) 

Kızılcık, Kızılcıkgiller (Cornaceae) familyasından bir bitki ürünüdür (Şekil 2.18). 

Ülkemizde özellikle sahil yerlerinde, dağlık ve ormanlık alanlarda yaygın olarak 

bulunmaktadır. Genellikle Karadeniz bölgesinin batı ve orta kesimlerindeki ormanların 

içinde yetişir. C vitamini ve önemli miktarda antioksidan etkilere sahip olan 

antosiyaninler bakımından oldukça zengindir. Taze olarak veya kurutularak tüketimi 

yapılmaktadır. Reçel, marmelat, meyve suyu ve şarap yapımında kullanılmaktadır (Yalım 

Kaya ve Canlı 2019). Kızılcıkta bulunan likopen miktarı 4,86 µg/g’dır (Karataş ve Çöteli., 

2016). 

 

 

Şekil 2.18. Kızılcık (Cornus mas) (URL-11) 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. Kimyasallar ve Cihazlar 

Deney çalışmalarında kullanılan kimyasallar genel olarak Merck (Almanya), Sigma 

(Almanya) ve Biolife (Türkiye) firmalarından satın alındı. Sodyum Dodesil Sülfat 

Poliakrilamid Jel Elektroforezi’nde (SDS-PAGE) kullanılan markör ise Euroclone 

firmasından satın alındı. SDS-PAGE’de Biorad markasına ait Mini-PROTEAN sistemi 

kullanıldı. Spektrofotometrik ölçümler, sıcaklık kontrollü Cary60 UV-VIS (Agilent) 

spektrofotometre cihazı ile gerçekleştirildi. 

3.2. Meyve Örneklerinin Temini 

Meyve örnekleri (karpuz, kırmızı biber, kan portakalı, nar, incir, greyfurt, kudret narı, 

karadut, kuşburnu ve kızılcık) Kocaeli ve Bursa İllerindeki çeşitli halk pazarlarından ve 

marketlerden satın alındı. Meyve örneklerinin yaygın olarak kullanılan kısımları yıkanıp 

-80°C'de muhafaza edildi. 

3.3. Meyve Ham Ekstraktlarının Hazırlanması 

Tüm meyveler için 200 gram taze meyve tartıldı ve blendır ile ezilerek homojenize edildi. 

Püre haline gelen meyvelerden 15’er gram tartılarak falcon tüpleri içerisine ayrı ayrı 

konuldu. Üzerlerine 0,1 M sodyum fosfat tamponundan (pH 7,0) 15 mL eklendi. Bu 

aşamadan sonra her Falcon için ayrı ekstraksiyon ortamı kullanarak ekstraksiyon işlemi 

gerçekleştirildi. Tüm meyveler 14 farklı ekstraksiyon ortamına tabi tutuldu (Tablo 3.1). 

Ekstraksiyon veriminin artması için kullanılan kimyasallar polivinilpolipirolidon (PVPP) 

(%1, w/v), askorbik asit (10 mM), Triton X-100 (%1, v/v), fenilmetilsülfonil florür 

(PMSF) (2 mM), polietilen glikol (PEG6000, %0,5, w/v) ve dipotasyum fosfattır (50 

mM). PVPP ve askorbik asit ortamda bulunan fenolik bileşikleri uzaklaştırmak ya da 

indirgemek için kullanılırken, Triton X-100 zara bağlı olan enzimi çözmek için 

ekstraksiyon sırasında karışıma eklendi. PMSF, enzim aktivitesini arttırmak için tercih 

edilirken PEG 6000 PPO'yu inhibe edebilecek özelliğe sahip fenolleri temizlemek 

amacıyla kullanıldı (Gauillard ve Rich-Forget 1997; Palma-Orozco ve diğ., 2011; 

Erzengin, 2009).  

Hazırlanan solüsyon 1 dk boyunca vortekslendi. Elde edilen homojenat 20 dk 4oC’de 

bekletildi ve ardından soğukta 10000xg’de de 30 dk santrifüjlendi. Santrifüj sonrası 
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karışım süzülerek altta kalan pelet kısım uzaklaştırılırken üstte kalan sıvı kısımdan ham 

enzim ekstraktı elde edildi (Navarro ve diğ., 2014). 

Tablo 3.1. Meyvelerden polifenol oksidaz içeren ham ekstraktların hazırlanmasında 

kullanılan ekstraksiyon ortamları 
 

Ekstraksiyon No Ekstraksiyon Ortam İçeriği* 

1 Sodyum fosfat tamponu 

2 Sodyum fosfat tamponu + PVPP + Triton X-100 

3 Sodyum fosfat tamponu + Askorbik asit+ PVPP+ PMSF+ Triton X-100 

4 Sodyum fosfat tamponu +PVPP 

5 Sodyum fosfat tamponu + Triton X-100 

6 Sodyum fosfat tamponu + PVPP + PMSF + Triton X-100 

7 Sodyum fosfat tamponu + PMSF + Triton X-100 

8 Sodyum fosfat tamponu + PVPP + PMSF 

9 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 + K2HPO4 

  *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; K2HPO4: 50 mM 

 

3.4. Polifenol Oksidaz (PPO) Enziminin Saflaştırılması 

Bölüm 3.3’de verilen metoda göre hazırlanan ham ekstrakt örneklerinden en yüksek 

polifenol oksidaz enzim içeriğine sahip ham ekstrakta (karaduttan hazırlanan örnek), önce 

aseton ile çöktürme, ardından üçlü faz ayırma (three-phase partitioning, TPP) yöntemi 

uygulandı. Bunun için öncelikle 20 mL ham ekstrakt çözeltisi 1:1 ve 1:4 oranda soğuk 

asetonla 1 saat ve 1 gece olmak üzere -20oC’de inkübasyona bırakıldı (Tao ve diğ., 2013). 

İnkübasyon sonrası 4oC’de 10000xg’de 20 dk santrifüj edilerek çöktürme işlemi 

uygulandı. Ardından oluşan pelet oda sıcaklığında (24oC’de) 1 saat ve 1 gece olmak üzere 

kurumaya bırakıldı (Wong ve diğ., 1970). Aseton çöktürme işleminde kullanılan deneme 

deseni Şekil 3.1’de gösterilmektedir.
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Şekil 3.1. Aseton ile çöktürme işlemi sırasında kullanılan deneme deseni 

           

Kuruyan örneklere (Örnek 1 - 8) 12 mL sodyum fosfat tamponu (0,1 M; pH 7,0) eklenerek 

1 dk vortekslendi. Hazırlanan solüsyonlardan alınan 2 mL ham enzim ekstraktı, üçlü faz 

ayırma (TPP) sisteminde kullanıldı. Bunun için, örneklere %20 ila %70 arasında değişen 

konsantrasyonlarda (%20, %30, %40, %50, %60 ve %70 w/v) amonyum sülfat 

((NH₄)₂SO₄) eklenerek tamamen çözülünceye kadar vortekslendi. Ardından elde edilen 

bu karışıma farklı ham enzim ekstakt:t-bütanol oranları (1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,0:2,0 v/v) 

olacak şekilde t-bütanol eklemesi yapıldı. Elde edilen karışım 1 dk daha vortekslendi ve 

sonrasında oda sıcaklığında (24oC’de) 60 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası 

Şekil 2.2’de gösterilen faz ayrımı için 4500xg’de 10 dk santrifüjlenerek üç fazın ayrımı 

(üst faz: t-bütanolce zengin, ara faz: proteince zengin, alt faz: amonyum sülfatça zengin) 

gözetildi (Duman ve Kaya, 2014; Alici ve Arabaci, 2016). TPP sonrası beliren orta fazlar 

2 mL sodyum fosfat tamponu (0,1 M; pH 7,0) içerisinde çözüldükten sonra orta ve alt 

fazlarda (tuzlu ortam) polifenol oksidaz aktivite ve protein miktar tayinleri yapıldı. 

Protein olmasının beklenmediği t-bütanol içeren üst faz bir pipet kullanılarak ortamdan 

uzaklaştırıldı. TPP’de biyomoleküllerin ayrılmalarında seçici olarak rol oynayan 

parametrelerin (amonyum sülfat konsantrasyonu, ham ekstrakt:t- bütanol oranı, sistem 

pH’sı) optimizasyonu ayrıca yapıldı. Ham ekstrakt aktivitesi %100 olarak kabul edildi. 

Kontrol için amonyum sülfat, distile su ve t-bütanolden (ham ekstrakt içermeyen) oluşan 
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“kör” sistem kullanıldı. 

