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OZET

POLIFENOL OKSIDAZ ENZIMININ POSOF BADELE ELMASINDAN(Malus domestica
L.) SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BAZI KIMYASALLARIN VE
METAL iYONLARININ ENZIiM AKTIiVITESI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

CIGDEM, Ayhan
Yiiksek Lisans Tezi, Gida miihendisligi Ana bilim Dal1
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Ugur GULLER

Aralik 2019, 84 sayfa

Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.) yapilan bu ¢alismada polifenol
oksidaz (PPO) enzimi aseton ¢oktiirmesi yontemiyle kismi olarak saflagtirildiktan sonra
afinite kromatografisiyle saflagtirilip karakterize edilmis ve enzimin kinetik Ozellikleri
incelenmigtir. Saf enzim Ornekleri SDS-PAGE yapildiginda PPO enzimi tek bir bant
seklinde gozlenmis, enzimin saflastirildigi ispat edilmistir. L-Tirozin, 4-metilkatekol (4-
MK) ve katekol substratlarindan faydalanilarak PPO’nun spesifik substrati tespit edilmistir.
PPO’nun 4-MK substratiyla optimum pH’smin 5,5 oldugu saptanmistir. Ky ile Viax
degerleri katekol substratiyla 33,3 mM ve 5,86 EU/mLdk, 4-MK substratiyla ise 8,53 mM
ve 3,54 EU/mLdk olarak tespit edilmistir. Optimum sicaklik, pH kararliligi, termal
stabilitesi ve inhibisyon c¢aligsmalari icin PPO’nun aktivitesi 4-MK substratiyla 6l¢tilmiistiir.
Enzimin stabil pH’sinin 6,0, optimum sicakliginin ise 10°C oldugu saptanmistir. PPO’nun
termal 1s1 kararliligi incelendigindeyse, 15 dakika arayla toplam 1 saat yapilan
inkiibasyonlarin ardindan, 0-10-20-30°C sicakliklarinda kararli oldugu tes;zt)it edilmistir.
Ayrica saflastirilan enzim tlizerine bazi metal iyonlarinin (Mgz+, AI3+, K*, Cu** ve Na‘”) ve
kimyasallarin etkileri incelenmistir. AP ve Cu®'metal iyonlarinin enzimi aktive ettikleri
tespit edilmistir. Kj ile 1so degerleri hesaplanmis ve inhibisyon tiirleri tespit edilmistir. Posof
Badele elmasi1 (Malus domestica L.) PPO’su iizerine en kuvvetli inhibisyon etkisinin
askorbik asit tarafindan yapildigi bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Posof Badele elmasi, Saflagtirma, Polifenol oksidaz, inhibisyon,

karakterizasyon



ABSTRACT

PURIFICATION, CHARACTERIZATION OF POLYPHENOL OXIDASE
ENZYME FROM POSOF BADELE APPLE (Malus domestica L.) AND
INVESTIGATION OF EFFECTS OF SOME CHEMICALS AND METAL IONS ON
ENZYME ACTIVITY

CIGDEM, Ayhan
Master Thesis, Food Engineering Main Discipline
Thesis Adviser: Assist. Prof. Dr. Ugur GULLER

December 2019, 84 pages

In the current study, performed with Posof Badele apple (Malus domestica L.),
polyphenol oxidase (PBPPO) enzyme was partially purified by acetone precipitation
method, then purified by affinity chromatography and kinetic properties of enzyme were
investigated. When SDS-PAGE was done with pure enzyme samples, PPO was seen as a
single band and purity of enzyme was proved. Spesific substrat of PPO was determined by
using L-Tyrosine, 4-methylcatechol (4-MK) and catechol substrates. The optimum pH of
the polyphenol oxidase with 4-MK substrate was found as 5.5. Ky and Vmax Values for
catechol were determined as 33.3 mM and 5.86 EU/mLmin, for 4-MK substrate these
values were determined as 8.53 mM and 3.54 EU/mLmin respectively. For optimum
temperature, pH stability, thermal stability, and inhibition studies enzyme activities were
examined with 4-methyl catechol substrate. Stable pH of the enzyme and optimum
temperature were found as 6.0 and 10°C respectively. When thermal stability of PPO was
examined, it was found that after incubation for 1 hour at 15 minute intervals, it was stable
at 0-10-20-30°C. Besides, effects of some metal ions (Mg®*, AI**, K*, Cu®* and Na*) and
chemicals on pure enzyme activity were investigated. AI** and Cu®* metal ions were found
to activate the enzyme. K; and Isy values were calculated and inhibition types were
determined. It was found that the strongest inhibitory effect on the PPO from Posof Badele
apple (Malus domestica L.) was made by ascorbic acid.

Key words: Posof Badele apple, Purification, Polyphenol oxidase, inhibition,

characterization



ONSOZ ve TESEKKUR

Meyve ve sebzelerde PPO enziminden kaynaklanan esmerlesme reaksiyonu
hakkinda detayli bir bilgi sunma adina Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.)
PBPPO enzimini saflagtirip bazi karakterizasyon islemlerini uyguladiktan sonra bazi metal
iyonlar1 ve inhibitorlerin enzime karsi olan etkileri incelenmistir. Yaptigimiz ¢alismayla
iriinlin tat lezzet ve goriiniisiiniin bozulmasima yol acan esmerlesme reaksiyonunun

engellenmesi i¢in gerekli deneysel veriler sunulmustur.

Yapmis oldugum tez ¢alismalari boyunca benden bir an i¢in bile olsa destegini
esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tez c¢alismamda bana bilgi ve
deneyimleriyle damigmanlik eden sayin Dr. Ogr. Uyesi Ugur GULLER e tesekkiir ederim.
Ayrica calismalarimda bana verdigi destekler i¢in saym Dr. Ogr. Uyesi Elif Duygu
KAYA’ya ayrica tesekkiir ederim.

Tezim i¢in gerekli olan materyal ve kimyasallar1 sundugu i¢in Igdir liniversitesine

tesekkiir ederim.

Ayhan CIGDEM
Aralik, 2019
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1. GIRIS

Hayvansal ve bitkisel hiicrelerde iretilen biyolojik olaylarda kendisini
degistirmeden kimyasal reaksiyonlarini hizlandiran protein yapidaki organik karmagsik

maddelere enzim denmektedir (Topal, 1985).

Enzimler yasamin katalizorleridir. Biitiin yasam sistemlerindeki (Tiim hayvanlar,
bitkiler ve mikroorganizmalar) reaksiyonlarin g¢ogunu yaparlar. Hayatlarimiz kesinlikle
onlara baghdir. Oksijen alip karbondioksiti vermek bile enzimlerine baglidir. Bitkilerimiz
mineralleri, suyu ve havay1 alir ve bunlar1 meyve ve sebzelerimizi enzimlerle saglamak i¢in
karbondioksit ve amonyakla birlestirir. Enzimler tim yasamin kilit noktasidir. Bu nedenle,
tim organizmalarin yiizlerce farkli enzim igermesi sasirtict degildir. Nitelik bakimindan
ayni enzimatik aktiviteye sahip ayni organ igerisinde bir enzimin ¢oklu protein formlar
olan izoenzimleri yaygin olarak bulunmaktadir. izoenzimler, ayn1 organda farkli genler
tarafindan tiretilen bir enzimin farkli protein formlaridir. Bu nedenle, her izoenzim farkl bir
gen tarafindan kodlanir. Enzimler, substratlar1 (ve kofaktorleri) aktif bolgeye yakin stereo-
spesifik olarak yonlendirilmis boliinebilir bagla reaksiyonlar1 gergeklestiren katalitik
gruplara birlestirir (Whitaker, 2002a ).

Enzim proteinlerinin fonksiyonlarin1 yerine getirebilmesi i¢in metaboliti tanimasi
gerekmektedir. Enzimin katalitik reaksiyonunun aktivitesi diizenlenebilir. Enzim
proteininin substrat ile birlesmesi enzim substrat kompleksini meydana getirmektedir.
Enzim g¢ogunlukla bir substrati katalize eder ve substrati ikinci bir iirline doniistiirmesi,
reaksiyon dengeye ulasana kadar stirmektedir. Bu bakimdan her enzimin belirli bir substrat
ve belirli bir etki spesifikligi vardir. Enzimin bir¢ok substrat igerisinde yalnizca birini
se¢mesine substrat spesifikligi, enzimin substrati yapabilecegi birka¢ doniistiirme
bigimlerinden sadece birine gore olay1 gergeklestirmesine ise etki spesifikligi denilmektedir

(Topal, 1985).

Enzimlerin katalizleme 6l¢iisii turnover sayisiyla belirlenmektedir ve turnover sayisi
ise 1 mol enzimin birim zamanda {iriine cevirdigi substratin mol sayis1 olarak ifade

edilmektedir.



Enzimlerin miktar1, iglerinde var olan aktiviteleri dikkate alinarak enzim {initesi
(E.U) bigiminde ifade edilir. Yaygin bir E.U tanim1 olmamakla beraber, normal sartlarda 1
mL’lik reaksiyon karisimi igerisinde dakikada 0,001 absorbans yiikselisiyle sonuglanan
enzimin miktar1 bigimde tanimlanmistir (Ozen, 2004). Enzimin saflik miktarinin bir lgiisii
olan polifenol oksidazin spesifik aktivitesi; bir mg proteinde bulunan enzim {initesi

EU/mgprotein olarak tanimlanmistir (Kolcuoglu, 2012).

Enzimin substrata baglanmasi, enzimin substrati tanimasi ile miimkiindiir.
Substratin enzim ile bag kurmasi ise ancak enzim proteinin ¢ok spesifik bir noktasindan
olabilir ve bu noktaya o enzime ait katalitik merkez denmektedir. Enzimin katalitik etkisi
Michaelis ve Menten tarafindan denklemlestirilmistir (Topal, 1985).

Substrat enzim katalizli reaksiyonlar i¢in hiz ifadesi, 1902'de Henri tarafindan ve
daha sonra bilinen ilk enzim ve substrat konsantrasyonlar1 ve sabit reaksiyon kuvveti 1913
yilinda Michaelis-Menten tarafindan gelistirilmistir. Denklem 1.1°de ifade edildigi gibi S,
baglanmamis (serbest) substrat konsantrasyonu, Vmax maksimum reaksiyon hizi ve Ky

Michaelis-Menten doyma sabiti olacak sekilde formiil haline getirilmistir (Kargi, 2009).

Michaelis-Menten  kinetigine gore enzimatik reaksiyonlarin hizt enzim
konsantrasyonu ile dogrusal olarak ve substrat konsantrasyonunun hiperbolik olarak
degismesiyle degismektedir. Enzim molekiilleri, substrat molekiillerinin enzim-substrat
kompleksini olusturmak icin baglandig belirli sayida aktif bolgeye sahiptir. Reaksiyon hizi,

substrat bagli enzim konsantrasyonu ile belirlenmektedir (Kargi, 2009).

Diisiik substrat konsantrasyonlarinda (S << Ky), enzim aktif bolgelerinin kii¢iik bir
kismi, substrat molekiilleri tarafindan isgal edilir ve reaksiyon hizi, lineer olarak birinci

dereceden bir reaksiyon kinetigi veren artan substrat konsantrasyonu ile artar (Kargi, 2009).

Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda (S >> Ky), enzimin tiim aktif bolgeleri
substrat (doygunluk) tarafindan isgal edilir ve substrat konsantrasyonundaki artiglar, sifir

dereceli reaksiyon kinetigi veren reaksiyon hizini arttirmaz yani V = Vna olur (Kargi,

2009).



Enzim substrat katalizli reaksiyonlari, E'nin enzim, S'min substrat, ES'nin enzim-
substrat kompleksi ve P'nin iiriin oldugu asagidaki sekil 1.1 ile tarif edilir. Ilk reaksiyonun
ES kompleksini olusturan hizli bir dengeye ulastigi varsayilmaktadir. Enzim, substrat
iizerinde bazi degisiklikleri katalize eder ve iiriinii reaksiyon ortamma birakir. Ikinci
reaksiyon, ters reaksiyona neden olmak i¢in kayda deger miktarda iiriin iiretilinceye kadar
sadece ileri yondedir. Enzim katalizli reaksiyonlarin ilk asamalar1 igin ikinci reaksiyonun
sadece denge olmaksizin ileri yonde oldugu varsayilmaktadir. Bununla birlikte, ters
reaksiyon, reaksiyonun sonraki asamalarinda 6nemli olabilmekte ve ikinci reaksiyon i¢in

bir denge kurulabilmektedir (Kargi, 2009).

Enzim-Substrat ——— = Enzim + Uriin

Kompleksi

Enzim+Substrat

E+S ES — 3 E+P

m Enzimin substrata

Pl () dn)
q t[ bolge . i | . o & ' |

/\W\ \ Enzyme / G . B \Enzyme/

e D a8 Al e

Enzim substrat ~ kompleksi N

, _ . Enzim + iiriinler
Enzim ve substrat Enzimm iiriin kompleksi

Sekil 1.1. Michaells- Menten Denklemi anahtar kilit modeli (Ruiz, 2019)

Serbest (baglanmamis) enzim (E) ve substrat (S) konsantrasyonlari, enzimin ve
substratin nispi baslangi¢c konsantrasyonlarina bagldir. Ik [E]o / [S]o oranina dayanarak ii¢

farkli durum tespit edilebilir.

(a) Ik enzim konsantrasyonu, baslangigtaki substrat konsantrasyonunundan
fazladir. Yani [E]o / [S]o >> 1. Bu durumda, enzimin sadece bir kismi substrata baglanir
veya enzimin bir kismi serbesttir. Hiz, substratin mevcudiyeti ile sinirlidir ve artan substrat

konsantrasyonuyla veya reaksiyon ortamina ilave substrat ilavesiyle artar. Bu durumda,



reaksiyon hizi hiperbolik olarak substrat konsantrasyonuna gore degisir, ¢iinkii serbest
substrat konsantrasyonu ¢ok disiiktiir ve hiz smirlayicidir. Ky, reaksiyon hizinin
maksimum hizin yarisina esit oldugu ayni zamanda hiz sabitinin yarisi olarak bilinen

substrat konsantrasyonudur.

(b) Ilk substrat konsantrasyonu, baslangic enzim konsantrasyonunun dan fazladur.
Yani [E]o / [S]o << 1: Bu durumda, substratin sadece bir kism1 enzime baglanir ve substratin
bir kismi serbest haldedir. Bununla birlikte, tiim enzim molekiilleri substrata baghdir ve
serbest enzimin konsantrasyonu ¢ok diisiik veya ihmal edilebilir seviyededir. Hiz, enzimin
mevcudiyeti ile sinirhidir ve artan enzim konsantrasyonuyla veya reaksiyon ortamina ekstra
enzim eklenmesiyle artar. ilk enzim konsantrasyonu diisiik oldugundan, neredeyse tiim
enzim molekiilleri substrat tarafindan isgal edilir ve serbest enzim konsantrasyonu diisiik
olur. Yani, [E]o yaklasik olarak [ES] 'e esittir ve serbest enzim konsantrasyonu reaksiyon

hizin1 sinirlar.

(c) 1lk enzim ve substrat konsantrasyonlar esittir. Yani, [E]o / [S]o = 1. Bu durumda
ne enzim ne de substrat, h1z sinirlayict parametre degildir. Tiim substrat molekiilleri enzime
baglanir ve tiim enzim molekiilleri substrat tarafindan isgal edilir. Ciinkii serbest enzim ve
substrat konsantrasyonlar1 neredeyse sifirdir. Bu nedenle, enzim substrat Katalizli
reaksiyonlar i¢in hiz ifadesi, enzimin ve substratin nispi baslangi¢ konsantrasyonlarina

bagl olarak degigsmektedir.

Enzim konsantrasyonu fazla oldugunda, ([E] >> Ky), Ku, [E] ile karsilastirildiginda
ihmal edilebilir (Kargi, 2009).
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Sekil 1.2. Michaelis-Menten grafigi

V — Vmax [S] (1. 1)

Km+[S]

Vmax: hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktadir. Maksimum hizin yarisina
(Vmax/2) karsilik gelen substrat derisimi Ky (Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Vmax

ve Ky bir enzimin aktivitesini belirleyen énemli enzim sabitleridir.

Kwm substratin enzime ilgisinin bir 6l¢iisiidiir. Bundan dolayr Ky degeri ne kadar
kiiglik olursa, substrat enzime o kadar siki bag kurar, Ky degeri ne kadar biiyiikse substrat
enzimle o kadar zayif bag kurar. Ky degerleri ayn1 zamanda ayni1 6zellige sahip enzimleri

birbirlerinden ayirt etmek i¢in de kullanilmaktadir (Eisenthal and Danson, 1992).