 
 

Şekil 3.2. Üçlü-Faz (TPP) oluşum aşamaları (BioRender ile oluşturuldu) 

 

Saflaştırma verimi analizinde aşağıda verilen saflaştırma parametreleri hesaplandı ve bu 

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

 

Spesifik aktivite (
U

mg
) =

Toplam enzim aktivitesi

Toplam protein miktarı
                                                        (3.1) 

Saflaştırma katsayısı =
Bir fazdaki enzim spesifik aktivitesi

Ham ekstrakt spesifik aktivite
                                          (3.2) 

Aktivite geri kazanım (%) =
Bir fazda ölçülen enzim aktivitesi

Ham ekstrakt enzim aktivitesi
 x 100                          (3.3) 

3.5. Polifenol Oksidaz (PPO) Aktivite Tayini 

PPO enziminin varlığını tespit etmek için 420 nm'de (24 °C) absorbans artışı 

spektrofotometre (Cary 60, Agilent) kullanılarak ölçüldü. Enzim aktivitesini ölçmek için, 

örnek küvet 2800 μL sodyum fosfat tamponunda (100 mM, pH 7,0) hazırlanan substrat 

(katekol) çözeltisi, 200 μL enzim süspansiyonu eklenerek hazırlandı ve kontrol küveti 

aynı şekilde ancak enzim olmadan hazırlandı. Enzim çözeltisi 100 mM sodyum fosfat 

tampon çözeltisi (pH 7,0) kullanılarak elde edildi (Erzengin, 2009). Bir ünite enzim, oda 

sıcaklığında bir dakikada 1 μmol kinon oluşumunu katalizleyen enzim miktarıdır. Enzim 

aktivite tayininde kullanılan çözeltilerin hazırlanması Ek-A’da verilmiştir. 
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3.6.Protein Miktar Tayini 

Bradford metodu örneklerin protein miktarını belirlemek için kullanıldı (Bradford, 1976). 

Sığır serum albümini (BSA), standart protein grafiğinin çizilmesinde (Ek-B) kullanılarak 

595 nm'de örneklerin protein miktarı spektrofotometrik yöntemle ölçüldü (Erzengin, 

2009). 

3.7.PPO Enziminin Karakterizasyonu 

3.7.1. Molekül Ağırlığının Hesaplanması 

TPP sonrası ara fazda gözlenen PPO enziminin saflığını kontrol etmek ve moleküler 

ağırlığını belirlemek için Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS- 

PAGE) analizi yapıldı. Bunun için örnekler 15-20 dk 100 °C kaynatılarak denatüre edildi. 

Daha sonra %0,1 (w/v) SDS içeren %15’lik (w/v) ayırma ve %5’lik (w/v) yükleme 

jellerinde yürütüldü (Laemmli, 1970). Yürütülen örnekler gümüş boyama metodu 

kullanılarak boyandı. Molekül ağırlığın belirlenmesinde kullanılan standart grafik Ek- 

C’de, kullanılan çözeltilerin hazırlanması Ek-A’da verilmiştir. 

3.7.2. Gümüş Boyama 

Gümüş boyama metodu, Coomassie Brilliant Blue R250 boyasına göre daha yüksek 

hassasiyet göstermesi sebebiyle uygulandı. Bu teknik ile bant başına 0,1 ng proteine kadar 

düşük proteinlerin tespiti sağlanmaktadır. Bu boyama ile bazik proteinler asidik 

proteinlere göre daha verimli bir şekilde boyanmaktadır. Buna göre SDS içeren, %15’lik 

ayırma (w/v) ve %5’lik (w/v) yükleme jelleri hazırlandı ve örnekler 200 V’da 45 dk 

yürütüldü (Kaptan, 2004). Yürütme sonrasında jel önce %50 etanol, %12 asetik asit ve 

%0,05 formaldehit (%37) içeren solüsyon içerisinde 1 gece bekletildi. Solüsyon 

içerisinde bekletilen jel 3 kez 20’şer dk olacak şekilde %50 etanol ile yıkandı ve %0,02 

sodyum tiyosülfat (Na₂S₂O₃) ile 1 dk bekletildi. Sodyum tiyosülfat ile bekleyen jel 3 kez 

20 sn olacak şekilde dH2O ile durulandı. Ardından %0,2 gümüş nitrat (AgNO3) ve %0,075 

formaldehit (%37) içeren solüsyon içerisinde +4 °C’de 20 dk bekletildi. Solüsyon 

içerisinde bekletilen jel 2 kez 20 sn olacak şekilde dH2O ile tekrar durulandı. Jel daha 

sonra %6 sodyum karbonat (Na2CO3), %0,05 formaldehit (%37) ve %0,4 mg sodyum 

tiyosülfat (Na₂S₂O₃) içeren solüsyon içerisinde bant görünümü oluşuncaya kadar 

bekletildi. Bant oluşumu gözlendiğinde boyamayı durdurmak amacıyla %50 metanol ve 
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%12 asetik asit içeren solüsyon ile yıkandı. En son olarak jel %50 metanol içeren 

solüsyon içerisinde saklandı. Tüm çözeltiler için dH2O kullanıldı ve tiyosülfat içeren 

çözeltiler hassas bir boyama yapabilmek için taze olarak hazırlandı (Blum ve diğ., 1987). 

 

3.7.3. Sıcaklık ve pH’nın Polifenol Oksidaz Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Sıcaklıktaki değişikliklerin enzim aktivitesi üzerindeki etkisini ölçmek için, enzim ve 

substrat çözeltileri (substratlar: 10 mM katekol, 4-metilkatekol (4-MC), 4-tertbütilkatekol 

(4-BC) ve pirogallol) kullanılarak 30 °C ile 90 °C arasında farklı sıcaklıklara ayarlanmış 

spektrofotometrede ölçümleri yapıldı (Yüzügüllü Karakuş ve diğ, 2021). Termostabilite 

analizi için, enzim örnekleri 30 °C ile 90 °C arasında farklı sıcaklıklara (30, 40, 50, 60, 

70, 80 ve 90 °C) ayarlanmış su banyosunda 1 saat bekletildi. Seçilen bir sıcaklıkta inkübe 

edilen enzimden her 15 dakikada bir belirli bir miktar alınarak buzda soğutuldu ve enzim 

aktivitesi belirlendi. Yüzde bağıl aktivite, farklı sıcaklıklardaki enzim aktivitesinin 

maksimum enzim aktivitesine bölünerek 100 ile çarpılmasına eşittir. Enzimin yüzde kalan 

aktiviteleri, ısıl işlem sonrası enzim aktivitesinin ısıl işlem öncesi enzim aktivitesine 

bölünmesi ve 100 ile çarpılmasıyla hesaplandı. 

Farklı pH'ların PPO aktivitesi üzerindeki etkilerini belirlemek için, enzim aktivitesi 

substrat olarak 10 mM katekol, 4-metilkatekol (4-MC), 4-tertbütilkatekol (4-BC) ve 

pirogallol kullanılarak 3,0 ila 10,0 arasında değişen farklı pH'larda ölçüldü. pH 3,0-5,0 

reaksiyonları için 100 mM sitrat tampon çözeltisi, pH 6,0 ila 7,0 için 100 mM 

sodyumfosfat tampon çözeltisi, pH 8,0 için 100 mM tris tampon çözeltisi ve pH 9,0-10,0 

için 100 mM glisin sodyum hidroksit tampon çözeltileri kullanıldı. PPO aktivite 

ölçümleri, pH'nın enzim stabilitesi üzerine etkisini test etmek amacıyla enzim örnekleri 

pH 3,0-10,0 aralığında (3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 ve 10,0) hazırlanan tampon 

çözeltilerde 4 °C'de 2 saat bekletilerek yapıldı (Yüzügüllü Karakuş ve diğ., 2021). Yüzde 

bağıl ve kalan aktivite değerleri yukarıda açıklandığı gibi hesaplandı. 

3.7.4. Substrat Spesifite Analizi 

TPP-ile saflaştırılan enzim örneğinin PPO enzim grubunda olan lakkaz, katekol oksidaz 

ve tirozinaz enzimlerinden hangisinin özelliklerini taşıdığını belirlemek için enzime özgü 

substratlar kullanıldı. Bunlar arasında guakol (lakkaz substratı, 465 nm), hidrokinon 

(lakkaz substratı, 440 nm), katekol (katekol oksidaz substratı, 420 nm), 4-MC (katekol 
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oksidaz substratı, 420 nm), 4-BC (katekol oksidaz substratı, 410 nm), pirogallol (katekol 

oksidaz substratı, 475 nm), kafeik asit (katekol oksidaz substratı, 420 nm) ve L-tirozin 

(tirozinaz substratı, 475 nm) bulunmaktadır. Enzim aktivite deneyleri, sadece substrat 

değiştirilerek PPO aktivitesi için yukarıda açıklandığı gibi gerçekleştirildi. Kinetik 

parametreleri hesaplamak için katekol substratı 1 mM ila 170 mM konsantrasyon 

aralığında kullanıldı. Kinetik sabitler Sigmaplot 14.0 (Systat Software Inc.) kullanılarak 

v vs [S] izlerinin Michaelis-Menten denklemiyle elde edildi (Lineweaver ve Burk, 1934). 

Tüm analizler sıcaklık kontrollü spektrofotometre (Agilent Cary60) kullanılarak 24 °C'de 

100 mM sodyum fosfat tamponu pH 7,0 içinde üç tekrar halinde gerçekleştirildi. 

3.7.5. İnhibitör Analizi 

Askorbik asit, benzoik asit, kojik asit, p-kumarik asit, tiyoüre, etilendiamintetraasetik asit 

(EDTA), glisin ve β-merkaptoetanol gibi kimyasalların inhibitör etkisi karadut PPO'su 

üzerinde test edildi. Enzim deneyleri standart deney koşulları altında üç substrat, katekol, 

4-BC ve 4-MC kullanılarak gerçekleştirildi. Reaksiyon karışımına eklenen inhibitör 

konsantrasyonları 0,1 ve 5 mM’dır. Yüzde inhibisyon değeri denklem 3.4’e göre 

hesaplandı. 

%İ𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑦𝑜𝑛 = [1 − (
𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡ö𝑟 𝑣𝑎𝑟𝑙𝚤ğ𝚤𝑛𝑑𝑎 ö𝑙çü𝑙𝑒𝑛 𝑃𝑃𝑂 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑒 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑖

𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡ö𝑟 𝑦𝑜𝑘𝑙𝑢ğ𝑢𝑛𝑑𝑎 ö𝑙çü𝑙𝑒𝑛 𝑃𝑃𝑂 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑒 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑖
)] 𝑥 100          (3.4) 

3.7.6. Metal İyonlarının Enzim Aktivitesine Etkisi 

Çeşitli metal iyonlarının (CaCl2, ZnSO4, NiSO4, NaCl, MnSO4, MgSO4, KCl, FeSO4 ve 

CuSO4) PPO aktivitesi üzerine etkisi, substrat olarak katekol, 4-BC ve 4-MC kullanılarak 

farklı konsantrasyonlarda (0,1 ve5 mM) her metal iyonunun varlığında enzim aktivitesi 

ölçülerek incelendi (Yüzügüllü Karakuş ve diğ., 2021). Kör küvete substrat ve metal 

iyonu dahil edildi; ancak enzim çözeltisi dahil edilmedi. Yüzde bağıl aktivite değeri, 

metal iyonu varlığında ölçülen enzim aktivitesinin metal iyonu olmadan ölçülen enzim 

aktivitesine bölünmesi ve 100 ile çarpılmasıyla hesaplandı. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1.Polifenol Oksidaz (PPO) Kaynağı olarak Likopence Zengin Meyvenin Seçimi 

Likopen çok güçlü bir antioksidan olmasının yanı sıra anti-kanser özellik de 

göstermektedir. Ayrıca ısıya dayanıklı bir pigmenttir (Rao ve diğ., 1998; Li ve diğ., 2020; 

Marzocco ve diğ., 2021; Khongthaw ve diğ., 2022; Kulawik ve diğ., 2023). Buradan yola 

çıkarak bu çalışmada hem güçlü bir antioksidan olması hem de ısıya dayanıklı olması 

sebebiyle likopen içeriği yüksek meyveler (karpuz, biber, kan portakalı, nar, incir, 

greyfurt, kudret narı, karadut, kuşburnu ve kızılcık), endüstriyel uygulamalarda 

kullanılmak üzere PPO kaynağı olarak test edildi.  

Yöntemler bölümünde açıklanan şekilde meyvelerden farklı ekstraksiyon ortamları 

hazırlanarak elde edilen ekstraktlardan PPO aktivite ölçümleri yapıldı. Tablo 4.1’de 

gösterildiği gibi likopen miktarı en yüksek olan (261.0 + 60.2 µg/g) kudret narında PPO 

aktivitesi ölçülen 3 farklı metotta da düşük aktivite gösterdi. Aynı şekilde likopen içeriği 

yüksek olan kuşburnu meyvesinde de (129 -359 µg/g) PPO aktivitesi ölçülen tek metotta 

düşük aktivite gösterdi. Bunlara karşın likopen içeriği bakımından daha düşük olan 

karadut meyvesinde (3,30 ± 0,36 µg/g) ise en yüksek PPO aktivitesi hazırlanan 14 

numaralı ekstraksiyon ortamından (0,1 M Sodyum fosfat tamponu pH 7,0; %0,5 PEG 

6000; 10 mM askorbik asit; 50 mM K2HPO4) elde edilen ham ekstrakt örneğinde ölçüldü. 

Bu sonuçlara göre likopen içeriğinin PPO aktivitesini etkilemediği gözlemlendi. 

Tablo 4.1. Likopence zengin meyvelerin farklı ekstraksiyon ortamlarından elde edilen 

özütlerdeki PPO aktivitelerinin karşılaştırılması 

 
 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 - - 85 - 

Biber 22 - - - - - - - - 20 - - 13 - 

Kan 

portakalı 
- 

- - - - - - - - - - 99 

 

- 
- 

Nar - 42 14 28 106 40 29 23 8 - 33 13 - - 

İncir 120 - - - - - - - 91 - - - 60 - 

Greyfurt - - - - - 1135 - - - 1019 1774 - - - 

Kudret narı 88 - - - - 95 - - - - 116 - - - 

Karadut - 
- - - - - - - - - - - - 37

53 

Kuşburnu - 455 - - - - - - - - - - - - 

Kızılcık - - - 41 - 66 - 123 - - - - - - 

-: Aktivite gözlenmedi. Denemeler üç tekrar olarak gerçekleştirildi. Değerler ortalama ±SD olarak sunuldu. 
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Yapılan çalışmada PPO aktivitesi 6,10 ve 11 numaralı metotlarda da yüksek aktivite 

gösterdi. Ekstraksiyon ortamlarında PVPP ve askorbik asit genellikle tercih edilmektedir. 

Kullanılan bu metotlarda da PVPP ve askorbik asit ortamda bulunan fenolik bileşikleri 

uzaklaştırmak için, Triton-X 100 zara bağlı olan enzimi zardan çözmek için, PMSF PPO 

enzim aktivitesini arttırmak için, PEG6000 ise PPO'yu etkisiz hale getirebilecek fenolleri 

bağlamak için kullanıldı (Gauillard ve Rich-Forget 1997; Erzengin, 2009;Palma -Orozco 

ve diğ., 2011). Literatürde Kudüs enginarı (Helianthus tuberosus) (Ziyan ve Pekyardımcı, 

2003) ile yapılan çalışmada PPO'nun ekstraksiyonu 0,2 M fosfat tamponu (pH 7.2), %10 

PEG ve 50 mM askorbik asit kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Benzer şekilde Borago 

(Trachystemon orientalis) (Alici ve Arabaci, 2016) ile yapılan çalışmada 0,1 M fosfat 

tamponu (pH 7.0), 1 mM Askorbik asit, % 0,5 PVPP ve % 2 Triton X-100 kullanılarak 

PPO enzim ekstraksiyonu yapılmıştır. 

Yukarıda da belirtildiği gibi, en yüksek PPO aktivitesi karadut meyvesinden 14 numaralı 

ekstraksiyon ortamında ölçüldü. Bu ekstraksiyonda kullanılan kimyasallar Askorbik asit, 

PEG 6000 ve K2HPO4’tür. Literatürde Beyaz dut (Morus alba) (Erzengin, 2002) ile 

yapılan çalışmada 0,5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,3), %0,5 PEG 6000, 10 mM 

askorbik asit ve 50 mM K2HPO4 kullanılarak benzer şekilde PPO ekstraksiyonu 

yapılmıştır. Iğdır kayısısı (Prunus armeniaca L.) (Demir ve diğ., 2012) ile yapılan 

ekstraksiyonda ise 0,5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,3) ile %0,5 PEG kullanılmış ve 

567 U/mL enzim aktivitesi bulunmuştur. 

En yüksek PPO aktivite değeri (3753 U/mL), karadut meyvesinden elde edilen 14 

numaralı ekstraksiyonla ölçüldüğü için bundan sonraki PPO saflaştırma ve 

karakterizasyon denemelerinde bu yöntem ile hazırlanan ham enzim çözeltisi kullanıldı. 

4.2.Karaduttan Polifenol Oksidaz Enziminin Saflaştırılması 

Karadut meyvesinden Bölüm 3.3’de açıklanan şekilde ekstraksiyonla elde edilen ham 

enzim ekstraktı (3753 U/mL), önce aseton çöktürme işlemi ardından üçlü faz ayırma 

sistemi kullanılarak ham enzim ekstraktından PPO enzimi iki adımda saflaştırıldı. 

4.2.1. Aseton Çöktürme 

Şekil 3.1’de gösterilen deneme deseni kullanarak hazırlanan 8 farklı örnekte yapılan 
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aktivite ölçümleri ve protein miktar analizleri sonunda her bir örnek için saflaştırma 

parametreleri belirlendi. Tablo 4.2’ye göre Örnek 1, 2, 5 ve 6’da enzimin saflaşmadığı 

gözlendi. Saflaştırma katsayısının 1’in üzerinde olduğu hesaplanan diğer örnekler 

arasında Örnek 3, 4 ve 8’de aktivite geri kazanım değerleri %100’ün üzerinde bulundu. 

Örnek 3 ve 4’te saflaştırma katsayılarının birbirine çok yakın olması ve aktivite geri 

kazanım değerinin Örnek 3’te daha yüksek (%124) olduğunun belirlenmesi üzerine bir 

sonraki saflaştırma basamağında Örnek 3 kullanıldı. 