Bir hiperbol Michaelis-Menten egrisi kullanilarak meydana getirildiginde,
hesaplamalarin daha pratik yapilmasi i¢in hiperboliin bir dogru denklemine doniistiiriilmesi
gerekmektedir. Bunun igin eksenlerin &lgeklerinin uyumlu bir bigimde degisiklige
ugratilarak, farkli bigimlerle dogru denklemine doniisiimii saglanabilir. Bunlar arasinda
siklikla bagvurulan1 Lineweaver-Burk denklemidir (Lineweaver and Burk, 1934).

1_ K 1, 1
V" Ve 817 S (1.2)



Bu denkleme gore Y ekseninde 1/V, X ekseninde 1/[S] degerleri olacak sekilde bir

dogru olusturulur. Bu dogrunun egimi ise Ky /Vmax” tir (Sekil 1.3).

max

Sekil 1.3. Lineweaver-Burk grafigi

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarini; enzim konsantrasyonu, sicakliligi, ortamin
pH’s1, zaman, kofaktdr kosantrasyonu, substrat konsantrasyonu, aktivatdér ve Inhibitor
konsantrasyonu, tepkimelerin driinleri, bazi iyon konsantrasyonlari, diger fiziksel etkenler

ve 151k etkilemektedir.

Bazi enzimler ortadaki hidrojen iyonlarmin konsantrasyona bagl olarak, diisiik
pH’l1 (asidik) ortamlarda bazilariysa yiiksek pH diizeylerinde aktivite gostermektedirler.
Buna karsin ekseriyetle pH’nin nétral oldugu durumlarda enzim aktivitesi en yiiksek

seviyelerdedir.

Enzim inhibitorleri, bir enzim reaksiyonuna eklendiginde aktiviteyi azaltan H"
iyonlar1 disinda herhangi bir bilesik olarak tanimlanir. Birgok enzim inhibitorii
bilinmektedir. Pestisitler bocekleri, istenmeyen bitkileri veya hayvanlari 6ldiirmek icin
ayrica enzimleri inhibe etmek i¢in kullanilirlar. Meyvelerin ve sebzelerin esmerlesmesini

onlemek veya “tazeligini” korumak i¢in kullanilirlar. Pek ¢ok farmasotik bilesik, enzim



sistemlerini segici olarak inhibe ederek mikroorganizmalar1 6ldiirmek i¢in tasarlanmistir.
Mekanik olarak iki ana enzim inhibitor grubu vardir. Bir grup, kovalent bag olusumunu
igeren reaksiyonlarla enzimleri inhibe eden (geri doniisii olmayan inhibitorler); diger grup,
doniistimlii kovalent olmayan bag olusumu ile enzimleri inhibe edenlerdir. Her iki tip de

enzim aktivitesini azalttig1 veya ortadan kaldirdigi i¢in 6nemlidir (Whitaker, 2002a ).

Doniistimlii  inhibisyonun; Yyarigmasiz (noncompetitive) inhibisyon, Yarigsmali
(competitive) inhibisyon yar1 yarigmali (uncompetitive) ve Karigik Yarismasiz (mixed

noncompetitive) inhibisyon seklinde 4 tiirti vardir; (Ziyan, 1998).

Yarigmali inhibitor (I), molekiil yapisindan dolay1 substrata (S) benzer ve substratin
enzimin aktif merkezine baglanmasini izin vermeyecek sekilde baglanarak enzimin aktivite
gostermesine engel olur (Ziyan, 1998).

E+S === ES —> E+U
+ S p

he

El
Sekil 1.4. Yarismali (competitive) inhibisyon semasi

1=K_M.(1+[”>i+ 1 (1.3)

14 Vimax Ki [S] Vimax
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Sekil 1.5. Yarismali (competitive) inhibisyonun Lineweaver-Burk grafigi

Yar1 yarismali (uncompetitive) inhibisyon; tek substratli sistemlerde inhibitor,
serbest enzime baglanamayacagindan bu tiir inhibisyonla ¢ok nadir karsilasilmaktadir. Bu
tiir inhibisyonda inhibitér, enzimle birlesip EI kompleksi meydana getiremediginden dolay1
enzim ilk substratla ES kompleksi olusturur, ardindan bu kompleks inhibitorle etkilesir

(Ziyan, 1998). Reaksiyon semast;

Koy )
E+S === ES —» E+U

S+

I
B
ESI
Sekil 1.6. Yar1 yarigsmali (uncompetitive) inhibisyon reaksiyon semasi

I

1 Ky 1 1 (1]
=M . _ 4 - (14= 14
14 Vmax [S] + Vmax ( + > ( )
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Sekil 1.7. Yar1 yarigmali (uncompetitive) inhibisyonun Lineweaver-Burk grafigi

Yarigsmasiz (noncompetitive) inhibisyon; bu tiir inhibisyonlarda substrat ve inhibit6r
rastgele bir sekilde birbirinden bagimsiz ve tersinir olacak sekilde ayri merkezlere
baglanirlar. Bundan dolay1 ES ve EI komplekslerini olusturabilirler. Ayrica ES, I ile ve EI,
S ile bir araya gelerek ESI i¢lii kompleksini olustururlar, meydana gelen ESI {iglii

kompleksi katalitik olarak inaktiftir (Ziyan, 1998).

Ke .
E+S =—= ES —> E+U

+ s 4
l |
[EEE

El+S == ESI

Sekil 1.8. Yarigmasiz (noncompetitive) inhibisyon reaksiyon semast

I

l=K—M.<1+m)-i+#.(1+m> (1.5)
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Sekil 1.9. Yarismasiz (noncompetitive) inhibisyonun Lineweaver-Burk grafigi

Karigik yarigsmasiz (mixed noncompetitive) inhibisyon; E, S ve I’ nin baglanma

denge sabitlerinin degistigi ayri bir noncompetitive inhibisyon g¢esididir (Ziyan, 1998;).

Reaksiyon semasi

Kp .o
E+S —_— ES — E+U

+ Ks .

l |

“ K| “ K
El+S == ESI

Sekil 1.10. Karisik yarismasiz (mixed noncompetitive) inhibisyon reaksiyon semasi

Lo () 1y (g (1.6)

Vinax Ki/ [S]  Vimax' K1
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Sekil 1.11. Karigik yarismasiz (mixed noncompetitive) inhibisyonun Lineweaver-Burk

grafigi

Enzimler, birgok biyolojik ham maddede dogal olarak bulunur ve islenmesi ile
birlikte gidalarin islevsel 6zelliklerini bircok sekilde etkileyebilir. Endojen enzimlerin
gidalar tizerinde faydali veya zararli etkileri olabilir. Baz1 enzimler, yan iriinlerin geri
kazanilmasinda, yeni gida drlinlerinin gelistirilmesinde, daha yiliksek oranlarda ve
ekstraksiyon oranlarinin elde edilmesinde veya 6rnegin tat, doku a¢isindan gida kalitesinin
arttirllmasinda gida islemlerinde olumlu bicimde kullanilir. Ote yandan, enzimlerin de
zararl etkileri olabilir. Gida bozulmasina, gidada dogal olarak bulunan enzimler veya bazi
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen enzimler neden olabilir. Ornegin; meyve ve
sebzelerde polifenoloksidazlarla enzimatik esmerlesme reaksiyonlari, veya endojen
lipazlarm ve lipoksijenazlarin varligindan kaynaklanan eksime bu durumlara 6rnektir (Loey

et al., 2002).

Enzimlerin faydali ve zararli etkilerinin bir sonucu olarak, cogu gida isleme
adiminda enzimatik aktivitenin kontrolii gereklidir. Ikisinden biri, islem sirasinda enzimatik
aktiviteyi arttirarak enzimin faydali etkilerini arttirmak istemektedir; bu durumda, ilgili

islem kosullar1 altinda enzim stabilitesi hakkinda bilgi, proses tasarimi igin gereklidir
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(0rnegin termostabilitesi, asit ortamlara kars1 direnci). Diger taraftan, zararli enzimatik
etki s6z konusu oldugunda, enzimatik tepkimeyi ortadan kaldirmak veya geciktirmek
istendiginde, genellikle fiziksel yontemlerle etkisizlestirilerek veya katki maddeleri
kullanilarak enzimatik tepkimenin engellenmesiyle gergeklestirilen kimyasal bir yontemdir

(Loey et al., 2002).

Polifenol oksidaz (PPO) igeren hasat sonrasi esmerlesme reaksiyonlarinin bir
sonucu olarak, diinyadaki meyve ve sebzelerin yarisinin kayboldugu tahmin edilmektedir
Whitaker, 1995). Meyve ve sebze dokulari dagitim, ambalajlama veya isleme sirasinda
zarar gorlr ve renk degisimi meydana gelir. Bu renk degisikligi kimyasal bir kusur degildir,
fakat renk degisimi tiiketicilere hitap etmez, {iriin piyasa degerini diisiiriir ve meyvenin
besin kalitesini de etkiler. Buna enzimatik esmerlesme denmektedir. Bu istenmeyen
enzimatik esmerlesme bir¢ok meyve ve sebzede meydana gelmektedir (Dogan and Dogan.,
2003; Pruidze et al., 2003).

PPO’nun bitkilerde enfeksiyonlara karsi meydana getirdigi direng sdyledir;
enzimatik reaksiyon neticesinde meydana gelen kinon bilesikler, farkli bir polimerlesme
reaksiyonuna girerek su igerisinde ¢6ziinemeyen, koyu renkli polimer birlesikler meydana
getirir. Meydana gelen bu polimer bilesikler dokulara dolarak enfeksiyonlarin yayilmasini
engellemektedir. Enzim ayrica bitkide o-difenollerin biyosentezi, hiicrelerde var olan
redox reaksiyonlarinin bazilarini diizenledigi, tohum katlarinin sertlesmesine, fotosentezde
ETS (elektron transport zinciri)’inde gorev yaptigi, bitkilerin hastalanmasini engelledigi ve

kimyasal bilesiklerin etkilerinden korudugu tahmin edilmektedir (Mayer and Harrel, 1979).

Tiiketicinin her gegen giin giderek daha da bilinglenmesiyle tiiketilen gidalarin insan
ve g¢evre sagligma uygun olmasmin yaninda, ayni zamanda damaga da hitap etmesi
beklenmektedir. Canlilarda, esmerlesme veya kararma seklinde tanimlanan en sik goriilen
oksidasyon reaksiyonlarindan bir tanesi, saridan kahverengi ve siyaha kadar farklilasan
renk doniisiimleriyle neticelenen, fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonudur (Marshall
et al., 2000).
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Polifenol oksidaz, cogunlukla tirosinaz, polifenolaz, fenolaz, katekol oksidaz,
krozola veya katekolaz olarak adlandirilir. TiroSinaz adi, ilk 6nce substrat olarak kullanilan
tirozinden gelmektedir. Daha yiiksek bitkilerden ve mantarlardan elde edilen enzimler ¢ok

¢esitli mono fenolik ve o-difenolik bilesikleri okside etmektedir (Ramirez et al., 2003).

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinin tamami bitkinin g¢esidine, gelistigi bolgeye
ve bitkinin ne kadar olgun olduguna gore farklilik gosterir. Esmerlesmenin rengi ise
ortamdaki var olan fenolik substratlarin ¢esidine baghdir. Bitkilerde ki enzimatik
esmerlesme, aktif bulunan PPO konsantrasyonuna, sicakliga, pH’ya ve dokularda var olan
oksijen seviyesine bagli olarak degismektedir. Bu faktorlerden birinin ortamda olmamasi
veya olmasi gereken optimum degerinden diigilk olmasi reaksiyonu durdurabilir veya

yavaglatabilir (Pekyardimei, 1992).

Saglikl bitkisel dokularda, Polifenol oksidaz (PPO) enzimlerinin substrat olarak rol
alan fenolik bilesiklerle temasi, neredeyse bulunmamaktadir. Bunun temel sebebi,
substratlarla enzimlerin bitki hiicresinin ayr1 bdlgelerinde bulunmasidir. Polifenol oksidaz
enzimlerinin bazis1 sitoplazmada serbest halde iken, cogunluguysa hiicrenin kloroplast ve
tilakoit kisimlarinda, membran ile yapisik halde yer almaktadir. Bunun aksine, fenolik
bilesiklerin biiyiik bir cogunlugu vakuollerde yogunlagmis bir sekilde yer almaktadir. Fakat
hiicredeki pektinazlarin ¢aligmalariyla doku olgunlagmasinin ileriki safhalarinda, dokunun
kontrollii bir bi¢imde kendiliginden farklilasir. Bununla birlikte, isleme, hasat ve tasima
esnasindaki etki ve yahut yapilan farkli islemler yoluyla dokunun biitiinliigiinde ve
hiicrenin yapisinda bozulmalar meydana gelmektedir. Bununda neticesinde, polifenol
oksidaz enzimi havadaki oksijen yoluyla kendi substratlarindan olan fenolik bilesiklerle

etkilesime girmektedir (Muchuweti et al., 2006).

Meyve ve sebzelerin depolanmalari ve endiistriyel islenmeleri esnasinda olusan
zedelenmeler neticesinde meydana gelen esmerlesme reaksiyonlari iiriiniin sadece goriiniis
ve tadin1 bozmakla kalmayip onun besleyici degerinin de diismesine yol agmaktadir (Zemel
etal., 1990).
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Esmerlesme reaksiyonuna neden olan sebepler; enzimlerin yol agtig1 esmerlesme
reaksiyonlari, enzimatik olmayan oksidatif esmerlesmeler, maillard reaksiyonu neticesinde

olusan esmerlesmeler olarak ii¢ grup altinda toplanmaktadir (Pekyardimci, 1992).

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 iki safhada meydana gelmektedir. Birinci
safhada, PPO’nun katalizledigi reaksiyonla mono fenollerin ya da difenollerin o-kinonlara
enzimatik oksidasyonu, ikinci safhada ise enzimatik oksidasyon neticesinde meydana gelen
o-kinonlarin, enzimatik olmayan polimerizasyon reaksiyonlart neticesinde melanin
bilesiklerine doniismesidir. Bu esmerlesme reaksiyonlari baski kosullari altinda meydana
gelir. Bunun sebebi ise bu kosullar altinda iken hiicre igi pargalanmalarin olusmasi ve
polifenol oksidaz substratlar1 (fenolikler ve oksijen) ile temas kurulmasidir. Enzimatik
esmerlesme reaksiyonlar basit yiiriiyen reaksiyonlar degildirler. Birgok mono fenolik ya da
difenolik bilesik, polifenol oksidazla reaksiyona girerek olduk¢a farkli ¢esit kinonik
tirtinlere ya da polimerizasyon iiriinlerine doniistiiriiliirler. Fenolik substratlardan, polifenol
oksidaz aktivitesi neticesinde meydana gelen o-kinonlar renkli tiirler olmasina karsin,
enzimatik esmerlesmenin tipik kirmizi kahverengimsi rengi, o-kinonlarin enzimatik
olmayan ikinci safha reaksiyonlar1 neticesinde meydana gelen melaninlerden
kaynaklanmaktadir (Yoruk and Marshall, 2003).
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R O
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Sekil 1.12. Esmerlesme i¢in enzimatik ve miiteakip enzimatik olmayan kiimelenme

islemlerinin sematik gésterimi (Yoruk and Marshall, 2003)

Yapisinda bakir bulunduran polifenol oksidaz enzimi molekiiler O, varliginda
birbirinden biitiiniiyle farkli kresolaz aktivitesi olarak bilinen mono fenollerin
hidroksilasyonu yoluyla o-dihidroksi fenollerin meydana gelmesi ve katekolaz aktivitesi
olarak adlandirilan o-dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu seklinde iki farkli

reaksiyonu katalizlemektedir (Vamos-Vigyazo, 1981).

Birinci kategorideki reaksiyonlar fenilhidroksilaz veya kresolaz enzimleri yoluyla
katalizlenen ve mono fenoller, o-dihidroksifenollere doniisiiyle sonuglanan reaksiyon sekil

1.13.de gosterilmektedir.
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OH
+E-2Cu* 0, +2 H*PPO, +E-2Cu? +H,0
CH3 CH3

p-Kresol 4-Metil katekol
Sekil 1.13. o-dihidroksifenol olusumu
ikinci  kategorideyse  O-dihidroksifenol, ~E---2Cu*”’yi  E---2Cu®  haline

indirgemektedir (Whitaker, 1972). Difenollerin O-kinonlara oksitlenmesi reaksiyonu ise

katekolaz veya fenoloksidaz enzimleri tarafindan katalizlenmektedir (Sekil 1.14.).

OH 0
OH 0
+E-2Cu" ——— +2H*+E-2Cut
Katekol 0-Benzokinon

Sekil 1.14. o — benzokinon olusumu

Enzimatik olmayan oksidatif esmerlesme reaksiyonlari da enzimatik reaksiyonlar

gibi yiirtir ve fenolik gruplar arttik¢a oksitlenmeye karsi hassaslik artar ( Harbone, 1964).

PPO’nun bitkisel kaynaklardan izolasyonu asamasinda 3 farkli sorun gozlenir;
PPO’nun pasif halde bulunmasi, hiicrenin organelleriyle kompleks yapmis PPO’nun
¢ozliniir hale getirilmesi, bitkin yapisinda yer alan fenollik bilesiklerin polifenol oksidazla
okside olmasi neticesinde polimerize olup PPO’nun {istiine ¢okelmenin engellenmesidir

(Tozak, 2013).
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PPO’nun herhangi bir numuneden eldesinde tizerinden gelinmesi gereken en ciddi
sorun; bitkisel kaynaktan izolasyonu ile tasinma esnasinda enzimatik fenol oksidasyonunun
ve pigment olusumuna izin verilmemesidir. PPO proteinin tizerine pigmentlerin
¢okemesiyle enzimin sadece ¢6ziinmemesine degil ayn1 zamanda PPO’nun doniisiimsiiz
inaktivasyonuna da yol acgabilir. Bunun gibi riskleri minimum seviyeye indirgemek
amaciyla enzim izolasyon ve saflastirilmas1 adimlarmin tamami +4°C’de vyiiriitiilmelidir.
Tasima ve homojenizasyon c¢ogunlukla sivi azot veya azot atmosferi igerisinde
yapilmaktadir (Tozak, 2013). Ekstraksiyon asamasinda c¢ok farkli tamponlardan
faydalanilmaktadir ve hangi pH degerinin kullanilacagi PPO’nun kaynagina gore farklilik
gostermektedir. Ancak pH’nin degeri genellikle ya nétiir yada asidik ortam olacak bigimde
ayarlamasi yapilir. Kullanilacak tampon ¢ozeltinin pH degeri saflastirilmaya calisilan

PPO’nun yapisini etkileyebilmektedir (Vamos-Vigyazo, 1981).

Ekstraksiyon sistemini enzimatik PPO’ dan korumak igin, ortama doniisiimlii enzim
inhibitorleri katilabildigi gibi indirgeyici bilesikler ya da kinon baglayicilart da katilabilir.
Sodyum metabisiilfit, L-sistein, DIECA, askorbik asit veya bazen de bu bilesiklerin
karigimi kullanilabilmektedir. PPO’nun izolasyonu esnasinda fenollik oksidasyonunun ve
polimerizasyonunun engellenmesinin en etkili yontemlerinden biri de ortamda var olan
substratlarin ¢oziinmeyen bir polimere birleserek ortamdan uzaklastirilmasidir. Fenollerin
baglanmasinda ¢ogunlukla polietilen glikol (PEG) tercih edilmektedir. Bu tercihin
sebebinde, PEG’in asetondaki ¢Oziiniirliiglinin  belirli avantajlar saglamasindan

kaynaklandiginin diistiniilmektedir (Loomis, 1968).

Meyve, sebze, meyve sular1 ve saraplardaki enzimatik esmerlesmenin kontrolii,
belirli bir bitkide bulunan fenolik substrat tipleri, askorbik asit ve siilthidril bilesikleri, O
erisilebilirlik seviyesi, mevcut co-okside edilebilir bilesiklerin dogas1 ve o-benzokinonlarin
polimerizasyon ve bozunma yollar1 gibi indirgeyici bilesiklerin seviyesi hakkinda kimyasal
bilgi gerektirmektedir. Ayrica bitki gelisiminin farkli asamalarinda mevcut olan PPO
seviyesini ve substratlari bilmekte Onemlidir. Hepsinden Onemlisi, gidalardaki enzim
kaynakli esmerlesme ile enzim kaynakli olmayan esmerlesmeyi (Maillard reaksiyonu) ayirt

etmektir (Whitaker and Lee, 1995).
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Teoride meyve ve sebzelerin PPO katalizorli esmerlesmesi, enzimin 1s1
inaktivasyonu, substratlardan birinin veya her ikisinin (O, ve fenoller) disarida birakilmasi
veya uzaklagtirilmasi, pH’y1 2 veya daha fazla birim optimum pH'nin altina diisiirerek,
enzimin yeniden aktiflestirilmesiyle veya PPO’yu inhibe eden veya melanin olusumunu

Onleyen bilesikler ilave edilerek engellenebilir (Vamos-Vigyazo, 1995; Walker, 1995).

Oksijen ve fenollerin dokudan uzaklastirilmast ve / veya ayrilmasiyla, saglam
dokularin esmerlesmesi Onlenir; Bu yontemlerin ticari faydalari sayisiz arastirmaci
tarafindan incelenmektedir (Sapers et al., 1994). Meyve ve sebzelerde, kabuklara zarar
vermedigi siirece Oz'nin girisini engelleyen "kabuklar1" (mumlar ve diger yiizey tabakalar1)
vardir. Ticari olarak Oy; kontrollii atmosferik depolama, paketleme teknikleri vb. ile meyve
ve sebzelerdeki konsantrasyonunun diisiiriilmesi veya ortama giriginin engellenmesiyle
Onlenebilir (Whitaker and Lee, 1995).

Literatiire gore farkli etkileyiciler enzimatik esmerlesmeyi kontrol edebilir ve bu
bilesikler, indirgeyici ajanlar, selatlama ajanlari, asitlestiriciler, enzim inhibitorleri, enzim
muameleleri ve kompleks yapan ajanlar inhibisyon mekanizmasina  gore

siniflandiriimaktadirlar (Ozoglu and Bayindirli, 2002).

Esmerlesmenin kontrolii i¢in en yaygin kullanilan ajanlar siilfit ajanlaridir. Bu
bilesiklerin yol agtign olumsuz saglk etkileri nedeniyle, Diinya Saglik Orgiiti (WHO),
SO2nin  gida maddelerinin  tatbikinde mimkiin oldugunca en diisiikk oranlarda
kullanilmasimi tavsiye etmistir. Yapisinda siilfiir bulunan maddeler igerisinde L-Sistein
esmerlesme reaksiyonunu engellemek amaciyla kullanilabilecek 6nemli bir kimyasaldir.
Sistein stabil ve renksiz iriinler iiretmek i¢in o-kinon ara iriinleriyle reaksiyona girer

(Rapeanu et al., 2005).

Askorbik asit (AA), gida irlinlerinde esmerlesme kontrolii igin siklikla
kullanilmaktadir ve onun izomer izoaskorbik asidinden daha etkili oldugu belirtilmistir
(Ozoglu ve Bayiindirli., 2002). Bu vitamin bir antioksidan gorevi goriir, ¢iinkii
esmerlesmeye yol acan ikincil reaksiyonlara girmeden Once iiretilen kinonu azaltir ve

pH’nin disiiriilmesine de katkida bulunur (Guerrero-Beltran et al., 2005). Optimum pH-
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PPO reaksiyonlar1 5 ila 7,5 arasinda degistiginden, diisiik degerler enzimatik aktiviteyi

inhibe etmektedir.

Spektrofotometrik analizler, PPO'nun aktivitesini belirlemek i¢in daha yaygin
olarak kullanilmaktadir. Baz1 kinetik deneylerde, melanin gibi enzimatik reaksiyonda
iretilen kinonlarin varligr Olciiliirken diger yontemlerdeyse, o-kinonlarin birlestirme
reaktifleri ile reaksiyonunun hizini 6lgiilmesi prensibine dayanmaktadir. Aktivite 6l¢iim
yonteminde kullanilan metotlarin hassaslik sorununu giderme adina PPO tarafindan
katalize edilen cesitli difenollerin oksidasyonunda olusan o-kinonu yakalamak igin
MBTH’nin kullanildigi farkli bir yontem gelistirilmistir. Burada o-kinonlar, renk
yogunlugunun (optik yogunluk) kullanilan fenol konsantrasyonu ile iliskili oldugu, yogun
renkli tUriinler tiretmek igin 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon (MBTH) ile reaksiyona
girmektedir. Bu metod PPO'nun varliginda p-hidroksifenil propiyonik asit (PHPPA) ve 3,4-
dihidroksifenil propiyonik asittin (DHPPA) oksidasyonunun kinon {iriinleri ve MBTH
arasindaki birlesme reaksiyonlarina dayanmaktadir. pH kiivet karisimindaki maddelerin
¢Oziiniirliiglinii ve stabilitesini etkiledigi i¢in ortama % 2 (v/v ) oraninda DMF eklendiginde
artik kiivetteki karisim her pH degerinde ¢oziinebilir hale gelmektedir. MBTH, pH’ya bagh
olarak farkli protonlama-proton giderme derecesinin oldugu amino grubu igerisinde ti¢lii bir
niikleofildir. Kiivet icerisindeki reaksiyonlarin mekanizma basamaklar1 detayli bir bi¢imde

sunulmustur (Espin et al., 1996).
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Sekil 1.15. PPO’nun 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon (MBTH) igerisinde mono ve
difenolaz aktiviteleri (M: monofenol, D: difenol, K: o-kinon, N: MBTH, ND:

MBTH -difenol renksiz katilma triinii, NK: MBTH -kinon katilma {irlinii)
(Espin et al., 1996).

Elma Roseceae ailesinin Malus tiirinden olup Cin’de, Kore’de, Anadolu’da,
Avrupa’da, Japonya’da, Kuzey Amerika’da ve Himalaya’daki ¢esitli gen merkezlerinde 48
¢esidinin oldugu diistiniilmektedir (Dziubiak, 2004). Tiirkiye ise diinyada iiretilen alan
yoniiyle besinci, tiretilen miktar (neredeyse % 4 ) yoniiyle tiglincii sirada yerini almaktadir.
Bu miktarda yapilan elma iiretimi, elma meyvesi elde edilen yaklasik 45 milyon agagtan
elde edilmektedir (Anonim 2013a). Genel olarak elma; lezzeti, aromasi, rengi, ekonomik
degeri ve besin iceriginden &tiirii insanlarin gogunlukla sectigi ve karbonhidratlar, diyet lifi,
esansiyel mineraller ve bol miktarda antioksidanli bilesenleri biinyesinde barindiran meyve

cesitleri arasinda en 6nemlilerinden birisi olarak goriilmektedir (Sadik et al., 2003).

Tiiketicilerin satin almasini hem iirliniin rengi hem de aromas:i etkilemektedir.
Kirmiz1 kabuklu elmalar olduk¢a yaygin olmasia ragmen kirmizi etli elmalar hala fazla

ilgi gormemektedir. Dikkat ¢ekici antosiyanin igerikleri nedeniyle, "Purpurroter Cousin",
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"Pink Pearl" ve "Son zamanlarda" Weirouge "gibi kirmizi etli elmalar1 giderek daha fazla
ilgi ¢ektikleri belirtilmistir. Cezp edici kirmiz1 renklerine ek olarak, yiiksek asitliklerinden
dolayr pigment bozulmasinin ve oksidasyonun az oldugu varsayilmaktadir (Buchter-
Weisbrodt, 2003). Neredeyse tiim kirmizi etli elma ¢esitleri yabani Malus
niedzwetzkyana 'ya kadar uzanmaktadir (Nocker et al., 2012).

Son zamanlarda, giil elma sarabi ve pembe meyve sulart gibi yeni ve orijinal elma
kokenli triinler piyasaya sunuldu. Bu inovatif i¢ecekler, meyve etinde mevcut olan dikkate
deger miktarda antosiyanin pigmenti ile klasik ¢esitlerden farklilik gésteren kirmizi meyve
etli gesitler kullanilarak iiretilmektedir (Sadilova et al., 2012). Genel olarak polifenoller
antioksidan kapasiteye sahiptir ve kismen oksidatif strese karsi koruyucu etkilere katkida
bulunabilirler (Ferrari et al., 2016). Ayrica, elmalar, giinliik tiiketilen meyveler arasinda en
yiiksek fenolik alimlardan birini temsil etmektedir (Chun et al., 2005). Kirmizi etli elma
sulari, misterileri glinliik fenolik tiiketimini artirmaya tesvik edebilecek dogal ve saglikli

bir yeni iirlin olarak goriinmektedir (Février et al., 2017).

Soguk iklim etki gosterdigi Ardahan’in merkez kesimlerinde meyvecilik
yaptlmazken, mikroklimal iklimin etkili oldugu Posof ve Cildirin ilgesinin Kurtkale
havzasinda degisik tiirlerin gesitleri basarili bir sekilde yetistirilmektedir. Bu cografyada
meyvecilikte suni giibreler ile tarim ilaglar1 kullanilmamaktadir. Bununla birlikte
meyveciligin oldugu bolgelerde ulagim sikintilarinin bulunmasi ve arabuluculuk yapanlarin
meyveyi degerinden daha az fiyatlardan iireticilerden satin almasi nedeniyle, pazarlama
problemleri oldugu ifade edilmistir. Yilda yaklasik 510 tonluk elma yetismesine ragmen
halk genel olarak bolgedeki meyve yetistiriciliginin bilincinde olmadigi bildirilmistir
(Anonim 2013b). Bolgedeki bazt Mahara ve Uruset grubu elmalarin Giircistan ile Rusya’
dan getirilip bolgeye adapte edildigi bildirilmistir (Abaci ve Sevindik, 2014). 17 Aralik
2018 tarihinde Posof Belediyesi ile Ardahan Ticaret ve Sanayi Odasinca yiiriitiilen
caligmalar neticesinde Posof ilgesinde yetistirilen ve iginin de dis1 gibi kirmizi olmasi
nedeniyle ilgi goren elma, Tiirk Patent ve Marka Kurumunca cografi isaretti alinarak Posof

Badele elmasi olarak tescillenmistir (ATSO, 2018).
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Bu ¢alismanin amaci, PPO enziminin Posof Badele elmasindan (Malus domestica
L.) (PBPPO) saflastirilmasi, karakterize edilmesi ve bazi inhibitorlerin ve iyonlarin enzim
aktivitesi tizerine etkilerinin incelenmesidir. Bu amagla once Posof Badele elmasindan
(Malus domestica L.) ham ekstrakt hazirlanmis; daha sonra soguk aseton ile ¢oktiiriilen
proteinlerden afinite kromatografisi yontemiyle PBPPO enzimi saflagtirilmistir. Afinite
kromatografisi ile saflagtirllan PBPPO enziminin SDS poliakrilamid jel elektroforez (SDS-
PAGE) ile saflig1 kontrol edilerek kinetik 6zellikleri, optimum pH ve sicaklik sartlari,

sicakliga dayaniklilig1 ve bazi kimyasallarin ve metal iyonlarinin etkileri arastirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

PPO’nun katalitik reaksiyonlar1 birgok meyve ve sebze lriiniinlin kalitesi lizerine
bliyiik bir etkisi vardir ve iirliniinii renk, tat, tekstiir ve besinsel degerlerinin kayb1 gibi
bir¢ok olumsuz sonuglar dogurabilmektedir. Bu tip sonuglar iiriinlin satis ve pazarlamast
sirasinda {iriiniin taginmasi, depolanmasi ve islenmesinden kaynaklanan esmerlesmelerden
dolay1 iirline biiyiik zararlar verebilmektedir. Buna karsin siyah cay, kahve ve kakao gibi
bazi iirlinlerde ise PPO’nun sebep oldugu esmerlesmeler iiriiniin kalitesini yiikselttigi ve
lezzetli tirlinler meydana getirdigi i¢in aranan bir Ozelliktir. PPO’nun sahip oldugu bu
onemli ozelliklerinden dolay1 birgok arastirmaci tarafindan, ¢ok farkl iiriin ¢esidinde ve

degisik organizmalarda ¢aligilmustir.

Farkli bir calismada polifenol oksidaz enzimi Ankara armudundan (pyrus
communis) ekstrakte edilmis akabinde amonyum siilfatla ¢oktiirmesi yapildiktan sonra
diyalizlenmis, jel filitrasyon kromatografisiyle saflagtirilmistir. Jel filtrasyon asamasindan
once diyalizlenen numuneden, polifenol oksidaz enziminin karakterizasyonu i¢in
kullanilmistir. Polifenol oksidaz enziminin en etkili substratinin 4-MK oldugu optimum
sicaklik ve pH degerleri sirastyla 35°C ve 7,2 olarak tespit edilmistir. 4-metil katekol ile
yapilan kinetik ¢alismadaysa Vmax ile Ky’leri sirast ile 344,5 U/mg protein ve 5,55 mM
olarak bulunmustur. Yapilan caligmada alti adet inhibitor kullanilmis ve en etkili
olanlarinin yarismali (competitive ) inhibitorler olarak L-sistein ve L-askorbik asit oldugu
saptanmistir. Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) ile PPO enziminin {i¢ izoenziminin
oldugu saptanmistir. Baskin olan bantlardaki molekiil agirliklar: sirasiyla 28 kDa, 40 kDa
ve 60 kDa olarak tespit edilmistir (Ziyan, 1998).