 Tablo 4.2. Aseton çöktürme optimizasyonu 

 

  *Karadut ham ekstraktının spesifik aktivitesi 2190 U/mg ve toplam protein miktarı 6 mg’dır. Denemeler   

    oda sıcaklığında ve pH 7,0'da üç tekrar olarak gerçekleştirildi. Değerler ortalama ±SD olarak sunuldu 

 

Aseton gibi organik çözücü ile yapılan saflaştırmada, zara bağlı enzimler çözünmektedir. 

Çözücü yüzdesindeki değişim, farklı protein türlerinin ayrılması için de kullanılmaktadır 

(Panadere ve Rathod, 2018). Literatürde şeftali meyvesinde aseton çöktürme ile yapılan 

Örnek 

No  

Spesifik 

aktivite 

(U/mg) 

Toplam 

aktivite (U) 

Toplam 

protein 

(mg) 

Saflaştırma 

katsayısı 

% Aktivite 

geri 

kazanım 

1 

Aseton çöktürme süreci 

1:1 oranında hazırlanmış 

aseton içeren çözeltide 1 

saat inkübasyon→24 

°C’de 1 saat kurutma 

869±43 6333±317 7±0,4 0,4±0,02 51±3 

2 

1:1 oranında hazırlanmış 

aseton içeren çözeltide 1 

saat inkübasyon→24 

°C’de 1 gece kurutma 

652±33 680±34 1±0,05 0,3±0,02 5±0,3 

3 

1:1 oranında hazırlanmış 

aseton içeren çözeltide 1 

gün inkübasyon→24 

°C’de 1 saat kurutma 

2399±120 15423±771 6±0,3 1,1±0,06 124±6 

4 

1:1 oranında hazırlanmış 

aseton içeren çözeltide 1 

gün inkübasyon→24 

°C’de 1 gece kurutma 

1492±75 14457±723 10±0,5 1,3±0,07 117±5 

5 

1:4 oranında hazırlanmış 

aseton içeren çözeltide 1 

saat inkübasyon→24 

°C’de 1 saat kurutma 

2902±145 11590±580 4±0,2 0,7±0,04 93±5 

6 

1:4 oranında hazırlanmış 

aseton içeren çözeltide 1 

saat inkübasyon→24 

°C’de 1 gece kurutma 

938±2 6342±317 7±0,4 0,4±0,02 51±3 

7 

1:4 oranında hazırlanmış 

aseton içeren çözeltide 1 

gün inkübasyon→24 

°C’de 1 saat kurutma 

2225±111 20491±1025 9±0,5 1,0±0,05 165±8 

8 

1:1 oranında hazırlanmış 

aseton içeren çözeltide 1 

gün inkübasyon→24 

°C’de 1 gece kurutma 

2589±129 9853±493 4±0,2 1,1±0,06 79±4 
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saflaştırmada aktivitede 20 kat daha fazla artış gözlemlenmiştir (Flurkey ve Jen, 1978). 

4.2.2. Üçlü-Faz Ayırma (TPP) Yöntemi 

PPO enziminin saflaştırılması için aseton çöktürme sonrası biyomoleküllerin tek bir 

adımda hızlı ve verimli bir şekilde saflaştırılmasını sağlayan üç fazlı ayırma (TPP) tekniği 

kullanıldı. TPP'nin PPO saflaştırması için en iyi teknik olmasının nedenleri arasında 

sistemin kullanımının kolay, çevre dostu, ekonomik olması ve geleneksel kromatografi 

tekniklerine göre daha az çözücü gerektirmesi sayılabilir. Enzim ekstraksiyonu için 

modern bir teknik olmasına rağmen, TPP yoluyla PPO saflaştırma çalışmaları oldukça 

sınırlıdır (Panadare ve Rathod, 2018).  

TPP ile PPO enziminin yüksek verimde saflaştırılması için amonyum sülfat 

konsantrasyonu, ham ekstrakt: t-bütanol oranı ve sistem pH'sı ayrıca optimize edildi. 

4.2.2.1. Amonyum Sülfat (NH₄)₂SO₄ Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Amonyum sülfat ((NH4)2SO4) konsantrasyonu, protein çözünürlüğünü doğrudan 

etkilediği için TPP sistemlerindeki kritik parametrelerden biridir. (NH4)2SO4 protein- 

protein etkileşimlerini kolaylaştırdığından ve protein çökmesine neden olduğundan, 

hedef proteinin maksimum geri kazanımını elde etmek için konsantrasyonunu optimize 

etmek gerekir. Birçok raporda (Chew ve diğ., 2019) tavsiye edilen bir konsantrasyon olan 

%20 (w/w) (NH4)2SO4 kullanılarak denemeler başlatıldı ve %70 (w/w)’e kadar değişen 

konsantrasyonlar denendi. Şekil 4.1 (NH4)2SO4 konsantrasyonunun %60 (w/w) 

doygunluğa çıkarılmasının, salting-out etkisiyle saflaştırma katsayısını ve aktivite geri 

kazanımını arttırdığını göstermektedir. %60 (w/w) (NH4)2SO4 kullanımı en yüksek 

saflaştırma katsayısı (2,7 kat) ve en yüksek aktivite geri kazanımı (%177) ile sonuçlandı. 

Bununla birlikte, daha yüksek amonyum sülfat konsantrasyonlarında saflaştırma 

parametrelerinde görülen düşüşler, daha yüksek tuz konsantrasyonlarında kalıcı protein 

denatürasyonundan kaynaklı olabilir (Yüzügüllü Karakuş ve diğ., 2020). Maksimum 

PPO saflaştırma katsayısı ve aktivite geri kazanımı %60 (w/w) (NH4)2SO4 varlığında elde 

edildiğinden, sonraki deneylerde bu konsantrasyon kullanıldı. 
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Şekil 4.1. Farklı amonyum sülfat konsantrasyonlarında (w/w) 

hazırlanan TPP sistemine ait ara faz sonuçları. TPP deneyleri için, 7506 

U toplam aktivite ve 3,75 mg protein içeren 2 mL ham enzim ekstraktı 

kullanıldı. Ham ekstrakt, %20-70 (w/w) arasında değişen 

konsantrasyonlarda amonyum sülfat ile konsantre edildi ve ardından 

eşit hacimde t-bütanol eklendi. Denemeler oda sıcaklığında ve pH 

7,0'da üç tekrar olarak gerçekleştirildi. Değerler ortalama ±SD olarak 

sunuldu. 

 

Literatürde proteinlerin TPP kullanılarak saflaştırılmasında %0-80 (w/v) kullanıldığı 

örnekler bulunmaktadır. Bunlardan bazıları mürdüm eriği (Prunus domestica; Yıldız ve 

diğ., 2022), Avokado (Persea americana; Alishah ve diğ., 2022) ve Barbados kirazı 

(Malpighia glabra; Kumar ve diğ., 2008)’dır. 

4.2.2.2. Ham Enzim Ekstrakt:t-Bütanol Oranının Belirlenmesi 

t-Bütanolün TPP sistemleri için en iyi polar olmayan ajan olduğu düşünülmektedir çünkü 

proteinler üzerinde denatüre edici etkisi yoktur. Düşük miktarlardaki t-bütanol, amonyum 

sülfat ile sinerjik bir etki yaratmak için yetersiz kalabilirken, daha yüksek 

konsantrasyonların çözeltinin artan viskozitesi nedeniyle moleküller arası etkileşimleri 

engellemesi muhtemeldir. Bu nedenle, sisteme eklenen t-bütanol hacmi, etkili protein 

bölünmesini desteklemek için optimize edilmelidir (Chew ve diğ., 2019; Yan ve diğ., 

2018). Daha önce yayınlanan raporlarda olduğu gibi, %60 (w/v) (NH4)2SO4 varlığında 

1,0:1,0 ila 1,0:2,0 (v/v) arasında değişen ham ekstrakt:t-bütanol oranları test edildi. Şekil 
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4.2'de gösterildiği gibi, en iyi sonuçlar 1:1 (v/v) ham ekstrakt:t-bütanol oranında gözlendi. 

Diğer taraftan, benzer aktivite geri kazanımları 1,0:1,5 ve 1,0:2,0 ekstrakt:t-bütanol 

oranlarında elde edildi. Ancak saflaştırma katsayısı 1,0:1,0’den itibaren azalan bir profil 

sergiledi. Genel olarak, 1:1 (v/v) oranının TPP'yi verimli bir şekilde gerçekleştirmek için 

optimum oran olduğuna inanılmaktadır (Panadare ve Rathod, 2018). 

 

Şekil 4.2. Farklı ham ekstrakt/ t-bütanol konsantrasyonlarında (v/v) 

hazırlanan TPP sistemine ait ara faz sonuçları. %60’lık (w/w) 

(NH4)2SO4 ile doyurulmuş ham enzim ekstraktına çeşitli hacimlerde 

t-bütanol eklendi. Denemeler oda sıcaklığında ve pH 7,0’da üç tekrar 

olarak gerçekleştirildi. Değerler ± SD olarak sunuldu. 