Rocha and Morais (2001) yaptiklar1 ¢alismada Jonagored elmadan polifenoloksidaz
(PPO) enzimini, fenolik adsorbanlar iceren ekstraksiyona % 2 PVP ve % 0,25 Triton X100
ilavesiyle ekstrakte etmislerdir. Deneyler enzimin bir¢ok substrata karsi olan ilgi ve
spesifigini degerlendirmek i¢in yapilmistir. ‘Jonagored' elma PPO'sunun, L-dopa, 4-
metilkatekol ve (+) katekine kars1 spesifikligi (diisiik Ky), test edilen diger fenollerinkinden

daha yiiksek oldugu tespit edilmis, ancak en yiiksek aktivite seviyesi p-cresol ile elde
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edilmistir. Vimax/Km orani, p-kresoliin ardindan L-dopa ve 4-metilkatekolliin, "Jonagored"

elma PPO'su i¢in en iyi substrat olduklarini gostermistir.

Arslan et al., (2004) ¢alismalarinda, PPO’yu afinite kolonu yardimiyla dut (Morus
alba L.) meyvesinden izole etmislerdir. Saflastirilmis enzim, dogal ve SDS-poliakrilamid
jel elektroforezinde molekiiler agirligi 65 kDa olan tek bir bant seklinde ¢ikarilmistir.
Optimum PPO’su, substrat olarak, 4-MK, katekol ve pyrogallol kullanilarak belirlenmistir.
Dut PPO'sunun optimum pH ve sicaklik degerleri kullanilan {i¢ substratta pH 4,5-8,0 ve 20-
45°C arasinda degismistir. Optimum pH ve sicaklikta dut PPO'sunun katekol, 4-metil
katekol ve pyrogallol’e karsi Vmax ile Ky’leri Lineweaver-Burk grafiginin kullanilmasiyla
belirlenmistir. Ky = Vimax degerleri, dutun kullanilan substratlar arasinda pyrogallol'e karsi
en yiiksek reaktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ote yandan dut PPO’sunun mono
fenoller, p-kresol ve L-tirozin i¢in hicbir aktivite gdstermemesi, monofenolaz (kresolaz)
aktivitesinin olmadigini ortaya koymustur. Klasik PPO inhibitorlerinin yani sira, ilk kez
baz siilfonamid bilesiklerinin dut PPO aktiviteleri tizerindeki inhibitor etkisi test edilmis ve

onemli bir inhibisyon sergiledikleri ortaya konulmusgtur.

Muchuweti et al., (2006) yaptiklart ¢alismada, Polifenol oksidaz enzimini Uapaca
kirkiana meyvesi ve kabugundan, amonyum siilfat ¢okeltme ve diyalizle izole etmislerdir.
Kabugun PPO enzimi ileriki saflastirilmasi, jel filtrasyon kromatografisiyle
gerceklestirilmistir. Optimum pH degerleri, kabuk ve meyve PPO icin sirast ile 7 ve 8
olarak bulunmustur. Optimum sicakliklartysa meyve ve kabuk PPO igin sirasiyla 45 ve
35°C oldugu bildirilmistir. PPO enziminin inhibisyon ¢aligmalar sitrik asit, sodyum azid,
sodyum metabisiilfit ve tiyolire kullanilarak gerceklestirilmistir. Yapilan inhibisyon
calismasinda en etkili inhibitorler hem kabuk hem de 6z PPO’su i¢in sodyum azit ve sitrik
asit oldugu rapor edilmistir. Viax ile Ky’leri sirasi ile kabuk PPO igin 13,63 U/mg protein
ve 4,92 mM meyve PPO icin ise sirasiyla 14,03 U/mg protein ve 5,43 mM olarak
bulunmustur. Poliakrilamid jel elektroforez ile ii¢ Uapaca kirkiana PPO izoenzimi tespit
edilmistir. Izoenzimlerinden birinin, 26,625 kDa molekiiler agirhiga sahip oldugu

bildirilmistir.
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Yapilan bagka bir ¢aligmada, musmula (mespilus germanica L.) bitkisinden birinci,
ikinci ve ti¢lincii saftha olmak iizere 3 farkli olgunluk sathasi hazirlanarak ekstraklarda PPO
aktivitesi ¢esitli biyokimyasal ve kinetik veriler yonilinden irdelenmistir. Calismalar
neticesinde enzimin katalitik aktivite sahip oldugu optimum sicaklik ve pH degerleri sirasi
ile, Birinci safhada 30-40°C-7,0, ikinci safhada 10-20°C-4,0, ii¢iincii sathada ise 10-30°C-
5,0 oldugu ve optimum protein konsantrasyonunun biitiin olgunluk safthalarinda 0,1mg/mL
oldugu tespit edilmistir. En iyi aktivite 4-MK substrati kullanildiginda elde edilmis ve
bununla Vmax ile Ky’leri saptanmistir. Askorbik asit, sodyum metabisiilfit, tiyoiire ve
sodyum azid inhibitorleri enzim aktivitesini inhibe ederek aktiviteyi diistirmiistiir. Bununla
birlikte A|3+, ng+, Cu2+, Cd2+, Ni2+, Fe3+, Zn2+, Mn2+, Ca2+, K" metal iyonlarinizi da
enzimin aktivitesini inhibe ettigi A13+,Mn2+, Zn2+, Fe®* ve Ni% iyonlarinin ise farklh

olgunluk safhalarinda aktivasyona sebep oldugu rapor edilmistir (Demir, 2006).

Yapilan farkli bir ¢alismada PPO enzimi Izmir iiziimii'nden ekstrakte edilmis
akabinde amonyum siilfatla ¢oktiirmesi yapildiktan sonra diyalizlenmis, jel filitrasyon
kromatografisiyle saflagtirilmistir.  Jel filtrasyon asamasindan Once diyalizlenen
numuneden, PPO enziminin karakterizasyonu yapilmistir. Bunun i¢in, optimum pH ve
sicaklik degerleri degisik substratlar kullanmak suretiyle tespit edilmistir. PPO enziminin
en iyi substratinin katekol ve optimum sicaklik ile pH degerlerinin siras1 ile 25°C, 7,2
oldugu belirtilmistir. Katekol substratiyla yapilan kinetik calismalardaysa Vmax ile Ky
degerleri sirasi ile 507,2 U/mg protein 3,65 mM oldugu tespit edilmistir. PPO enzimini en
iyi sodyum azid, sodyum dietilditiyokarbamat ve tiyotire inhibitorlerinin inhibe ettigi tespit
edilmistir (Onez, 2006).

Yerlitiirk et al., (2007) ¢alismalarinda, PPO’yu yabani armuttan (PePPO) afinite
kromatografisiyle yardimiyla saflastirmislardir. Sicaklik, pH ve 1s1 inaktivasyonu igin
optimum Kkosullar belirlenmistir. Optimum pH ve sicaklikta, katekol ve pyrogallol ile
PePPO i¢in Ve ile Ky degerleri tespit edilmistir. Vimax / Ky, PePPO’nun katekol igin en
biiyiik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. PePPO i¢in optimum pH, katekol substrat
olarak kullanildiginda pH 6,0 olarak tespit edilmistir. Pyragallol ve katekol i¢in optimum

PePPO sicakliklar sirastyla 65 ve 35°C oldugu bildirilmistir. Enzim aktivitesinin artan
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sicaklik ile 1s1 denatiirasyonu nedeniyle azalmistir. PePPO'nun inhibisyonu, p-
aminobenzoik  asit,  etilenglikol,  L-sistein,  L-tirozin, sodyum  azid, p-
aminobenzensiilfonamid, b-merkaptoetanol ve ditiyotreitol kullanilarak arastirilmistir.
Enzim etilenglikol, L sistein, L-tirozin, p-aminobenzensiilfonamid ve ditiyotreitol ile
yarigmali tip inhibisyon B-merkaptoetanol, sodyum azit ve p-aminobenzoik asit ile ise
yarigmasiz inhibisyon gostermistir. Bu sonuglar PePPO i¢in en etkili inhibitoriin
ditiyotreitol oldugunu ve inhibisyon tipinin PPO'nun kaynagina baglh oldugunu

gostermektedir.

Yapilan bagka bir ¢alismada polifenol oksidaz (PPO), Polonya'da yetisen maruldan
(Lactuca sativa var. Capitata L.) izole edilmis ve biyokimyasal 6zelligi incelenmistir. Bu
maruldan elde edilen PPO, 4-metilkatekol’e katekolden daha yiiksek afinite gostermistir.
Yapilan kinetik ¢alismalarda Ky ile Viax'leri katekol igin 3,20 + 0,01 mM ve 4081 + 8
EU/mg protein 4-metilkatekol icin ise 1,00 + 0,09 mM ile 5405 + 3 EU /mg protein olarak
tespit edilmistir. Enzimlerin optimum pH’larmin sirasiyla katekol substrat olarak
kullanildiginda 5,5 ve 4-metilkatekol kullanildiginda ise 6,8 oldugu bulunmustur. Enzimin,
35°C’de optimum sicakliga sahip oldugu ve nispeten 30 ila 40°C’lerde daha kararli oldugu
bildirilmistir. 50 °C, 60 °C ve 70°C'lerdeki aktivitenin % 50’ni inaktive etmek i¢in gereken
siirelerin sirasiyla yaklasik 30, 20 ve 5 dakika oldugu bulunmustur. Yapilan elektroforetik
analizde ise, SDS-PAGE'de 60 kDa’lik molekiil agirlina denk olan tek bir bant ortaya
cikarilmistir (Gawlik-Dziki et al., 2008).

PPO enzimi badem c¢aglasindan izole edilip ve amonyum siilfat yardimiyla
¢oktiiriildiikten sonra, diyalizlenip jel filtrasyon kromotografisiyle saflastirilmistir. Jel
filtrasyon asamasindan Once diyalizlenen numuneden, PPO’nun karakterizasyon ¢alismasi
yapilmis. Bunun i¢in, farkli substratlar kullanilarak optimum sicaklik ile pH’lar1 tespit
edilmistir. PPO enziminin en iyi aktivite gosterdigi substratin 4-metil katekol oldugu ve
optimum sicaklik ve pH degerlerinin sirasi ile 35°C ve 6,5 oldugu tespit edilmistir. Ky ve
Vmax degerleri hesaplanmistir. Yapilan ¢aligmada yedi adet inhibitor kullanilmis ve en etkili
olanlarin yarigmali inhibitér olarak sodyum azid, tiyoiire, benzoik asit, sitrik asit ve

askorbik asit olduklar tespit edilmistir. Metallerin PPO enzim aktivitesine yaptiklar1 etki
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incelenmis F63+, Cu2+, Mn‘”, Pb?* metallerinin enzimin aktivitesini yiikseltirken Zn2+,
Mgz+, Ba2+, Ca2+, C03+, Sn2+, K" metallerinin ise enzim aktivitesini diisiirdiigii tespit

edilmistir (Giingor, 2008).

Yabanci (2008) yaptig1 calismada ¢aydan ekstrakte edilip kismen saflastirilan PPO
enziminin biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Yapilan substrat ¢alismasinda enzimin
ilgisinin en fazla oldugu substratin 4- metil katekol oldugu tespit edilmistir. Enzimin
optimum pH degerinin 6,02 oldugu ve 4,03 ile 7,00 pH araliginda aktivitesinin yiiksek
oldugu belirtilmistir. PPO’nun optimum sicakliginin 30°C oldugu ifade edilmistir. Enzim
20 ila 80°C gibi bir aralikta %70’in iizerinde aktivitesini korumustur. PPO’nun 1sil
kararliliginin yiiksek oldugu ifade edilmistir. Yapilan inhibisyon g¢aligmalarindaysa L-

sistein’in en az inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir.

Dedeoglu (2009) yaptigi calismasinda, Lactarius salmonicolors ve Agaricus
bisporus adli iki mantar tiirtinden PPO enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz ile
kismi saflastirip Sepharose 4B-L-tirozin paraaminobenzoik asidin bagli oldugu afinite
kolonu ile saflastirmistir. Saflastirilan enzimler SDS-PAGE kullanilarak tek bir bant
halinde ortaya konulmustur. Yaklasik olarak lactarius salmonicolor PPO (LsPPO)
enziminin molekil agirhig 36 kDa, Agaricus bisporus PPO (AbPPO) enziminin molekiil
agirligi 50 kDa oldugu bulunmustur. PPO’nun optimum pH ile sicaklig: iki mantar tiirii igin
4-MK, pirogallol ve katekol substratlariyla sirasiyla LsPPO enzimi i¢in pH 6,0-7,5 ve O-
25°C arasinda degistigi, AbPPO’nun pH’st 7,5-8,0 ve 20-30°C arasinda farklilik
gostermistir. Bu substratlarla yapilan kinetik ¢alismalardaysa Ky ve Vinax degerlerine gore
LsPPO’nun en 1yi substrati 4-MK, AbPPO’nun pirogallol oldugu tespit edilmistir. Yapilan
inhibisyon ¢aligmalarinda LsPPO enzimi i¢in p-aminobenzen siilfanamid, siyrincis asit, L-
sistein, okzalik asit, glutatyon ve 2-merkapto etanoliin yarigsmasiz inhibior, L-tirozin ise
yarismali inhibitér AbPPO enzimi igin ise L-tirozin, 2-merkapto etanol, siyrincis asit ve L-
sistein’nin, yarigmasiz inhibitorii, p-aminobenzen siilfanamidin karisik tipli ve okzalik

asittin ise yarigmali inhibitor oldugu tespit edilmistir.
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Oz (2010) polifenol oksidaz enzimi afinite kromatografisi yontemiyle Lactarius
piperatus mantarindan saflastirip karakterizasyonu yapilmistir. Saflastirilan enzimden
yapilan SDS ve dogal PAGE’yle PPO enzimi tek bir bant seklinde bulunmustur. Katekol
substratiyla PPO aktivitesi tespit edilmis ve optimum sicaklifiyla pH’s1 sirasiyla 20°C, 7,0
olarak bulunmustur. Katekol substratiyla yapilan kinetik ¢alismadaysa Vmax ile Ky ’leri
sirast ile 25000 U/mg protein, 1 mM oldugu bildirilmistir. L. piperatus mantarindaki
polifenol oksidaz enziminin Iso degerlerine gore, sodyum metabisiilfit, benzoik asit
askorbik asit ve sodyum azid inhibitor etki gosterdigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte

baz1 metal iyonlarinin da PPO aktivitesini farkli sekillerde etkiledigi belirlenmistir.

Tozak (2013) yaptigi ¢alismasinda Nevsehir patatesinden (solanum tuberosum L.)
PPO enzimini amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve diyaliz islemleriyle kismi olarak
saflastirdiktan  sonra afinite kromatografisi teknigiyle 52,25 kat saflastirilarak
karakterizasyonunu yapmustir. Saflagtirllan PPO enziminin L-tirozin ve p-kresol
substratlarina karsi higbir aktivite gostermedigi, katekol, gallik asit ve pirogallol
substratlarina kars1 ise oldukca yiiksek bir aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Optimum pH
ve sicaklik deneylerinde en fazla aktiviteyi pH: 7,0 ve 20°C ° de katekol substrati
kullanilarak tespit edilmistir. Yapilan kinetik caligmalarda ise katekol substrati i¢in Vs Ve

Kwm’leri sirasi ile, 5000 U/mg protein ve 5 mM oldugu belirtilmistir.

Kuyumcu (2014) yaptig1 caligmada, afinite kromatografisi yontemiyle Lactarius
eucalypti mantarindan PPO enzimini saflastirip karakterizasyonu yapmistir. Saflastirilan
enzimden yapilan SDS ve dogal PAGE’yle PPO enzimi tek bir bant seklinde bulunmustur.
DHPPA, 4-MK ve L-DOPA substratlar1 kullanilarak PPO’nun optimum sicaklik degerleri
sirastyla 30, 20, 20°C pH degerleriyse sirasiyla 7,0 5,0, 7,0 oldugu tespit edilmistir.
Kinetik ¢aligsmalardaysa, Ky ile Vpa'lart sirasi ile DHPPA, 4-MK ve L-DOPA
substratlarinda 2000, 2500,1666 U/mg protein ve 0,4, 0,25, 0,83 mM oldugu belirtilmistir.
Askorbik asittin enzim i¢in bulunan Isy degerlerine gore, en etkili inhibitor oldugu rapor

edilmistir.
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Cheema and Sommerhalter, (2015) yaptiklar1 ¢alismada Ataulfo mangosu’nun ham
oOziitlerinin, pyrogallol, 3-metilkatekol, katekol, gallik asit ve protokatekuik asit ile
polifenol oksidaz (PPO) aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir. Ataulfo’da yapilan
inhibisyon c¢alismalarinda sodyum askorbat, glutatyon ve kojik asittin enzimatik
esmerlesmeyi onlemede etkili olduklar1 belirtilmistir. PPO aktivitesinin olgunluk ile arttig
ve kabugun, posaya kiyasla her zaman daha yiiksek aktivite gosterdigi gozlemlenmistir.
Sodyum dodesil siilfat (SDS) PPO aktivitesini arttirdigi, posanin ise kabuktan daha giiclii
bir artis gosterdigi belirtilmistir. Katekolaz aktivitesi i¢in boyanmis SDS-PAGE jellerinin,
53, 112 ve 144 kDa'lik molekiil agirligina sahip belirgin bantlar ortaya ¢ikardigi rapor

edilmistir.

Yapilan baska bir calismada Lamium purpureum bitkisinden ekstakte edilen
polifenol oksidaz enzimine ait bazi kinetik Ozellikleri arastirilmistir. 4-MK  substrati
varhiginda Vi Ve Ky verileri saptanmistir. PPO’nun optimum sicaklik ve pH’lar sirasiyla
10°C ve 7,5 oldugu tespit edilmistir. Polifenol oksidaz enzimi igin L-Sistein, 2-
merkaptoetanol, sodyum azid, askorbik asit, benzoik asit, tiyoiire ve sitrik asit yardimiyla
yiiriitiilen inhibisyon ¢aligmalarinda inhibitorlerin Isg’leri saptanmustir (Cerrahoglu ve

Arabaci, 2016).

Kirmizi Kigmis iiziimiinden (Vitis vinifera L.)’den yapilan bir ¢alismada PPO
enzimi aseton ¢oktiirmesi yontemiyle kismi olarak saflastirildiktan sonra Sepharose-4B-L-
tirosin-p-aminobenzoik asit afinite jeliyle saflastirilip enzimin kinetik o6zellikleri
incelenmistir. Saf enzim 6rneklerinden PPO’nun varligi, SDS ve dogal PAGE’yle tek bir
bant seklinde bulunmustur. L-tirozin, 4-metilkatekol ve katekol substratlarindan
faydalanilarak PPO’nun optimum aktivitesi tespit edilmistir. Polifenol oksidazin 4-MK
substratiyla optimum pH’s15,0 oldugu saptanmistir. Katekol ve 4-MK;, substratlarina iligkin
Kuv Ve Vmax degerleri hesaplanmistir. Ky Vinax katekol substratiyla 24,21 mM ve 2000
EU/mg protein 4-MK substratiyla ise 7,25 mM ve 2500 EU/mg protein oldugu tespit
edilmistir. PPO’nun enzim aktivitesi, optimum sicakligi, inhibitdrlerin etkisi, pH kararliligi,
termal stabilitesi ve bazi metallerin iyonlarinin etkisi 4-metil katekol substratiyla

incelenmistir. Enzimin stabil pH’sinin 7,0 optimum sicakliginin ise 30°C oldugu
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saptanmigtir. PPO’nun termal 1s1 kararliligi incelendigindeyse, bir saat arayla yapilan
inkiibasyonlarin ardindan, 10-20-30-40°C sicakliklarinda kararlt oldugu rapor edilmistir.
Dort farkli inhibitor varliginda Kj ile Isg degerlerinin hesaplanmasinin ardindan veriler
grafige aktarilarak hangi inhibisyona ait oldugu saptanmistir. Uziimiin PPO’su iizerine en
kuvvetli inhibisyon etkisinin askorbik asit tarafindan yapildigt bulunmustur. PPO
aktivitesine Mg®*, AI**, K*, Cu®* ve Na* metal iyonlar etkisi incelenmistir (Bagc1, 2019).

Benaceur et al., (2019a) yaptiklar1 ¢alismada polifenol oksidazi, yer mantarindan
(Terfezia arenaria) ekstrakte edilip saflastirilmistir ve molekiil agirligi 67 kDa olarak tespit
edilmislerdir. Yer mantar1 PPO’sunun, monofenolik, o-difenolik ve trifenolik substratlar
oksitleyebildigi gdzlemlenmistir. Bundan dolayi, enzim genis bir pH ve sicaklik araliginda
kararl1 goriinmektedir. Substrat olarak en 1yi katalitik etkiyi katekol gostermistir. Ayrica
deterjanlarin, kaotropik ajanlarin, metal iyonlarinin ve on bir farkli inhibitoriin yer mantari
PPO iizerindeki nispi aktivitesi de incelenmistir. Latent bir enzim formu gozlenmis ve
aktivitesi, 4mM SDS kullanilarak aktiflestirilmistir. Benzer sekilde, L-sistein, Sodyum
floriir, Sodyum metabisiilfit ve Kojik asit i¢in inhibisyon tipi, K; ve lso degerleri rapor
edilmistir. Ayrica, PPO'nun termal olarak etkisizlestirilmesi tizerine dort konsantrasyondaki
kojik asit etkisi (0,05, 0,1, 0,2 ve 0,3 mM) 60-75°C araligindaki sicaklik degerlerinde
ortaya konulmustur. Kojik asit kullanimi inaktivasyon isleminin hizini arttirmakta ve
enzimatik aktiviteyi bozmaktadir. Bunun yaninda kojik asittin, enzimin 1siya duyarliligini

arttirdig1 ve potansiyel antioksidan kaybini azalttig1 belirtilmistir.

Oztiirk et al., (2019) yaptiklar1 calismada polifenol oksidazi (PPO) ilk defa afnite
kromatografisi ile ¢ay yapraklarindan (Camellia sinensis) saflastirmis ve saflastirilan enzim
karakterize edilmistir. Enzimin safligt ve molekiiler agirlik, SDS-PAGE ve denatiire
olmayan PAGE (dogal PAGE) ile belirlenmistir. Her iki elektroforetik yontemde tek
bantlar gdzlenmistir. PAGE sonuglari, cay yapragindan PPO'nun molekiiler agirliginin
yaklasik 50 kDa oldugunu gostermistir. pH, sicaklik ve kinetik parametreler incelendi. Ky
degerleri katekol ve 4 metilkatekol igin sirasiyla 3,782 ve 3,881 mM olarak belirlenmistir.
Katekol ve 4-metilkatekol i¢in Vyax degerleri de sirastyla 1,676 ve 1,912 pmol/Ldak olarak

belirlenmistir. Buna ek olarak, enzim aktivitesi iizerinde sodyum metabisiilfit, sodyum
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stilfat, askorbik asit, glutatyon, dithioeritritoliin inhibisyon etkileri arastirtlmis ve bu
maddeler i¢in Isg degerleri sirasi ile 21,65, 23,90, 69,31, 99,08 ve 99,02 uM olarak

bulunmustur.

Granny Smith (Malus x domestica Borkh) elmalarindan elde edilen polifenol
oksidaz, hem ¢oziilebilir formunda (sPPO) hem de zara bagli formunda (mPPO) saflastirilip
karakterize edilmistir. Her iki form da sicakliga bagl faz bolimlemesi, amonyum siilfat ile
¢okeltme ve iyon degisim kromatografisi ile saflastirilmistir. mPPO'nun spesifik aktivitesi,
sPPO’nun 19,17 kat1 olarak belirlenmistir. Her iki form i¢in optimum sicaklik ile pH’si,
katekol substrat oldugunda 35°C ve 7,0 olarak bulunmustur. sSPPO i¢in Michaelis sabiti ve
maksimum reaksiyon hizi 34,ImM ve 500 U/mg protein iken, mPPO igin ise sirasiyla
53mM ve 10,000 U/mg protein seklinde tespit edilmistir. Enzimlerin difenolaz aktivitesi
sergiledigi ve afiniteleri katekol (SPPO) ve 4-metilkatekol (mPPO) igin en yiiksek degerde
olmustur. SPPO ve mPPO inhibitorleri arasinda askorbik asit, glutatyon ve L-sistein
bulunur. Ancak, etilendiamintetraasetik asittin (EDTA), mPPO'nun aktivitesini arttirdigi
gozlemlenmigtir. Saflagtirilmis sPPO’nun, 31 kDa'lik bir molekiiler agirligiyla dimerik
yapida iken, mPPO, 65 kDa'lik bir tahmini molekiiler agirlik ile monomerik yapida oldugu
bildirilmistir (Han et al., 2019).

Benaceur et al., (2019b) yaptiklar1 calismada, katekol oksidaz (PPO), tadela
(Phoenix dactylifera L.) hurma meyvesinden ekstrakte edilip (NH4),S04 ¢okeltmesinin,
ardindan diyaliz, Q-Sepharose bb iyon degisimi kromatografisi ve HPLC jel filtrasyon
kromatografisini igeren bir prosediirle saflastirilmistir. Biyokimyasal 6zelliklerinden
bazilar1 incelenmistir. Saflastirma oram1 ve verim sirasiyla % 80 ve % 20 olarak
bulunmustur. Tadela hurma meyvesinin katekol oksidazi, SDS-PAGE kullanarak 90kDa'lik
bir molekiiler agirlik sergilemistir. Katekol oksidaz, sadece o-difenolaz ve trifenolaz
aktivitelerini gosterirken, monofenolaz aktivitesi saptanmamistir. Substrat olarak katekol
kullanildiginda (Ky = 35mM) daha 1yi bir afinite gézlendigi ve 30-60°C sicaklik araliginda
termostabil oldugu bildirildi. Enzimatik esmerlesmenin kontrolii i¢in dort inhibitor

kullanilmis, en etkilisinin sodyum metabistilfit (Isp=0,11mM) oldugu belirlenmistir. Ayrica
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Ki degerleri ve inhibisyon mekanizmasi da belirlenmistir. Metal iyon ve deterjanlarin

varliginda enzim aktivitesinde dnemli bir degisiklik goriillmemistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

Calismamizda, Ardahan ilinin Posof il¢esinde yetisen Posof Badele elmasi (Malus
domestica L.) enzim kaynagi olarak kullanilmistir.

3.1.1. Kullamilan aletler ve cihazlar

Calismada kullanilan aletler ve markalar1 Cizelge 3.1. de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adx Firma

Gli¢ kaynagi Thermo Scientific

UV-VIS Spektrofotometre Agilent Technologies Cary 60
Su banyosu WiseClean

Vortex WiseMix

Peristaltik pompa Pharmacia Fine Chemicals
Saf Su cihazi Gesellschaft Fiir Labortechnik
Otomatik pipetler Brand

Magnetik karigtirict Joanlab

pH metre OHAUS

Elektroforez cihazi BIO-RAO

Buzdolabi Argelik

Hassas terazi Radwag Wingi Elektroniczne
Sogutmal1 santrifiij Heal Force

Derin dondurucu Vestel

UV-Spektrofotometre kiiveti ISOLAB

3.1.2. Kullamilan kimyasal maddeler ve malzemeler

Calismada kullamilan kimyasal maddeler ve markalari, Enzim Oziitii Hazirlama
Cozeltisinde Kullanilanlar; Askorbik asit, PEG, Triton X-114, Na-Asetat MP
Biomedicals’dan, Sigma’dan Afinite jelinin sentezide kullamlanlar; CNBr yardimiyla

aktiflestirilmis Sepharose-4B, NaNOs , L-Tirosin, NaHCO3; ,NaOH ve p-aminobenzoik asit
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Sigma’dan Aldrich’den Tampon Cozeltilerinde Kullamlanlar; Glisin, KH,POy, , Tris,
KoHPO,, Sodyum Asetat, Sodyum Tiyosiilfat, Gulutaraldehit, Formaldehit, Sodyum
Karbonat Sigma’dan, Merck’den Metal iyonlarimn Kloriirlerinde kullanilanlar; NaCl,
MgCl,, KCI, CuCl,, AICI, Merck’den, Fluka’dan Protein Elektroforezinde
Kullanilanlar; Coomassie Brillant Blue R-250, Glisin, Amonyum persiilfat (APS),
Akrilamid, p-merkaptoetanol, N,N’-metilen bisakrilamid, Gliserol, SDS,Bromofenol
Mavisi, TEMED Sigma’dan, Fluka’dan, Carlo Erbo’dan Kullamilan Céziiciiler; Etanol,
Aseton, Asetik Asit, HCI, Metanol Merk ve Iso lab firmalarindan temin edilmistir.
Kullanilan inhibitorler; Sodyum metabisiilfit, Benzoik Asit, L-sistein, Askorbik asit,

Sigma’dan

3.1.3.Kullanilan ¢6zelti ve tamponlar
3.1.3.a. Protein tayini (Bradford Metodu) i¢in kullanilan ¢ozeltiler
1. Standart serum albumin ¢ozeltisi (BSA): 2mg standart serum albumin (BSA) 2 ml
saf suda 1yice ¢oziildii.
2. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi: 12,5 mL %95°lik etanol igerisinde, 25 mg
coomassie brillant blue G-250 manyetik balik kullanilarak ¢6ziildii igerisine
%95°lik 25 mL’lik fosforik asitten ilave edilerek hacim saf suyla 250 mL’ye
tamamlanda.
3.1.3.b. Protein elektroforezinde kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler
1. Yikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 12,11 g Tris tartilarak 80 mL saf su
¢ozildi, pH’s1 6,8’e ayarlandi ve son hacim saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.
2. Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS 9 mL saf su igerisinde
¢Ozildii.
3. Ayirma Jeli Tamponu (1M Tris-HCI): 12,11 g Tris tartilarak 80 mL saf su iginde
¢oziiliip, pH 8,8’e getirildi ve son hacim saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.
4. SDS Cozeltisi (%10): 1 g SDS 9 mL saf suyla ¢oziildii.
5. % 30 Akrilamid- % 0,8 Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 0,4 g N,N’-metilen
bisakrilamid ve 15 g akrilamid 34,6ml saf suda ¢6ziildii.

6. N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildi.
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Numune Tamponu: 1 M Tris-HCI pH’s1 6,8’den 0,5 mL, % 10’luk SDS’den 1
mL, % 100’lik Gliserolden 1 mL ve % 0,1’lik bromfenol mavisinden 1 mL
alarak saf suyla 10 mL’ye getirildi. Bu tampondan kullanilmadan 6nce 950 uL
numune tamponudan 50 uL olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edilmistir.

SDS Jel Yiiriitme Tamponu: 6,04 g Tris ve 30,04 g glisin tartildi 1500 mL saf
suda ¢oziildii % 10’luk SDS’den 20 mL ilave edilerek pH’s1 8,3’e ayarlanip son
hacmi saf suyla 2 L’ye getirildi.

3.1.3.c. Giimiis boyamada kullamlan kimyasallar ve ¢ozeltiler

1.

Rediiksiyon ¢ozeltisi: 9,6 g sodyum asetat 160 mL saf suda ¢oziildii, iizerine 90
mL etanol ilave edilip pH’s1 6,8’e asetik asit ile ayarlandiktan sonra 300 mg
sodyum tiyosiilfat ve 6 mL glutaraldehit ilave edilerek son hacim saf su
yardimiyla 300 ml’ye ayarlandi.

Yikama 2 ¢ozeltisi: 1 M gliserin % 5°lik asetik asit olan 250 ml saf suda ¢oziildii.
Boyama ¢ozeltisi: 300 mg giimiis nitrat 300 mL saf suda ¢6ziildii ve iizerine 60
uL formaldehit ilave edildi.

Yikama 1 ¢ozeltisi: 7,5 g sodyum karbonat 540 mL saf suda ¢oziildli ve {izerine
240 pL formaldehit ilave edilmistir.

Tespit ¢ozeltisi: 120 mL saf su, 60 mL % 96’lik etanol ve 20 mL asetik asit

karistirilarak hazirlanmistir.

3.1.3.¢. Afinite jelinin sentezinde kullamlan kimyasallar ve tamponlar

1.

0,01 M pH 6,0 Na;HPO, Tamponu: 450 mL saf su igerisinde 0,71 g NaHPO4
coziilerek 1 M NaOH ile pH’s1 6,0’a ayarlanip son hacimi 500 ml’ye tamamlandi.
0,1 M pH 10,0 NaHCO3; Tamponu: 450 mL saf su igerisinde 4,2 g NaHCO;
coziilerek 1 M NaOH ile pH’st 10,0’a ayarlanip son hacimi 500 mL’ye
tamamlandi.