 

4.2.2.3. Üçlü-Faz Ayırma (TPP) Sistem pH’sının Belirlenmesi 

 

TPP sisteminin pH'ı da hedef proteinin fazlara ayrımını etkiler. Çünkü pH'daki 

değişiklikler proteinlerdeki amino asitlerin iyonlaşmasına neden olur ve bu da fazlar ile 

proteinler arasındaki elektrostatik etkileşimleri etkiler. Sonuç olarak, ilgilenilen proteinin 

fazlardaki dağılımı değişebilir. TPP sistemlerinde hedef proteinin pI değerini bilmek çok 

önemlidir, çünkü proteinler spesifik pI değerlerinde çökme eğilimindedir (Chew ve diğ., 

2019; Yan ve diğ., 2018). 

Bu çalışmada, pH'nın PPO dağılımı üzerindeki etkisi, eşit hacimlerde ham enzim ekstraktı 

ve t-bütanol varlığında sabit bir amonyum sülfat konsantrasyonunda (%60, w/w) 4,0 ile 

8,0 arasındaki pH değerlerinde incelendi. Sıcaklık ve çalkalama süresi de sabit tutuldu. 
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Şekil 4.3'de gösterildiği gibi, pH 7,0’da en yüksek saflaştırma (2,7 kat) ve en yüksek geri 

kazanım (%177) gözlendi. pH 7,0’ın altında saflaştırma katsayısı 1,0’den düşüktür, yani 

saflaşma gerçekleşmemektedir. pH 8,0’da ise enzimin ara fazda dağılımı fazla olup 

saflaşmadan söz edilebilir. Ancak pH 7,0’a göre saflaşma katsayısı daha düşüktür.  

TPP sırasında incelenen tüm parametrelerde enzim aktivitesi sırasında %100’ün üzerinde 

bir artış gözlendi. Enzim aktivitesindeki artış, enzim yapısının esnekliğinin artmasından 

kaynaklı olabilmektedir (Rather ve Gupta, 2013). TPP sırasında bu tür bir aktivasyon, 

invertaz, proteaz, amilaz, peroksidaz, lakkaz, katalaz, pektinaz, α-galaktosidaz ve tripsin 

inhibitörü dahil olmak üzere birçok enzim için yaygındır (Chew ve diğ., 2019). 

 
 

Şekil 4.3. Farklı pH’larda hazırlanan TPP sistemine ait ara faz 

sonuçları. Ham enzim ekstraktı %60 (w/w) amonyum sülfat ile 

konsantre edildikten sonra sistemin pH'ı pH 4,0'dan pH 8,0'a ayarlandı. 

Daha sonra eşit hacimde t-bütanol eklendi. Denemeler oda sıcaklığında 

üç tekrar olarak gerçekleştirildi. Değerler ortalama ±SD olarak 

sunuldu. 

 

Bu çalışmada karadut PPO’su pH 7,0’da %60 (w/w) (NH4)2SO4 ve 2 mL t-bütanol ile 

doyurulmuş 2 mL ham enzim ekstraktından oluşan bir TPP sistemi kullanılarak %177 

aktivite geri kazanımı ile 2,7 kat başarılı bir şekilde saflaştırıldı (Tablo 4.3). 
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Tablo 4.3. Karadut PPO’sunun TPP ile saflaştırma sonuçları 

 

                                                  Spesifik 

                                       Aktivite 

                                         (U/mg) 

Toplam 

Aktivite 

(U) 

Toplam 

protein (mg) 

Saflaştırma 

katsayısı 
Enzim Geri 

Kazanımı % 

 

Ham enzim ekstraktı 

2029±81 75061±1300 37±1 1,0 100 

Asetonla çöktürme 3043±127 71308±3300 23±1 1,5±0,1 95±3 

TPP - Orta faz 5478±191 132858±5979 24±1 2,7±0,2 177±10 

*Değerler ortalama ±SD olarak sunuldu. 

 

TPP aracılığıyla birçok enzimin başarılı bir şekilde saflaştırılması ve karakterize 

edilmesine ilişkin benzer raporlar literatürde yer almaktadır. Genel olarak, TPP sisteminin 

istenen proteinleri kromatografik yöntemlerden daha düşük saflaştırma değerleri ile 

sağlamasına rağmen, ilgilenilen proteinin sistemden aktivite geri kazanımının her zaman 

diğer tekniklerden daha yüksek olduğu sonucuna varılabilir. Yukarıda verilen diğer 

avantajlarla (uygulamanın kolay ve düşük maliyetli olması, protein kaybını azaltması vb.) 

birlikte bu özellik, TPP sistemlerini endüstriyel enzimler için ideal hale getirmektedir 

(Chew ve diğ., 2019). Diğer taraftan, Öte yandan, polifenol oksidazların TPP ile 

saflaştırılmasına ilişkin literatürde sınırlı sayıda rapor bulunmaktadır (Panadare ve 

Rathod, 2018). Bugüne kadar TPP ile PPO saflaştırmasının sadece beş örneği rapor 

edilmiştir (Niphadkar ve diğ., 2015; Alici ve Arabaci, 2016; Saki ve diğ., 2018; 

Yüzügüllü Karakuş ve diğ., 2020; Yüzügüllü Karakuş ve diğ., 2021). Niphadkar ve diğ. 

(2015) atık patates kabuğundan PPO'yu 4 °C'de saflaştırmak için TPP kullanmışlardır. 

6,3 kat saflaştırma ve %70 aktivite geri kazanımı elde etmişlerdir (Niphadkar ve diğ., 

2015). Başka bir çalışmada, hodan PPO’su, iki döngü TPP kullanılarak %68,75 aktivite 

geri kazanımı ile 3,59 kat saflaştırılmıştır (Alici ve Arabaci, 2016). Saki ve diğ. (2018) 

yenilebilir mantar Lepiota procera'dan PPO'yu alt sulu fazda geri kazanmışlardır. TPP ile 

8,4 kat saflaştırma elde edilmiştir (Saki ve diğ., 2018). Yüzügüllü Karakuş ve diğ. (2020), 

TPP'yi kullanılarak biberiye PPO'sunu 14 kat saflaştırmışlar ve orta fazdan %230 

oranında aktivite geri kazanımı sağlanmıştır. Başka bir çalışmada rezene PPO’su %120 

aktivite geri kazanımı ile 20 kat saflaştırılmıştır (Yüzügüllü Karakuş ve diğ., 2021). 

Meyveye ait bir PPO enziminin TPP ile saflaştırılmasına ait ilk örnek ise bu çalışmadır. 
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4.3. SDS-PAGE Analizi 

TPP ile saflaştırılan polifenol oksidaz enziminin saflığının kontrolü SDS-PAGE ile 

gerçekleştirildi. Elektroforez sonrası jel, bölüm 3.7.2.’de verildiği üzere gümüş boyama 

metodu ile boyandı. Jel görüntüsü şekil 4.4’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.4. Karadut meyvesinden saflaştırılan 

polifenol oksidaz enziminin SDS-PAGE 

görüntüsü. M: Euroclone molekül ağırlık 

standartları PPO: TPP sonrası polifenol 

oksidaz enzim preparatı (200 µg örnek 

uygulandı) 

 

Literatürde birçok farklı meyveden elde edilen polifenol oksidazların moleküler 

ağırlıklarının genellikle 31 ila 144 kDa arasında olduğu bildirilmiştir (Panadare ve 

Rathod, 2018). Polifenol oksidaz enzimlerinin farklı meyve ve bitkilerden saflaştırılmış 

örneklerinin molekül ağırlıkları, yapıları ve kaynaktan kaynağa bağlı olarak değişiklik 

göstermektedir (Tablo 4.4). Bazı durumlarda araştırmacılar tarafından saptanan birden 

fazla bandın, aynı kaynakta farklı PPO formlarının varlığına işaret ettiği 

gözlemlenmektedir (Cheema ve Sommerhalter, 2015). 

88,59 kDa 
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   Tablo 4.4. Farklı kaynaklardan elde edilen polifenol oksidazların moleküler ağırlıkları 
 

Kaynak 

Moleküler Ağırlık 

(kDa) Referans 

Mango  53, 112 ve 144 Cheema ve Sommerhalter, 2015 

Kayısı 63 Derardja ve diğ., 2017 

Iğdır kayısısı  64,8 Demir ve diğ., 2012 

Erik  65 Ioniţă ve diğ., 2017 

Beyaz Dut  66 Arslan ve diğ., 2004 

Hodan  80,6 Alıcı ve Arabacı, 2016 

Tadela Hurması  90 Benaceur ve diğ., 2019 

 

4.4. Karaduttan Saflaştırılan Polifenol Oksidaz Enziminin Biyokimyasal 

Karakterizasyonu 

4.4.1. Reaksiyon Sıcaklığının Karadut Polifenol Oksidaz Enzimi Üzerine Etkisi 

Reaksiyon sıcaklığı, enzimin kinetik davranışını ve reaksiyon ortamındaki oksijen 

çözünürlüğünü etkileyen önemli bir parametredir. Karadut PPO enzimi için optimum 

sıcaklık, test edilen substratlardan katekol hariç diğer üç substratta 50°C olarak 

ölçülürken katekolde 40°C’dir (Şekil 4.5). Enzim 60°C’de katekol, 4MC, 4BC ve 

pirogallol için aktivitesinin sırasıyla %60, %76, %89 ve %35’ini korurken, 70°C’de 

enzim bu dört substrat için aktivitesinin sırasıyla %52, %67, %83 ve %33’ünü koruduğu 

gözlendi. 90°C’de bile 4BC’de enzim aktivitesinin %74’ünü korumaktadır; diğer 

substratlarda ise %11 ila %49’unu koruyabildi.  