0,2 M pH 8,8 NaHCO3; Tamponu: 450 mL saf su icerisinde 8,4 g NaHCOj3;
coziilerek 1 M NaOH ile pH’s1 8,8’¢ ayarlanip son hacimi 500 mL’ye

tamamlandi.
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4. Eliisyon Tamponu (50 mM pH 8,0 Fosfat Tamponu i¢inde 1M NaCl): 14,625 g
NaCl ve 2,175 g K;HPO,4 200 mL saf su igerisinde ¢oziilerek 1 M HCI ile pH’s1
8,0’a ayarlanip son hacimi 250 mL’ye tamamlandi.
5. Afinite Jelini Yikama ve Dengeleme Tamponu (50 mM pH 5,0 Asetat Tamponu):
450 mL saf su igerisinde 3,4 g sodyum asetat ¢oziilerek 1 M asetik asit ile pH’s1
5,0’a ayarlanip son hacimi 500 mL’ye tamamlandi.
3.1.3.d. Substrat cozeltileri
1. 100 mM 4-metil katekol: 0,124 g 4-metil katekol bir miktar saf su igerisinde
coziilerek hacim 10 mL’ye tamamlandi.
2. 2,5 mM L-Tirosin: 0,181 g L-tirosin bir miktar saf su i¢erisinde ¢6ziilerek hacim
10 mL’ye tamamlandi.
3. 100 mM Katekol: 0,11 g katekol bir miktar saf su igerisinde ¢oziilerek hacim 10
mL’ye tamamlandi..
3.1.3.e. Inhibitor cozeltileri
1. 20,5 mM Benzoik Asit: 10 mg benzoik asit 4 mL saf suda ¢oziildi.
2. 5,68 mM Askorbik Asit: 2 mg askorbik asit 2 mL saf suda ¢oziildii.
3. 5,26 mM Sodyum metabisiilfit: 3,8 mg Na;SO,0s 3,8 mL saf suda ¢oziildii.
4. 8,25 mM L-sistein: 2 mg L-sistein 1 mL saf suda ¢6ziildi
3.1.3.f. Metal iyonlari stok ¢ozeltileri
Kullanilacak metal iyonunun CI" tuzunun 1 mg’t Iml saf suda ¢oziildi ardindan
seyreltmeler yapilarak deneylerde kullanildi.
3.1.3.g. Diger cozelti ve tamponlar
1. 10 M MBTH (3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon): Az saf suda 0,022 ¢ MBTH
¢oziliip hacmi 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
2. 50 mM, pH 3,0 Glisin-HCI Tamponu: 0,375 g glisin 90 mL saf suda ¢6ziildiikten
sonra 1 M asetik asit ile pH’s1 3,0’a ayarland1 ve son hacmi saf su ile 100 mL’ye

tamamlanda.
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3. Ekstraksiyon Hazirlama Cozeltisi: 70 mL saf su igerisinde 0,68 g sodyum asetat
(50 mM), 0,176 g Askorbik asit(10mM), %1 (w/v) TX-114 deterjani, % 0,5 PEG
1 M asetik asit ile pH’s1 5,0’a ayarlanarak hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

4. 50 mM pH 6,0-7,0 Fosfat Tamponu: 3,10 g K;HPO,4 450 mL saf suda ¢ozilip 1 M
HCl ile pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

5. 50 mM, pH 8,0 Tris-HC1 Tamponu: Yaklasik 45 mL saf su igerisinde 0,3028 g
Tris ¢oziildiikten sonra 1 N HCl ile pH 8,0’e ayarlandiktan sonra hacim 50 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi.

6. 50 mM pH 4,0-5,0 Asetat Tamponu: 3,40 g sodyum asetat 450 mL saf suda
coziillip 1 M asetik asit ile pH’s1t ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye
tamamlanda.

3.2. Metot
3.2.1.PBPPO enziminin aktivite dl¢ciim yontemi

Enzim aktivitesinin 6l¢limii, fenolik substratin kinonlara doniisiimii sirasinda 500
nm’de absorbanstaki artisa dayanmaktadir (Flurkey, 1986). PPO’nun bir enzim iinitesi,
0,001 absorbanslik bir artisa neden olan enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. PPO
enziminin aktivite 6l¢lim i¢in 1 mL’lik kuartz tiip icerisine 0,05 M Na-Asetat tampon
¢ozeltisinden 680 pL 100 mM 4-Metil katekol substratindan 100pL 10 mM MBTH
cozeltisinden 100uL ve %2’lik DMF iceren ¢ozeltiden 20 puL alinarak spektrofotometrede
500 nm de sifirlama yapildi ardindan 100 pL saf enzim ilave edilerek tekrar
spektrofotometreye birakilip 1 dakika boyunca absorbansinda meydana gelen artis
Ol¢iilmiistiir (Espin et al., 1996). Enzimlerin miktari, i¢lerinde var olan aktiviteleri dikkate
almarak enzim {initesi (E.U) bi¢iminde ifade edilir. Yaygm bir E.U tanimi1 olmamakla
beraber, normal sartlarda 1 mL’lik reaksiyon karigimi igerisinde dakikada 0,001 absorbans

yiikselisiyle sonuclanan enzimin miktar1 bicimde tanimlanmistir (Ozen, 2004).

3.2.2. Ekstraksiyon hazirlama ve asetonla ¢oktiirme
Posof Badele elmasi (Malus domestica L.) kabuk ve ¢ekirdeginde ayrildiktan sonra
50 g alinarak porselen havanda iyice 6gitiildii. -80 de yarim saat bekletilip iki tekerriir

halinde elma toz haline gelinceye kadar 6giitiildii. Uzerine 100 ml ekstraksyon hazirlama
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¢ozeltisi ilave edilip manyetik balik yardimiyla diisiik devirde karistirildi. iki katli bir bez
tillbentle siiziilerek PBPPO 6ziitii +4°C’de 6,000 rpm de bir saat siireyle santrifiij yapildu.
Ardindan siipernatanlara, hacmi kadar soguk asetonla, buzlu bir su banyosu igerisinde gok
hizli olamayacak sekilde ilave edildi. Bir gece + 4 °C’de bekletilen ham enzim 6zii aseton
karigimi, +4 °C’de 10,000 rpm’de bir saat santrifiij yapildi. Siipernatan kisim atilip, elde
edilen c¢okelekler ¢6ziinebildigi en az hacimde 50 mM pH 5,0 asetat tamponuyla ¢oziildii
(Oz, 2010).

3.2.3. Afinite jelinin sentezi

Bu calisgmada faydalanilan afinite jeli Arslan et al., (2004) yilinda yaptiklari
calismadaki gibi sentezlenmistir. CNBr yardimiyla aktif hale getirilmis sepharose-4B
matriksi, uzant1 kolu elde etmek i¢in tirozinle kovalent olacak sekilde modifiye edilmesi
prensibine dayanmaktadir. Bu sentezlemede PPO’nun inhibitdrii oldugu bilinen p-

aminobenzoik asit lignand olarak tercih edilmistir.

5 g CNBr yardimiyla aktif hale getirilmis Sepharose-4B karisimi igerisinde 10 mL
saf su bulunan bir behere birakilip iyice ¢6zdiiriildii. 2 M NaOH yardimiyla karigimin pH’s1
11,0’e cikarildi ve pH sabitlenene kadar 2 M NaOH bazindan ilave yapilmaya devam
edildi. Siispansiyona kiigiik buz parcalari birakild1 ve karisim buchner hunisi kullanilarak
mavi banttan siiziildi. 0,1 M pH’st 10,0 olan bikarbonat tamponundan 250 mL alinip
slizge¢ kagidinda ve fizerinde kalan kisim iyice yikandi ardindan siiziilerek bir beher
icerisine birakildi. 0,1 M’lik soguk bikarbonat tamponuna 20 mL igerisinde 10 mg L-tirozin
olacak sekilde siispansiyonun iizerine eklendi, ardindan 90 dakika boyunca karistirildi. Bu
asamadan sonra siispansiyon, 4°C’de 16 saat boyunca dolapta bekletildi. 16 saatlik siirenin
sonunda siispansiyon mavi banttan bir daha siiziilerek bol saf suyla iyice yikandi. 0,2 M’lik
bikaarbonat tamponunun 100 mL’siyle ilk olarak mavi bandin iizerinde arta kalan kisim
lyice yikand1 ardindan bikarbonat tamponun 40 mL’si i¢ine birakildi. 10 mL 1 M’lik soguk
HCI’'nin igerisinde ¢ozdiriilen 25 mg p-aminibenzoik asit ¢ozeltisinin {izerine, daha
onceden sogutulan 5 mL’lik saf su igerisinde ¢6zdiiriilen 75 mg NaNO, damla damla
damlatildi. Buz banyosunda 10 dakika boyunca bekletilen reaksiyon ardindan 40 mL’lik

sepharose-4B-L-tirozin karisimina diazolanmis sekilde bulunan p-aminobenzoik asit
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eklendi ve siispansiyonun pH’s1 2 M NaOH yardimiyla 9,5’e ¢ikartilarak 3 saat boyunca
25°C°de karistirildi. Mavi bant iizerine alinan karisim ilk olarak 1 L saf suyla, ardindan 200
mL 0,01 M’lik pH 6,0 Na;HPO,4 tamponu yardimiyla yikandi ve ayni tampon igerisinde

muhafaza edildi (Arslan et al., 2004). Reaksiyon asamalar1 asagida belirtilmistir.

- CNBr
HO T—‘ HO

HBr

Sekil 3.1. Siyonojen bromiirle aktiflestirilmis Sepharose-4B’den afinite jelinin sentez

basamaklari

3.2.4. Ekstrakt ¢ozeltisinin afinite kolona yiiklenmesi ve enzimin eliisyonu

1x10 cm ebatlarindaki afinite kolonuna, sentezledigimiz afinite jeline, hava
kabarcigi olusmayacak bigimde dikkatlice dolduruldu ve kolonun dengelenmesi igin 0,05
M pH’st 50 asetat tamponuyla dengelenmeye birakildi. Dengeleme islemini
sonlandirabilmek i¢in kolonun altinda toplanan tampondan 280 nm’de spektrofotometrik

dlgiimler yapildi. Yapilan Slciimler esit olunca dengeleme islemi sona erdirildi. lyice
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yikanip dengeye ulasmis kolona, saf enzimden yiiklenerek kolon bidaha 0,05 M pH’s1 5,0
asetat tamponuyla yikamaya birakildi. Yikama isleminin sonlandirabilmek igin tekrar
kolonun altinda toplanan tampondan 280 nm’de spektrofotometrik Olgiimler yapildi.
Yapilan Ol¢timler esit olunca yikama igslemi sona erdirildi. Yapilan yikama islemiyle jele
affinite gostermeyen diger proteinlerin tamaminin ve protein disindaki maddelerin
ortamdan uzaklastirilmasi saglanmis oldu. Jele iyice tutunmus olan enzimler igerisinde 1
M’lik NaCl bulunan 0,05 M pH’s1 8,0 olan fosfat tamponu yiiklenmesiyle 2 mL’lik tiiplere
eliie edildi. Enzim eliatlarinin alindigi her bir tiipte 280 nm’de proteinlerine 500 nm’de ise

4-MK substratiyla aktivite dl¢timleri yapilmustir.

3.2.5. Protein tayini
3.2.5.a. Kalitatif protein tayini

Proteinlerin yapisinda aromatik halkalar1 olan farkli protein zincirleri arasinda giiclii
hidrofobik etkilesim gdsteren amino asitlerin (tirozin, triptofan ve fenilalanin) 280 nm’de
1sinlar1 absorblamasi prensibine goredir (Jaenicke, 1984). Protein tayini afinite kolonundan
alman biitiin tiiplerdeki fraksiyonlara uygulandi. Spektrofotometreyle 280 nm dalga
boyunda 2 mL’lik kuvartz kiivetlerle okumalar yapildi.

3.2.5.b. Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisiyle saf hale getirilen enzim ile homojenatta bulunan protein
miktar1 tayini, bu metoda gore yapildi. Yontemin esast fosforik asitli ortamdaki
proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250 reaktifiyle kompleks meydana getirmesi ve 595
nm’de en yiiksek absorbansi gostermesi ilkesine dayanmaktadir (Bradford, 1976) . Bu
yontem protein boya karigiminin ¢ozeltide fazla kalmasi, bozucu faktorlerin diisiik olmast,
yiiksek oranda tekrarlanabilir olmast ve ¢ok az zamanda uygulanmasi diger yontemlere

gore avantajli taraflarindandir. Yontem 1-100 pg/mL arasinda hassasiyet gostermektedir.

Deneyde takip edilen adimlar: 1 mL’sinde 1 mg protein olacak sekilde standart sigir
albumin ¢ozeltisinden tiiplere sirastyla 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09 ve
0,1 mL brrakildi. Tiiplere daha sonra sirasiyla 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, O uL saf su

birakilarak tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye getirildi akabinde tiiplere Coomassie brillant blue G-
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250 reaktifi ile 4,9 ml eklenerek son hacim 5 mL’ye getirilip vortex ile ¢ok yiiksek olmayan
hizda karigim saglandi. 10 dakika inkiibasyona birakilan tiipler daha sonra 595 nm’de 2
mL’lik kiivetlerde absorbans degerleri kore karsi olguldi. 4,9 mL’lik G-250 reaktifiyle 0,1
mL’lik saf su igeren karisim kor olarak alinmistir. Yapilan okumalarla standart bir grafik
olusturuldu. Ug farkli tiipe saflastirilmis olan enzimlerden siras1 ile 0,1 mL birakilarak
hacimleri 4,9 mL renklendirme reaktifiyle 5 mL’ye tamamlandi. Vorteksle yapilan
karistirma isleminden sonra on dakika inkiibasyona birakilip 595 nm’deki absorbans
degerlerine bakildi. Ne kadar protein oldugunu belirlemek maksadiyla islemler {i¢ sefer
tekerriir ettirilip bu ti¢ farkli sonucun da ortalamalar1 alindiktan sonra standart grafikle ne

kadar proteinnin oldugu hesaplandi.

3.2.6. SDS Jel Elektroforezi

Laemelli, (1970) tarafindan gelistirilen enzimlerin saflik derecesi kontrol etmek
maksadiyla sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), ayirma jeli
%8’lik ve yiikleme jeli %3’lik olacak bicimde tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.
Elektroforez malzemeleri calismaya baslamadan oOnce Ozellikle cam plakalarin alkolle
temizligi yapilip iyice kurutuldu. Elektroforez tankina cam plakalar yerlestirilip icine SDS
yiikleme tamponu birakildi. Numunelerle standart proteinler, kuyucuklarda protein miktari
yaklasik 20-25 pg olacak bigimde SDS yiiriitme boyasiyla hazirlandi. Hazirlanan
numuneler, 96 °C’de bes dakika boyunca sitilip proteinler denatiire edildikten sonra,
mikropipet yardimiyla kuyucuklara tasmayacak sekilde dikkatli bir bicimde yiiklendi.
Elektroforez tanki kapatilarak ilk olarak 70 voltta 20 dakika ylriitiiliip 6rnegin ayirma
jeline kadar gelip yigilmas1 saglandi. Sonra akim 120 voltta ¢ikarilarak jelde olusan mavi
renkli boyanin jeli tamamen terk etmesi beklendi. Yiirlitme islemi bittikten sonra jeller

dikkatlice elektroforez tankindan ¢ikarilip giimiis boyama asamasina gegildi.
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Cizelge 3.2. SDS-PAGE bilesenleri

Bilesenler Ayirma jelli (%8) Yiikleme jelli (%3)

Didestile Su 6,9 mL 2,1 mL

% 30 Akrilamid- % 4 mL 0,5mL
0,8 Bisakrilamid

1 M Tris HCI 3,8 mL (pH:8,8) 0,38 mL(pH:6,8)
% 10 SDS 0,15 mL 0,03 mL
% 10 APS 0,15 mL 0,03 mL
TEMED 0,009 mL 0,003 mL
Toplam 15 mL 3mL

3.2.7. Giimiis Boyama

Yaptigimiz ¢alismanin ne Kkadar hassas oldugunu gérmemiz agisindan giimiis
boyama uygulandi. Calisma 4 basamakta yapilmistir. 1. Basamakta tespit ¢ozeltisi
icerisinde yarim saat hafif ¢alkalanarak yapildi. 2. basamakta tespit ¢ozeltisinden alinan jel
rediiksiyon ¢ozeltisi igerisinde yarim saat hafif ¢alkalanarak yapildi. 3. basamakta jel
rediiksiyon ¢ozeltisi iginden c¢ikarilip ti¢ sefer 5’er dakika araliklarla hafif ¢alkalanma
yapilarak bekletildi. Bu arada giimiis nitratli ¢6zelti taze olarak hazirlandi. 4. basamakta
icerisinde glimiis nitrat bulunan jel’de 20 dakika boyunca hafif ¢alkalanarak yapildi. En son
olarak yikama 1 ve yikama 2 ¢ozeltileri igerisine alinarak bantlar goriinene kadar hafifce

calkalanip igerisinde saf su olan kaba birakilip fotografi ¢ekildi (Giiller, 2014).

42



3.2.8. Polifenol Oksidaz ile ilgili Kinetik Calismalar
Polifenol oksidaz enzimiyle yapilan Kinetik calismalarda 4-MK substrat olarak
kullanilip optimum sicaklik, optimum pH, pH spesifikligi, 1s1 spesifikligi, bazi metal

iyonlari etkisi, Vimax, Km, Ki, Iso degerleri hesaplanmustir.