 

Şekil 4.5. Karaduttan saflaştırılan PPO aktivitesi üzerine   

reaksiyon sıcaklığının etkisi (4BC: 4-tert-bütilkatekol, 4MC: 4-

metilkatekol) 
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Literatürde farklı birçok meyveden izole edilen polifenol oksidaz enziminin optimum 

sıcaklık değerleri kaynağa ve substrata bağlı olarak 10°C ile 60°C arasında değişiklik 

gösterdiği görülmektedir (Tablo 4.5) (Yüzügüllü Karakuş ve diğ., 2021). 

 Tablo 4.5. Farklı kaynaklardan elde edilen polifenol oksidazların farklı substratlarda 

ölçülen optimum sıcaklık değerleri (°C) 

 
Kaynak Substrat Optimum sıcaklık (°C) Referans 

Hodan Katekol 10 Alıcı ve Arabacı, 2016 

Mango Katekol 20−70 Palma-Orozco ve diğ., 2014 

Yer elması Katekol 20 Erzengin M., 2009 

Erik Katekol 25 Ioniţă ve diğ., 2017 

Iğdır kayısısı Katekol 30 Demir ve diğ., 2012 

Altın çilek Katekol 40 Bravo ve Osorio, 2016 

Tadela Hurması Katekol 40 Benaceur ve diğ., 2019 

Beyaz dut Katekol 45 Arslan ve diğ., 2004 

 

Karadut PPO enziminin sıcaklığa karşı dayanıklığı test edilen substrata göre 

değişmektedir (Şekil 4.6). Örneğin, 4BC’de uygulanan tüm sıcaklarda enzim 

aktivitesinde zamana bağlı olarak hızlı bir düşüş kaydedildi. Diğer taraftan katekolde 

30°C ve 40°C sıcaklıklarda kararlı bir profil çizerken 4MC’de ve pirogallolde 30°C’de 

60 dk kararlıdır. Ayrıca 4MC’de 30°C -60°C aralığında 45 dk’ya kadar aktivitesinin 

%50’sinden fazlasını korumaktadır. Enzim 90 °C'de 1 saat ısıtıldığında aktivitesinde 

%100 inhibisyon gözlendi.  

PPO enzimleri genellikle 80°C'ye kadar kararlılık gösteren termostabil enzimler olarak 

kabul edilir (Benaceur ve diğ., 2020). Örneğin hodan PPO'sunun, katekol kullanılarak 

60°C'de 1 saatlik inkübasyondan sonra aktivitesinin %40'ını koruduğu bildirilmiştir (Alici 

ve Arabaci, 2016). Trüf mantarı PPO'su, substrat olarak 4-metilkatekol, L-tirozin, 

pirogallol ve katekol kullanılarak 75 °C'de 10 dk inkübasyondan sonra aktivitesinin 

sırasıyla %51, %46, %38 ve %29'unu korumuştur (Benaceur ve diğ., 2020). Erik 

PPO'sunun 25-65 °C sıcaklık aralığında stabil olduğu ve 70 °C'de 20 dk ısıtıldıktan sonra 

aktivitesinin %50'sinin korunduğu bildirilmiştir (Ioniţă ve diğ., 2017). Benzer şekilde, 

karnabahar PPO enzimi 20-50 °C'de kararlıydı ve 80°C'de 10 dk ısıtıldığında aktivitesinin 

%60'ını korumuştur (Rahman ve diğ., 2012). Stanley eriğinden elde edilen PPO (Siddiq 

ve diğ., 1992) en yüksek kararlılığını 70°C'de gösterirken, mamey meyvesinden elde 

edilen PPO 65-70 °C sıcaklık aralığında 30 dk ısıtıldıktan sonra aktivitesini tamamen 

kaybetmiştir (Palma-Orozco ve diğ., 2011). 



 

 
 

      Şekil 4.6. Katekol 4-metilkatekol (4MC), 4-tert-bütilkatekol (4BC) ve Pirogallol substratlarında sıcaklık değişiminin enzim kararlılığına    

                     etkisi 
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4.4.2. Reaksiyon pH’sının Karadut Polifenol Oksidaz Enzimi Üzerine Etkisi 

Reaksiyon pH'sı, enzim aktivitesini etkileyen bir diğer önemli faktördür. Reaksiyon 

ortamındaki herhangi bir değişiklik, enzimin yüzeyindeki net yükü de değiştirecek ve bu 

da dolaylı olarak enzimin çözünürlüğünü, çeşitli substratlar/inhibitörler ile bağlanma 

kabiliyetini ve konformasyonunu etkileyecektir. Enzimler genellikle aşırı pH 

değerlerinde katlanma nedeniyle aktivitelerini kaybederler (Alici ve Arabaci, 2016). pH 

etkisi, pH 3,0 ile 10,0 arasında geniş bir aralıkta dört substrata karşı analiz edildi (Şekil 

4.7). Sıcaklık değişimine enzim tepkisine benzer şekilde, optimum pH değeri tek substrat 

hariç diğerlerinde aynı değerde ölçüldü. Buna göre, optimum pH katekol, 4MC ve 

pirogallol için 7,0, 4BC için 8,0 ölçüldü (Şekil 4.8). Karadut PPO’sunun optimum pH 

değeri substrat olarak katekol ve pirogallol kullanan hodan PPO’suna benzerlik 

göstermektedir (Tablo 4.6).  

pH 3,0-6,0 ile 9,0-10,0 pH aralıklarında, katalitik aktivite tüm substratların varlığında 

önemli ölçüde azalmaktadır (Şekil 4.8). Bu inaktivasyon, protein katlanmasının meydana 

gelmesiyle ifade edilebilir (Alici ve Arabaci, 2016). 

 

 

Şekil 4.7. Karaduttan saflaştırılan PPO aktivitesi üzerine reaksiyon 

pH’sının etkisi (4BC: 4-tert-bütilkatekol, 4MC: 4-metilkatekol) 
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Tablo 4.6. Farklı kaynaklardan elde edilen PPO enziminin farklı substratlarda ölçülen   

optimum pH değerleri 

 
Kaynak Substrat Optimum pH Referans 

Kayısı Katekol 4,5 Derardja ve diğ., 2017 

Tadela Hurması  Katekol 5,0 Benaceur ve diğ., 2019 

Altın çilek  Katekol 5,5 Bravo ve Osorio, 2016 

Mango Katekol 6,0 Palma-Orozco ve diğ., 2014 

Erik Katekol 6,0 Ioniţă ve diğ., 2017 

Beyaz dut  Katekol 7,0 Arslan ve diğ., 2004 

Yer elması  Katekol 7,0 Erzengin M., 2009 

Hodan Katekol 7,5 Alıcı ve Arabacı, 2016 

 Pirogallol 7,5  

 

 

Karadut PPO'sunun pH stabilitesi de enzimlerin 3,0 ile 10,0 arasında değişen pH 

değerlerinde inkübe edilmesiyle incelendi. Katekol için pH 5,0-10,0 pH aralığında, 4MC 

için pH 5,0-9,0 aralığında, 4BC için pH 6,0-10,0 aralığında ve pirogallol için pH 7,0-8,0 

aralığında önemli katalitik aktivite tespit edildi (Şekil 3.8). Şekilde de görüldüğü gibi pH 

5,0’ın altında PPO aktivitesinde gözlenen azalma dikkat çekicidir, bu da enzimin asidik 

pH’dan ziyade nötr veya alkali pH’da daha kararlı olduğunu göstermektedir.  

 

 

 



 

 

    Şekil 4.8. Katekol 4-metilkatekol (4MC), 4-tert-bütilkatekol (4BC) ve Pirogallol substratlarında pH değişiminin enzim kararlılığına etkisi 



43  

4.4.3. Karadut PPO Enziminin Substrat Spesifitesi 

Karadut polifenol oksidaz enziminin farklı kimyasal ve fonksiyonel özelliklerine göre 

seçilen 8 farklı substrata karşı oksidasyon yeteneği araştırıldı. Buna göre, enzim L-tirozin 

hariç yedi fenolik substrata karşı aktivite gösterdi (Tablo 4.7). Bu, enzimin o-difenoller 

ve p-difenoller üzerinde aktif olduğunu ancak monofenolleri oksitleyemediğini 

göstermektedir. Çalışma bulgularına benzer olarak hodan (Alici ve Arabaci, 2016), erik 

(Ioniţă ve diğ., 2017) ve altın çilekten (Bravo ve Osorio, 2016) ekstrakte edilen birçok 

PPO enzimi monofenollere karşı herhangi bir aktivite göstermemiştir. 

Tablo 4.7. Karadut PPO enziminin substrat spesifite sonuçları 

 

Polifenol oksidaz aktivite 

 (µmol/mL/dk) 

 10 mM 100 mM 

Katekol 75±6 1454±25 

4-metil katekol 158±17 756±50 

4-tert-bütilkatekol 836±50 0 

Pirogallol 65±10 101±20 

Guakol 4±0.3 41±6 

Kafeik asit 485±30 64±0 

L-tirozin 0 0 

Hidrokinon 34±5 44±4 

  *Denemeler üç tekrar halinde gerçekleştirildi ve değerler ortalama ±SD olarak sunuldu. 

 

Tablo 4.7’ye göre en yüksek PPO aktivitesi katekolde gözlendiğinden bu substrat için 

kinetik sabitler (Km ve Vmax) Lineweaver-Burk grafiği kullanılarak hesaplandı 

(Lineweaver ve Burk, 1934). Enzim, Michaelis Menten kinetiğine uymaktadır (Şekil 

4.9A). Enzimin substratına olan afinitesinin bir belirleyicisi olan Km değeri ve enzimin 

maksimum hızı (Vmax değeri), Şekil 4.9B’deki Lineweaver-Burk grafiğinden sırasıyla 

17,8 mM ve 2000 µmol/mL/dk olarak bulundu.  

  



44  

 

Şekil 4.9. Katekol konsantrasyonunun PPO aktivitesine etkisini gösteren 

Michaelis-Menten grafiği (A) ve Lineweaver Burk eğrisi (B) 

 

Literatürde birçok farklı kaynaktan elde edilen PPO enziminin katekole karşı ilgisini ifade 

eden Km değerleri farklılık göstermektedir (Tablo 4.8). Altın çilek ve Tadela Hurması ile 

yapılan çalışmalarda Km değerleri sırasıyla 30,13 ve 35 mM olarak bulunmuştur. Buna 

göre karadut polifenol oksidaz enziminin katekole karşı olan ilgisi literatürdeki diğer 

meyvelerde bulunan polifenol oksidaz enzimlerine göre daha yüksektir (Km değeri daha 

düşüktür). 
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Tablo 4.8. Farklı kaynaklardan elde edilen PPO enziminin Km ve Vmax değerleri 

Kaynak Km (mM) Vmax (U/mL/dk) Referans 

Yer elması  6,12  4564,75 Erzengin M., 2009 

Yaban mersini 15 2,57 Siddiq ve Dolan, 2017 

Altın çilek  30,13 12,90 Bravo ve Osorio, 2016 

Tadela Hurması  35 2801 Benaceur ve diğ., 2019 

 

 

4.4.4. İnhibitörlerin Karadut PPO Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Substrat olarak katekol, 4MC ve 4BC kullanılarak 0,1 ve 5 mM konsantrasyonlarında 

sekiz farklı inhibitörün (askorbik asit, benzoik asit, kojik asit, p-kumarik asit, tiyoüre, 

etilendiamintetraasetik asit (EDTA), glisin ve β-merkaptoetanol) karadut PPO aktivitesi 

üzerindeki etkisi incelendi. Tablo 4.9’a göre 0,1 ve 5 mM konsantrasyonlarında %100 

inhibisyon gösteren askorbik asit ve β-merkaptoetanol, karadut PPO’su için güçlü 

inhibitörlerdir. Ayrıca 5 mM’da %100 inhibisyona sebep olan kojik asit, kumarik asit ve 

thioüre de güçlü inhibitör olarak sayılabilir. Diğer taraftan EDTA ve glisin, 5 mM’da dahi 

PPO aktivitesinde sırasıyla %21 ve %23 oranında inhibisyon etkisi göstermeleri sebebiyle 

zayıf inhibitör özelliği göstermektedirler. Literatürde de benzer sonuçlar rapor edilmiştir. 

Örneğin, askorbik asit kayısı (Derardja ve diğ., 2017), altın çilek (Bravo ve Osorio, 2016), 

mamey (Palma-Orozco ve diğ., 2011) ve hodan (Alici ve Arabaci, 2016) PPO'ları için en 

etkili inhibitör olarak tanımlanmıştır. β-merkaptoetanolün önemli inhibitör etkileri, 

enzimin 1 mM inhibitör ile muamelesinden sonra kalan aktivite yüzdesinin %10 olarak 

kaydedildiği İsviçre pazı PPO'su için sunulmuştur (Gao ve diğ., 2009). Erik PPO ile 

yapılan inhibisyon çalışmalarında en düşük inhibisyon etkisi %17'den daha düşük 

inhibisyon ile glisin için gözlenmiştir (Ioniţă ve diğ., 2017). 

 

  Tablo 4.9. İnhibitörlerin karadut PPO enzimi üzerine etkisi 

 

İnhibitör Kalan polifenol oksidaz aktivite (%) 

 Katekol 4-Tert Bütil Katekol 4-Metil Katekol 

 
0.1 mM 5 mM 0.1 mM 5 mM 0.1 mM 5 mM 

Askorbik asit 0 0 61±2 0 0 0 

Benzoik asit 43±1 25±1 77±2 0 61±2 56±1 

Kojİk asit 79±2 0 64±1 0 66±3 0 

Kumarik asit 67±1 0 80±4 0 64±4 0 

Thioüre 66±1 0 82±2 70±1 65±1 0 
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Tablo 4.9. (Devam) İnhibitörlerin karadut PPO enzimi üzerine etkisi 
 

EDTA 94±1 79±1 75±1 75±1 79±2 78±4 

Glisin 90±5 89±2 87±3 85±2 79±5 77±1 

β-Merkaptoetanol 0 0 0 0 0 0 

   *Denemeler üç tekrar halinde gerçekleştirildi ve değerler ortalama ±SD olarak sunuldu. 

 

4.4.5. Metal İyonlarının Karadut PPO Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Dokuz metal iyonunun (CuSO4, MgSO4, KCl, CaCl2, ZnSO4, FeSO4, NiSO4, MnSO4 ve 

NaCl) karadut PPO aktivitesi üzerindeki etkisi, üç substrat, katekol, 4BC ve 4MC 

kullanılarak 0,1 ve 5 mM inhibitör konsantrasyonlarında incelendi. Tablo 4.10’a göre, 

test edilen tüm metal iyonları PPO aktivitesi üzerinde doza bağlı olumsuz etki gösterdiler. 

Çalışılan metal iyonları arasında, 5 mM'de FeSO4 başlangıç aktivitesinin %64 kaybıyla 

en önemli inhibisyonu gösterdi. Literatürde mürdüm eriği ile yapılan çalışmada (Yıldız 

ve diğ., 2022) 1 mM konsantrasyonda FeSO4’ün %43,18 enzim inhibisyonu gözlemlendi. 

Spesifik metal iyonlarının inhibitör/uyarıcı etkisinin enzim kaynakları arasında farklılık 

gösterdiği gözlemlenmiştir. Örneğin bu çalışmada 5mM’da %34 inhibe edici etki 

gösteren CuSO4, mürdüm eriği ile yapılan çalışmada (Yıldız ve diğ., 2022) 1 mM 

konsantrasyonda %219,66 enzim aktivasyonu göstermiştir. 

 

Tablo 4.10. Metal iyonlarının karadut PPO enzimi üzerine etkisi 

 

Metal İyon Kalan Polifenol Oksidaz Aktivite (%)
  

 
Katekol 

 
4-Tert Bütil Katekol 4-Metil Katekol 

 0.1 mM 5 mM 0.1 mM 5 mM 0.1 mM 5 mM 

CaCl
2
 60±1 57±2 92±4 62±1 92±4 78±7 

ZnSO
4
 74±4 71±1 97±1 73±7 79±7 74±4 

NiSO
4
 88±8 78±2 92±4 91±1 96±5 91±5 

NaCl 89±14 65±1 99±1 96±3 93±1 71±1 

MnSO
4
 81±1 79±2 93±1 70±3 94±4 79±6 

MgSO
4
 84±12 70±5 93±3 92±4 90±1 86±7 

KCl 89±4 84±29 97±1 85±45 91±4 81±2 

FeSO
4
 81±2 40±1 90±1 37±2 77±3 36±4 

CuSO
4
 80±1 68±3 77±3 66±6 82±4 74±4 

*Denemler üç tekrar halinde gerçekleştirildi ve değerler ortalama ±SD olarak sunuldu.
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Besin olarak kullanılan ve likopen içerikleri zengin olan Karpuz (Citrullus lanatus), 

Kırmızı biber (Capsicum annuum), İncir (Ficus carica), Nar (Punica granatum), Kan 

portakalı (Citrus x sinensis), Greyfurt (Citrus x paradisi), Kızılcık (Cornus mas), 

Kuşburnu (Rosa canina), Kudret narı (Momordica charantia) ve Karadut (Morus nigra) 

meyvelerinden elde edilen ham ekstraktlarda 14 farklı ekstraksiyon koşulu çalışılarak 

PPO enziminin varlığı analiz edildi. 10 farklı meyveden elde edilen ham enzim ekstrakt 

örneklerinde en yüksek PPO aktivitesine karadut meyvesinin sodyum fosfat tamponu 

(100 mM, pH 7,0), askorbik asit (10 mM), PEG 6000 (%0,5, w/v) ve K2HPO4 (50 mM) 

içeren karışımdan eldi edildi. Ardından sırasıyla aseton çöktürme ve üçlü faz ayırma 

tekniği kullanarak PPO enzimi %177 verimle 2,7-kat saflaştırıldı. Enzim saflığının 

kontrolü SDS-PAGE ile yapıldı ve molekül ağırlığı 88,59 kDa olarak hesaplandı. Enzimin 

optimum sıcaklık değeri katekol için 40°C, 4BC, 4MC ve pirogallol için 50°C olarak 

belirlendi. 30°C-60°C sıcaklık aralığında enzimin kararlı olduğu gözlendi. Optimum pH 

değeri ise katekol, 4MC ve pirogallol için pH 7,0, 4BC için pH 8,0 olarak belirlendi. 