3.2.8.a. PBPPO aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesinin 4-MK substratt kullanarak pH ile
degisimini 6l¢gmek amaciyla yapilan ¢alismada, 0,05 M sodyum asetat (pH 4,0-4,5-5,0-5,5)
ve 0,05 M K-fosfat (pH 6,0-6,5-7,0-7,5) tamponlar1 yardimiyla hesaplandi. PPO’nun en iyi

aktivitesinin oldugu pH optimum pH olarak alinip, veriler grafikle sematize edildi.

3.2.8.b. PBPPO enzimine optimum iyonik siddetin etkisi
0,01, 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75, 1 M’lik optimum pH’s1 5,5
olan Na-Asetat tamponundan yararlanarak PPO enziminin optimum iyonik siddeti

belirlenmistir.

3.2.8.c. PBPPO aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi

Polifenol oksidaz enziminin optimum sicakliginin tespit etmek i¢in, 0-90°C sicaklik
araliginda 10°C’lik sicaklik artislariyla 1 saat inkiibasyona birakildiktan sonra {izerlerine
enzim ilavesiyle aktivite 6l¢iimleri yapildi. Reaksiyon karisimina tampon ¢ozeltisi, MBTH,
DMF ve saf enzim eliiat ilave edilmesinin ardindan PPO aktivitesi, 1 dakika gibi kisa

stirelerde Olgiiliip optimum sicaklik degeri hesaplandi (Colak et al., 2005).

3.2.8.¢. PBPPO aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Kullanilan substrat konsantrasyonlarin polifenol oksidazin aktivitesine olan
etkilerini incelemek maksadiyla yiiriitiillen deneylerde, son konsantrasyonu 2 mM-10 mM
arasinda degisiklik gosteren 5 farkli konsantrasyondaki katekol ile 4-MK substratlarindan
faydalanildi. PPO’nun aktivitelerinin Sl¢iilmesiyle elde edilen analiz verilerinin 1/[S] ile
1/V’leri hesaplanip Lineweaver-Burk grafigiyle Vi ile Ky’leri bulundu (Lineweaver and
Burk, 1934).

3.2.8.d. PBPPO enziminin pH kararhhginin incelenmesi
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PPO’nun pH’sinin stabilligini belirlemek maksadiyla tamponu, pH’s1 4,0-4,5-5,0 ve
5,5 olan 50 mM Na-asetat tamponu, 50 mM pH’s1 6,0-6,5-7,0,7,5 olan K-fosfat tamponu
hazirlanip enzim tamponlarin igerisinde esit oranda (0,5 mL-0,5 mL) olacak sekilde yapilan
karisimlarda spektrometrik okuma yapilmasinin ardindan +4 °C’de 1 ila 10 giin arasinda
inkiibasyona birakildi. Aktivite Ol¢timleri yapilirken optimum pH ve sicakliktaki
tamponlardan faydalanildi ve yapilan ol¢timiin sonra enzimin % aktivitesi hesaplanip

veriler grafige aktarildi (Bagci, 2019).

3.2.8.e. PBPPO enziminin 1s1l kararhihi@inin incelenmesi

PPO enziminin termal stabilitesini 6l¢mek igin, bimiktar enzim ependorf tiiplerinin
igerisine alindi, 10°C’lik bir sicaklik artisiyla O ila 60°C arasinda 15 dakikada yapilan
olgtimlerle, bir saat inkiibasyon yapildi. Inkiibasyondan sonra saf enzimden, optimum
kosullarda aktivite Ol¢limleri alindi. Yiizde kalan aktiviteleri, inkiibasyon islemine

ugramayan enzimin aktivitesi ile karsilagtirilarak belirlendi.

3.2.8.f. PBPPO aktivitesi iizerine inhibitor etkisi

PPO’nun aktivitesine olan inhibitdr etkisini tespit etmek i¢in 0,1 M 4-MK substrati
varhiginda, L-Sistein, Benzoik asit, Sodyum metabisiilfit ve L-askorbik asitten caligildi.
Icinde inhibitdr bulunmayan enzim aktivitesi %100 olarak alindi. Bu inhibitdrlerin degisik
konsantrasyonlarina kars1 yiizde aktivitelerini veren grafik olusturuldu ve yiizde 50
aktivitenin kaldigi deger lsq olarak kabul edildi.

3.2.8.9. PBPPO aktivitesi iizerine baz1 metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonlarindan bazilarinin polifenol oksidaz aktivitesine olan etkisini
belirlemek i¢in AI** Cu®*, K*, Mg*, Na* iyonlarmim kloriir tuzlarindan her birinden
Img/ml olacak sekilde stok ¢ozeltiler yapildi. Son konsantrasyonlari 1 mM olacak bi¢cimde
reaksiyon karigimindaki metal iyonlarmin optimum kosullardaki aktiviteleri o6lgiildi

(Kolcuoglu, 2007).

3.2.8.g. PBPPO enziminin farkh inhibitorleri icin K; sabitlerinin belirlenmesi
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Yapilan inhibisyon calismalarinda, Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.)
saflagtirllan PBPPO enzimini inhibe eden sodyum metabisiilfit, L-sistein, benzoik asit ve
askorbik asit kimyasallari ile Na*, K*, Mg®*, AI** Cu?* metal iyonlarindan faydalanilmustir.
Calismalarda bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonu
kullanilmistir. Konsantrasyonlar yapilan lIsg ¢alismalariyla belirlenmistir. Akabinde Posof
Badele elmasindan (Malus domestica L.) saflastirilan PBPPO’nun 3 degisik inhibitor
konsantrasyonlarindan 1/[S] ile 1/V’leri belirlendi. Lineweaver-Burk grafigine gore ayri
ayr1 Kj’leri hesaplanip hangi inhibisyon ¢esidine ait olduklar1 belirlendi (Lineweaver and
Burk, 1934).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda polifenol oksidaz (PBPPO) enzimi Ardahan ilinin Posof ilgesinde
yetisen i¢i dis1 kirmizi olan Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.) saflastirilmasi,
karakterizasyonu ve bazi inhibitor 6zellikleri incelenmis ve elde edilen sonuclar asagida

aktarilmastir.

4.1. Kantitatif Protein Tayininde Kullamlan Standart Grafik

Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.) afinite kromatografisi yardimiyla
izole edilen enzimin Kkantitatif protein miktarinin hesaplanmasi Bradford yontemi
kullanilarak yapilmistir. Bunun i¢in standart grafik bolim 3.2.5.a.’da agiklandigi gibi
yapilmistir. Cizilen standart grafik yardimiyla ham ekstrakt, aseton ¢Oktiirmesi ve

saflastirilan enzimde var olan protein miktarlar1 hesaplanmustir.

0,9
0,8

y =0,0082x
R2=0,9917

Absorbans (595 nm)

0 20 40 60 80 100

BSA (ug)

Sekil 4.1.Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif analizinde kullanilan standart grafik
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4.2. PBPPO Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi1 Sonuclari

Posof Badele elmasmnin (Malus domestica L.)  saflastirilma yontemi Bolim
3.2.4de anlatildigi sekilde yapilmistir. Tiip numarasina karsi absorbanlar ve bulunan
aktiviteler grafige aktarilarak Sekil 4.2’de gosterilmistir.

0,45 Aktivite EU/m1 | 0,04

0,4 Absorbans 280 nm 0,035 __
3 0,35 003 E
5 03 0,025 &
2 025 002 2
8 02 LS
£ 0,015 8
= 0,15 o
< 01 001 5

0.05 0,005

0 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tip Sayisi

Sekil 4.2. PBPPO’nun afinite kromatografisi yontemiyle saflastirilmasiyla elde edilen

ellisyon grafigi

1’den 14’e kadar numaralandirilan eliisyon tiiplerinden 2 mL olacak sekilde eliiatlar
toplandi. 500 nm’de spektrofotometrik Ol¢iimlerle aktivitelerine bakildi. En yiiksek enzim
aktivitesinin oldugu tiipten Bradford metodu yardimiyla kantitatif protein analizi yapildi.

Elde edilen veriler yardimiyla, saflastirma katsayilar1 ve % verim hesaplamasi yapildi.
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Cizelge 4.1. PBPPO enzimi i¢in saflastirma tablosu

Saflastirma Toplam  Aktivite Protein Toplam  Toplam  Spesifik  Saflagtirma  Verim
basamagi hacim (EU/mlLdk)  (mg/ml) protein  aktivite  aktivite  katsayisi (%)

(ml) (mg) (EU) (EU/mg

protein)

Enzim Oziiti 24 1,12 1,8 43,2 26,88 0,62 1 100
Aseton 3 4,23 0,28 0,84 12,69 15,11 24,37 47,2
¢Oktiirmesi
Afinite 2 1,21 0,08 0,16 2,42 15,16 24,45 9,0
kromatografisi

Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.) afinite jeli kullanilarak PBPPO
enzimi, % 9,0 verimle 24,25 kat saflastirildi. Ham enzim ekstraktinin, aseton ¢oktiirmesi
sonrasi ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen PBPPO’nun spesifik aktiviteleri sirasi
ile 0,62-15,11-15,16 U/mg protein seklinde oldugu tespit edildi.

Yapilan benzer caligmalarda, afinite kromatografisiyle patatesinden PPO enzimi
7,87 kat (Bayrak et al., 2019), Isparta’da yetisen arap kizi yabani elmasindan (Malus
domestica) 13,0 kat ( Millioglu, 2019), enginar (Cynara scolymus L.) bitkisinden 43,0 kat
(Dogan et al., 2005), ¢ay yaprag bitkisinden (Camellia sinensis) 19,77 kat (Oztiirk, 2019)

ve Laccaria laccata mantarindan 26,3 kat (Kolcuoglu, 2018) saflastirilmistir.

Farkli saflastirmalarla taze yesil fasulyenin (Phaseolus vulgaris L.) baslhigindaki iki
PPO enzimi Sephadex G-100 kolonu ile 17 kat ve 9,4 kat saflastirilmistir (Guo et al.,
2009). PPO, ferrula sp. bitkilerinin yapraklarindan ve gdvdelerinden iyon degisim
kromatografisiyle 2,7 ve 2,2 kat saflastirilmistir (Erat et al., 2006). Cay bitkisi PPO,
DEAE-seliiloz kolonu ile %5,11 verim ile 3,32 kat saflastirildi. Cay (Camellia sinensis)
bitkindeki PPO enzimi, DEAE-seliiloz kolonuyla %5,11 verim ile 3,32 kat saflastirilmistir
(Unal, 2011). Camellia sinensis ile yapilan bir baska ¢alismada ise, iki PPO izoenzimi,
amonyum siilfat ¢okeltmesi, aseton, diyaliz, jel filitrasyon ve iyon degisim kromatografisi
yontemleriyle 5 basamakta 48,94 kat saflagtirnllmistir (Teng et al., 2017).
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4.3. Polifenol Oksidazin Biyokimyasal Karakterizasyonu
4.3.1. Polifenol oksidazin elektroforetik olarak karakterizasyonu

Afinite kromatografisi yardimiyla elde edilen eliiatlarin igerisindeki PPO enziminin
varligint belirleyebilmek i¢cin SDS-PAGE elektroforez yonteminden faydalanilmistir.
Boliim 3.2.6.a°da ifade edildigi gibi yapilan %8-3’liilk SDS-PAGE’ye eliiatlar tatbik edilmis
ve glimiis boyama islemi uygulanarak protein bantlari agik bir sekilde goriiniir bigime
getirilmistir. Saflastirilan enzime protein bandiyla igerisinde standart protein bantlari olan
jeller karsilastirildiginda yaklasik 19,95 kDa’lik bir degere karsilik gelen protein bandi
bulunmustur. Icerisinde protein bandi1 oldugu diisiiniilen jellerin fotografi ¢ekilip

kaydedilmistir.
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A B
Sekil 4.3. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi, B: Saf Enzim Eliiati, A: Protein Standarti;
(120 kDa E. Coli B-galaktozidaz, 85 kDa BSA, 50 kDa tavuk yumurtasi

ovalbiimin, 35 kDa sigir eritrosit CA, 25 kDa inek siitii B-laktoglobulin ve 20

kDa tavuk yumurtasi lizozim)
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1,2 y =-0,8531x + 2,0097
R2=0,973
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Sekil 4.4. PBPPO i¢in SDS-PAGE yontemiyle protein molekiil kiitlesi tayininde kullanilan
standart logMk-R¢ grafigi

Oztiirk et al., (2019) saflastirdiklar1 enzimin PAGE sonuglari, ¢ay yapragindan
PPO'nun molekiiler agirhgmim yaklasik 50 kDa oldugunu gostermistir. Cheema and
Sommerhalter, (2015) yaptiklar1 ¢aligmada Ataulfo mangosu'nun boyanmis SDS-PAGE
jellerinin, 53, 112 ve 144 kDa'lik molekiil agirligina sahip belirgin bantlar ortaya ¢ikardigi
rapor edilmistir. Benaceur et al., (2019b) yaptiklar1 ¢alismada, katekol oksidaz (PPO),
Tadela (Phoenix dactylifera L.) hurma meyvesinden ekstrakte edilip (NH,4),S04
cokeltmesinin, ardindan diyaliz, Q-Sepharose bb iyon degisimi kromatografisi ve HPLC jel
filtrasyon kromatografisini igeren bir prosediirle ve saflastirmistir. Tadela hurma
meyvesinin katekol oksidazi, SDS-PAGE kullanarak 90kDa'lik bir molekiiler agirlik
sergilemistir. Muchuweti et al., (2006) yaptiklar1 ¢alismada, Polifenol oksidaz enzimini
Uapaca kirkiana meyvesi ve kabugundan, amonyum siilfat ¢okeltme ve diyalizle izole
etmiglerdir. Kabugun PPO enzimi ileriki saflastirilmasi, jel filtrasyon kromatografisiyle
gerceklestirilmistir. Poliakrilamid jel elektroforezi ile lic Uapaca kirkiana PPO izoenzimi
tespit edilmistir. Izoenzimlerden birinin, 26,625 kDa molekiiler agirliga sahip oldugu

bildirilmistir. Granny Smith (Malus x domestica Borkh) elmalarindan elde edilen polifenol
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oksidaz, hem ¢oziilebilir formunda (sPPO) hem de zara bagli formunda (mPPO) saflastirildi
ve karakterize edildi. Her iki form da sicakliga bagli faz bolimlemesi, amonyum siilfat ile
cokeltme ve iyon degisim kromatografisi ile saflastirilmistir.Saflastirilmis sPPO’nun,
31kDa'lik bir molekiiler agirligiyla dimerik iken, mPPO, 65kDa'lik bir tahmini molekiiler
agirlik ile monomerik oldugu bildirilmistir (Han et al., 2019).

4.3.1.a. PBPPO aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Elmadan afinite kromatografisi yardimiyla eliie ettigimiz PPO enziminin
aktivitesine pH’nin etkisini tespit etmek i¢in 0,05M sodyum asetat (pH 4,0-4,5-5,0-5,5) ve
0,06M fosfat (pH 6,0-6,5-7,0-7,5) tamponlariyla aktivite tayinleri 4-metil katekol
substratiyla birlikte 6l¢iildii. Bulunan degerlerden faydalanilarak % aktivite-pH grafigi
cizilmistir (Cizelge 4.3). Elde edilen veriler yorumlandiginda optimum pH’nin 5,5 ile Na-

asetat tamponundan elde edildigi tespit edilmistir.

1
0,9 Na-Asetat
0,8 K-fosfat
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0
3,5 4 4,5 5 5,9 6 6,5 7 7,5 8

Aktivite (EU/mL)

pH

Sekil 4.5. 4-metil katekol substrat1 varliginda PBPPO aktivitesinin pH ile degisim grafigi

Saflagtirilmis LacPPO (Laccaria laccata) 'nin optimum pH's1 4 - MC, DHPPA ve L -
DOPA varliginda tampon ¢ozeltiler Tris - HCI (8,0, 9,0) ve Mcilvaine (pH 3,0-7,0)
kullanilarak 6l¢iilmiigtiir. LacPPO’nun optimum pH degerleri L - DOPA ile DHPPA ig¢in
7,0 4 - MC igin ise 5,0 olarak bulundu (Kolcuoglu et al., 2018). pH, enzim aktivitesini
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biiyiik 6lgiide etkileyen ana faktorlerden biridir. Yesil fasulye i¢indeki PPO aktivitesinin pH
profilleri, 0,2 pH aralikli genis bir pH araliginda (3,0-8,0) substrat olarak katekol
kullanilarak belirlendi. Yesil fasulye parcalari i¢in, PPOla ve PPOIb'min optimum pH"1
sirasiyla 6,8 ve 7,0 olarak tespit edilmistir(Guo et al., 2009). Enzimler, PPO’nun yiizey
yiikiinli, ¢oziiniirligiinti, konformasyonunu ve farkli substratlar veya inhibitorler ile
baglama kabiliyetini etkileyebilecek olan pH’ya son derece duyarlidir. pH’nin yam PPO
aktivitesi tizerindeki etkisi, 35°C'de 5,0 ila 7,5 arasinda degisen farkli pH kosullarinda
substrat olarak 14 mg / mL katekol kullanilarak belirlendi. Yapilan ¢alismalarda optimum

pH’nin 6,0 oldugu saptanmistir (Peng et al., 2019).