Kararlı olduğu pH aralığı substrata göre değişkenlik göstermekle birlikte katekol ve 4MC 

için pH 5,0-10,0 arası iken 4BC’de pH 6,0 ve üzeri olarak bulundu. Pirogallolde ise pH 

7,0 ve 8,0’de aktivitesinin %50’sinden fazlasını 1 saat süreyle koruduğu tespit edildi. 

Substrat spesifite analizine göre karadut PPO enzimi o-difenolikleri ve p-difenolik 

bileşikleri okside edebilmekte; ancak monofenolleri okside edememektedir. En iyi 

substratı katekol olup, bunu 4BC ve 4MC takip etmektedir. Katekol için hesaplanan Km 

ve Vmax değerleri sırasıyla 17,8 mM ve 2000 µmol/mL/dk’dır. En güçlü inhibitörler 

askorbik asit ve β-Merkaptoetanol’dur. Glisin ve EDTA ise karadut PPO enzimi için zayıf 

inhibitörlerdir. Test edilen metal iyonları arasında en yüksek inhibisyon FeSO4 varlığında 

gözlendi; 5 mM konsantrasyonda başlangıç aktivitenin yaklaşık %64’ünün kaybolmasına 

sebep oldu.  

Tüm sonuçlar değerlendirildiğinde likopen içeren ve antioksidan özelliği bulunan 

karaduttan aseton çöktürme ve beraberinde Üçlü Faz Ayırma (TPP) metodu kullanılarak 

PPO enziminin güvenilir, düşük maliyetli, doğa dostu ve yüksek verimle saflaştırılması 

endüstriyel kullanım açısından büyük avantaj sağlamaktadır. Karakterize edilmiş 

enzimin artan sıcaklık karşısında kullanılan tüm substratlarda aktivitesini kaybetmediği, 
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ancak enziminin artan sıcaklıklarda stabilitesinin düşük sıcaklıklarda korunduğu 

gözlemlendi. Ayrıca yapılan pH çalışmalarında enzimin kullanılan tüm substratlarda 

aktivitesinin pH 7,0 ve pH 8,0 aktif olmasının yanı sıra geniş bir pH aralığında enzimin 

kararlılığını koruduğu belirlendi. PPO enzim kaynağı olarak karadut güçlü bir adaydır ve 

enzim uygulaması oldukça kolay ve düşük maliyetli olan iki aşamalı teknikle başarılı bir 

şekilde saflaştırılabilmektedir. Biyokimyasal özellikleri bu çalışmada detaylı bir şekilde 

irdelenen karadut PPO’sunun güçlü bir antioksidan olarak farklı kanser hücrelerindeki 

anti-kanser etkisi gelecekte çalışılabilir. Bu şekilde uygulamada başarılılığı test edilmiş 

olunacaktır. 
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Ek-A 

 

Solüsyonların Hazırlanışı 

 

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 şekilde distile su ilave edilir ve pH 7,0’a ayarlanır. 

 

0,1 M Sitrat Tamponu pH 5,4  

Sodyum sitrat (tribazik) 11,70 g  

Sitrik asit 0,03 g 

Son konsantrasyon 400 mL olacak şekilde distile su ilave edilir ve pH 5,4’e ayarlanır. 

 

0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu pH 7,0 

 Polietilen glikol 6000 0,5 g 

Askorbik asit 0,17 g  

Dipotasyum Fosfat 8,7 g 

Sodyum dihidrojen fosfat (Monobazik) 3,46 g  

Disodyum fosfat (Dibazik) 4,94 g 

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

 

0,1 M Sitrat tamponu pH 3,0  

Sodyum sitrat 0,67 g 

Sitrik asit 4,35 g 

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

 

0,1 M Sitrat tamponu pH 4,0 

Sodyum sitrat 2,45 g 

Sitrik asit 3,19 g 

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

 

0,1 M Sitrat tamponu pH 5,0  

Sodyum sitrat 4,24 g 

Sitrik asit 2,03 g 

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

 

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 şekilde distile su ilave edilir ve pH 6,0’a ayarlanır. 

 

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 şekilde distile su ilave edilir ve pH 7,0’a ayarlanır.
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0,1 M Tris Tamponu, pH 8,0 

Tris 3,02 g 

Son konsantrasyon 250 mL olacak şekilde distile su ilave edilir ve pH 8,0’a ayarlanır. 

 

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

Glisin 0,165 g 

Sodyum hidroksit 0,011 g 

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

 

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

Glisin 1,88 g 

Sodyum hidroksit 0,64 g 

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

 

SDS–PAGE Elektroforez Jeli İçin; 

%15 (h/h) Ayırma Jeli 

%30 Akrilamid solüsyonu 5 ml 

1.5 M Tris-HCl [pH 8.8] 2,5 ml 

ddH2O 2,35 ml 
%20 SDS 50 µl 

%10 APS 100 µl 

TEMED 20 µl 

 
%5 (h/h) Yükleme Jeli 

30 Akrilamid solüsyonu 830 µl 

0.5 M Tris-HCl [pH 6.8] 630 µl 
ddH2O 3,4 ml 

%20 SDS 25 µl 

%10 APS 50 µl 

TEMED 5 µl 

SDS–PAGE Elektroforez Solüsyonları;  

 

10x Running Buffer 

Tris 15 g 

Glisin 144 g 

Son konsantrasyon 500 mL olacak şekilde distile su ilave edilir. 

 

1x Running Buffer  

10x buffer 100 mL  

SDS 1 g 

Son konsantrasyon 1 litre olacak şekilde distile su ilave edilir.  
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1,5 M Tris HCl Tamponu pH 8,8 

Tris 18,15 g 

Son konsantrasyon 100 mL olacak şekilde distile su ilave edilir. 

 

0,5 M Tris HCl Tamponu pH 6,8  

Tris 6g 

Son konsantrasyon 100 mL olacak şekilde distile su ilave edilir. 

 

%10 SDS 

SDS 10 g 

Son konsantrasyon 100 mL olacak şekilde distile su ilave edilir. 

 

%10 h/h APS (Amonyumpersülfat) 

0,1 g APS tartılır 1 mL dH2O’da çözdürülür.  

 

Gümüş Boyama Solüsyonları; 

 

Fiksasyon  

Etanol %50 mL 

Asetik asit %12 mL 

%37’lik formaldehit %0,05 mL 

Son konsantrasyon 100 mL olacak şekilde distile su ilave edilir. 

 

Yıkama 
Etanol %50 mL 

Son konsantrasyon 100 mL olacak şekilde distile su ilave edilir. 

 
Ön İşlem 

Sodyum tiyosülfat %0,02 g 

Son konsantrasyon 100 mL olacak şekilde distile su ilave edilir. 

 
Emdirme (+4°C)  
Gümüş nitrat %0,2 g 
%37’lik formaldehit %0,075 mL 

Son konsantrasyon 100 mL olacak şekilde distile su ilave edilir. 

 

Boyama 
Sodyum karbonat %6 g 

%37’lik formaldehit %0,05 mL  

Sodyum tiyosülfat %0,4 mg 
Son konsantrasyon 100 mL olacak şekilde distile su ilave edilir. 
 

Durdurma  

Metanol %50 mL 
Asetik asit %12 mL 

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

 

Protein miktarının belirlenmesi için standart protein olarak sığır serum albümin (BSA) 

kullanıldı. Stok BSA çözeltisi (2 mg/mL) aynı tampon ile uygun oranlarda seyreltilerek 

0, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5 ve 2 mg/mL konsantrasyonlarda olacak şekilde standart 

protein çözeltileri hazırlandı. Numarlandırılmış olan 2 mL’lik ependorflara, farklı BSA 

konsantrasyonlarından 100 µL ve 900 µL Bradford reaktifi (AppliChem Bradford Ultra 

Protein Assay) eklendi. 595 nm’de spektrofotometrik ölçüm gerçekleştirilerek standart 

eğri oluşturuldu (Şekil E.1). 
 

 

 

Şekil B.1. Standart BSA eğrisi 
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Ek-C 

 

 

Şekil C.1. Molekül ağırlık belirlenmesinde kullanılan grafik 
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