4.3.1.b. PBPPO enzimine optimum iyonik siddetin etkisi

0,01, 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75, 1 M’lik optimum pH’s1 5,5
olan Na-Asetat tamponundan yararlanarak PPO enziminin optimum iyonik siddeti
belirlenmistir. Yapilan denemeler sonucunda PPO enziminin optimum iyon siddetinin

pH’s1 5,5 0,01 M Na-Asetat tamponu oldugu tespit edilmistir.

0,7
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=
g
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Sekil 4.6. PBPPO enziminin optimum iyonik siddeti grafigi
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Aydn et al (2015) katekollii substrat olarak alip optimum pH’nin 5,5 bulundugu
Hemsin elmasinda (Malus communis L.) 1-100 mM araligindaki konsantrasyonlarda fosfat

tamponuyla yapmis oldugu ¢aligmalarinda optimum iyonik siddet 0,1 M olarak bulmustur.

4.3.1.c. PBPPO enziminin pH kararhhginin incelenmesi

Posof Badele elmasinin (Malus domestica L.) termal stabilitesini belirlemek
amaciyla bolim 3.2.8.d’de anlatildigi gibi analizler yapilmis ve yilizde aktivitelerine karsilik
stabil pH grafikleri yapilmistir(Sekil 4.6). Grafik incelendiginde pH 6,0’da enzim en
yiiksek kararliligi gostermistir. Yaklasik aktivitesinin % 86’smn1 korudugu saptanmustir.

Enzimin en az kararli oldugu pH degeri ise % 22’lik aktivite kaybiyla 5,5 olmustur.
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Sekil 4.7.PBPPO’sunun pH kararlilig

Aydmn et al., (2015) yaptiklari bir ¢alismada, Hemsin elmas: (Malus communis L.)
PPO'nun pH kararliligi, 0,1 M tampon ¢ozeltileri icerisinde pH 3,0-4,0 araliginda asetat
tampon, 4,0-7,0 pH araliginda fosfat tampon, 7,0-9,0 pH araliginda Tris HCI tampon
kullanilarak belirlenmistir. Bir mililitre ham enzim ¢ozeltisi, 3 mL tampon ¢ozeltisi ile

karigtirdiktan sonra, numuneler 4°C'de 30 saat siireyle inkiibe edilmis. Her 6 saatte bir
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alinan PPO’nun aktivite 6l¢iimleri sonucunda elma (Malus communis L.)’nin 8,5'te stabil
bir pH’ya sahip oldugu bildirilmistir.
4.3.1.¢c. PBPPO aktivitesi iizerine sicakh@in etkisi

Bu calismada Posof Badele eclmasindan (Malus domestica L.) saflastirilan
PBPPO’nun optimum sicakligini tespit etmek i¢in boliim 3.2.8.c.’de anlatildigi gibi 4-metil
katekol substratiyla 0-90°C araliginda oOl¢limler yapildi. Enzim optimum sicaklik degeri
10°C olarak bulunmustur. 50°C iizei sicaklik degerlerindeyse aktivitenin azalmaya

basladig1 ve 70°C {izeri sicaklikta ise neredeyse aktivitesinin tamamina yakinini kaybettigi

tespit edilmistir.
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Sekil 4.8.PBPPO aktivitesinin sicaklik ile degisimi

Aydn et al., (2015) yaptiklari bir ¢alismada, elma (Malus communis L.) PPO enzim
aktivitesi i¢in optimum sicaklik, fosfat tamponunda (0,1 M; pH 5,5) 420 nm'de
olabildigince ¢abuk bir sekilde bir substrat (0,1 M) olarak katekol kullanilarak 10-80°C
sicaklik araliginda Ol¢iilmiistiir. EIma (Malus communis) PPO’su igin optimum sicaklik
degerinin 30°C oldugu ve enzim aktivitesinin 50°C’nin iizerindeki sicakliklarda
kayboldugu bildirilmistir. Benzer sekilde ferula sp., ‘den yapilan calismada optimum
sicaklik 12°C (Erat et al., 2006), L. japonica'nmin (LjPPO) ¢igek tohumlarinin enzim
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aktivitesi, 10 ila 65°C sicaklik araliginda dl¢iilmiis ve LJPPO’nun optimum sicakliginin 25
°C oldugu bildirilmistir (Liu et al., 2013).

4.3.1.d. PBPPO enziminin 1sil kararhhginin incelenmesi
Afinite kromotografisiyle Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.)
saflagtirrlan PBPPO enzimi i¢in boliim 3.2.8.e.’de anlatildigi gibi PBPPO’nun 1sil

stabilitesinin tespiti ¢alismasi yapilmis ve Bulunan veriler 1s1ginda 1s1l kararlilik grafigi

¢izilmistir.
70
60
g 50 ——0°C
B 10 —=—-10°C
= —4+—20°C
£ 30 30°C
v/
< 20 ——40°C
10 —e—50°C
0 | 60°C
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Zaman (dk)

Sekil 4.9. PBPPO enzimin zamana bagl 1s1] kararlilik grafigi

Veriler incelendiginde O ile 30°C arasindaki sicakliklarda aktivitesini 1 saatlik
inkiibasyonnun sonunda korudugu, 40°C’de yariya indigi 50°C’de % 35 inin kaldig1 ve 60

°C’de ise tamamina yakinini 1 saatlik inkiibasyon sonunda bittigi bulunmustur.

Jackfruit (Artocarpus heterophyllus) meyvesinden elde edilen PPO enziminin , 40
°C'nin altinda kararli kaldig1 bildirilmistir (Tao et al., 2013). Sicakligin L. japonica'nin
(LjPPO) ¢igek tohumlarmin enziminin stabilitesi tizerindeki etkisi sirasiyla 20 ila 70°C

sicaklik araliginda 6nceden belirlenmis bir siire boyunca (10-60 dakika) 20 mM Tris-HCI
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tamponunda (pH 7,5) inkiibe edilerek belirlenmis ve kalan ¢oziinlir enzim aktivitesinin,

sicaklik 40°C'ye ulastiginda 6nemli dlglide azaldig1 gortilmiistiir (Liu et al., 2013).

PPO'nun 20 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,5) iginde onceden belirlenmis zaman
periyotlar1 (20-80 dakika) i¢in 30-80°C'de inkiibe edilmis ve saflastirilmis CgPPO ve
ozellikle 30-50°C'de belirgin termal stabilite gdstermis. Enzim, 30, 40 ve 50°C'de 80
dakika inkiibasyondan sonra ilk aktivitesinin % 82'sinden fazlasini korudu belirtilmistir. 80
dakika boyunca 60°C'de inkiibasyonda birakilmis olsa bile, aktivitenin% 70'inden fazlasim
korudugu fakat 70 ve 80°C'de maruz kaldiktan sonra aktivitesi 80 dakikanin sonunda %

57'nin altina diismiistiir (Gao et al., 2011).

4.3.1.e. PBPPO aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Posof Badele elmasindaki (Malus domestica L.) saflastirilan PBPPO enzimine olan
substrat konsantrasyonlarini etkisi i¢in boliim 3.2.8.¢’de anlatildig1 gibi incelenmistir ve
veriler grafiklere aktarilmistir (Sekil 4.10 ve 4.11). Grafikler incelendiginde, PBPPO enzim
aktivitesinin basit Michaelis-Menten kinetigi ile uyustugu goriilmektedir. PBPPO
enziminin difenolik substratlarindan oldugu bilinen 4-MK ile katekole iliskin maksimum
hiz (Vmax) Michaelis-Menten sabiti (Ky) degerleri hesaplanmistir. Katekol i¢in Vi ile
Kw’leri sirasiyla 5,86 EU/mL dk, 33,3 mM iken, 4-metil katekol igin Ve ile Ky’leri
sirastyla 3,54 EU/mL dk 8,53 mM olarak bulunmustur.
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3,5 y =5,4489x + 0,1707
R2=0,9908
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Sekil 4.10. Katekol varliginda PBPPO aktivitesi i¢in Lineaweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.11. 4-Metil katekol varliinda PBPPO aktivitesi i¢cin Lineaweaver-Burk grafigi

Yapilan benzer ¢alismalarda PPO enzimi katekol ve 4- metil katekol varliginda Ky
degerleri sirasiyla Kirmizi Kismisi {iziimiinden (Vitis Vinifera L.) 24,21 mM ile 7,25 mM
(Bagci, 2019), semizotundan (Portulaca oleracea) 4,40 mM ile 6,75 mM (Gl Giiven et al.,
2017), Amasya elmasinda 34mM ile 3,1 mM (Oktay et al., 1995), vanilya fasulyesinden
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(Vanilya planifolia) 85mM ile 10,6 mM (Waliszewski et al., 2009), Cape Bektasi
tiziimiinden (Physalis peruviana L.) 203,80 + 30,13 mM ile 3,88 + 0,39 mM (Bravo and
Osorio, 2016), maruldan (Lactuca sativa var. capitata L.) 3,20 + 0,01 mM ile 1,00 = 0,09
mM (Dziki et al., 2008), arap kizi elmasindan (Malus domestica) 50 mM ile 2 mM
(Millioglu, 2019) oldugu bildirilmistir.
4.3.1.f. PBPPO aktivitesi iizerine inhibitor etkisi

Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.)saflastirilan PBPPO enzimi i¢in
boliim 3.2.8.f’de anlatildig1 gibi inhibitor etkisi incelenmistir. Ayri ayri inhibitorler igin %
aktiviteye bagli konsantrasyon grafikleri ve lso degerleri belirlenmistir. Yapilan deneyler
sonucunda Isg degerlerine bakilarak en iyi inhibitoriin sodyum metabisiilfit oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.12. PBPPO enzim aktivitesi iizerine askorbik asittin etkisini gosteren %

aktivite(EU/mL) grafigi
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Sekil 4.13. PBPPO enzim aktivitesi {lizerine sodyum metabisiilfittin etkisini gdsteren %

aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.14. PBPPO enzim aktivitesi {izerine benzoik asittin etkisini gosteren % aktivite-[I]

grafigi
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Sekil 4.15. PBPPO enzim aktivitesi lizerine L-sistein etkisini gosteren % aktivite-[I] grafigi

Cizelge 4.2. PBPPO’sunun aktivitesi lizerine dort farkli inhibitorle yapilan c¢aligmalar

sonucunda elde edilen Iso degerleri

Inhibitér Iso (MM)
Askorbik asit 0,0065
Benzoik asit 5,373
L-sistein 0,078
Sodyum metabisiilfit 0,390

PBPPO enzimi i¢in bolim 3.2.8.g°’de anlatildigi gibi farkli inhibitorlerin K
sabitlerinin bulunmus ve veriler grafige aktarilmigtir. Spesifik bir inhibitor ile enzimatik
esmerlesmenin dnlenmesi, tek bir mekanizmayi igerebilir veya iki veya daha fazla inhibitor

etki mekanizmasinin etkilesiminin bir sonucu olabilir.

Doniigiimlii  inhibisyonun; Yarismali (competitive) inhibisyon, Yarismasiz

(noncompetitive) inhibisyon, yar1 yarismali (noncompetitive) ve Karisik yarismali (mixed
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noncompetitive )inhibisyon olmak iizere dort tiirii inhibisyon tiirii oldugu bildirilmistir
(Ziyan, 1998).

Yarigsmali inhibisyon i¢in Yarigmasiz inhibisyon i¢in
[1] v
KIM =Ky (1 + E) Vlmax = % (4.1)
i +K_i
250
Kontrol
5,68 uM
8,51 uM 200
11,36 uM
2 150
—
100
50
0
-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
-50 1/[4-metil katekol] (mM-1)

Sekil 4.16. PBPPO enzim aktivitesi lizerine askorbik asittin inhibisyon tiiriinii gosteren

grafik
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Sekil 4.17. PBPPO enzim aktivitesi lizerine sodyum metabisiilfittin inhibisyon tiiriinii

gosteren grafik
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Sekil 4.18. PBPPO enzim aktivitesi lizerine benzoik asittin inhibisyon tiiriinii gosteren

grafik
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Sekil 4.19. PBPPO enzim aktivitesi lizerine L-sisteinnin inhibisyon tiirlinii gdsteren grafik

Birgok madde, enzimin substrat ve / veya turnover sayisina baglanmasini
etkileyecek sekilde enzim ile birlestirerek bir enzimin aktivitesini degistirebilir. Bir enzimin
aktivitesini bu sekilde azaltan maddeler, inhibitér olarak bilinir. Bir¢cok inhibitor,
enzimlerinin substratin1 yapisal olarak andiran ancak substrat ile karsilastirildiginda ¢ok
yavas reaksiyona giren veya reaksiyona girmeyen maddelerdir. Bu tiir inhibitorler, enzim
katalitik mekanizmasi agiklamaya yonelik bir ¢abanin bir pargasi olarak bir substrat
baglama bolgesinin kimyasal ve konformasyonel dogasini aragtirmak i¢in yaygin olarak

kullanilir (Dogan et al., 2005).

Sebzelerin enzimatik esmerlesmesi, oksijen ve fenolik bilesikler gibi reaktiflerin
uzaklastirilmasi veya PPO inhibitérleri kullanilarak eritilebilir veya elimine edilebilir. Islem
sirasinda oksijenin sebzelerden tamamen uzaklastirilmasi zordur ¢iinkii oksijen her yerde
bulunmaktadir (Rudsari et al., 1981). Yaptigimiz bu caligmada, askorbik asit, benzoik
asit,l-sistein ve sodyum metabisiilfit inhibisyon g¢alismasinda kullanilmis ve lso degerleri
sirastyla Cizelge 4.2.°de gosterildigi gibi 0,0065 mM, 5,373 mM, 0,078 mM ve 0,390 mM

bulunmustur. Substrat olarak 4-metil katekol’den faydalanilmistir.
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Esmerlesmenin 6nlenmesi; PPO'nun inaktivasyonu, reaksiyon i¢in substratlardan
birinin (0,, polifenoller) ortadan kaldirilmasi ve ikincil reaksiyonlarda renkli iriinlerin
olusumunu engellemek i¢in enzim faaliyetinin reaksiyon iiriinleri iizerindeki inhibit6r

etkisinin sonucu olabilmektedir ( Augustin et al., 1985).

Yapilan inhibisyon ¢alismalarinda benzoik asit enginar’da (Cynara scolymus L.)
inhibe edici etki gostermezken 1-sistein ile yarismali ve askorbik asit ile yarismasiz tip
inhibisyon K;jve Iso degerleri I-sistein ve askorbik asit i¢in sirasiyla K; -1.1x10™ M, 8,6x10°
M ls; 1,25 x10™, 3,57 x10” M seklinde gozlemlenmistir (Dogan et al., 2005). Duttan
(Morus alba L.) yapilan ¢aligmadaysa 1-sistein yarigmali tip inhibisyon ve K;j’sinin 0,035 M
lso> Si ise 6,25 x10° M oldugu bildirildi (Arslan et al., 2004), tortum elmasindan (Malus
sylvestris.) yapilan ¢aligmada askorbik asit yarigmali tip inhibisyon ve K;’si 0,042+0,002
mM lsp’sinin 0,494 mM inhibitor etki gosterdigi (Karabulut, 2017), bir yabani yenilebilir
mantardan (Macrolepiota mastoidea) yapilan ¢alismalarda askorbik asit, sodyum
metabisiilfit ve benzoik asit i¢in Isp’ sis sirasiyla 0,04 mM, 0,47 mM ve 0,84 mM olarak
hesaplandigi ( Kolcuoglu et al., 2007), Trabzon hurmasindan (Diospyros kaki L.,
Ebenaceae), yapilan ¢alismalarda askorbik asit, sodyum metabisiilfit ve benzoik asit i¢in
sirastyla Kj; 0,01 mM, 0,04 mM, 2 mM Isp; 0,031 mM, 0,038 mM , 5 mM oldugu ( Ozen et
al., 2004), Igdir’in kirmiz1 kismis tiziimiinden (Vitis vinifera L.) yapilan ¢aligmalarda
askorbik asit ve benzoik asit in yarismali sodyum metabisiilfittin ise yarigmasiz tip
inhibisyon gosterdigi askorbik asit, Sodyum metabisiilfit ve benzoik asit igin sirasiyla K;
;0,0021 mM, 0,525 mM, 0,847 mM lsp; 0,0086 mM, 0,286 mM, 7,75 mM olduklar1 (Bagci,
2019), cay yapragindan (Camellia sinensis) yapilan bir ¢alismada Askorbik asittin yarismali
Sodyum metabisiilfittin ise yarismasiz tip inhibisyona sahip oldugu ve bunlarin K; ve Isg
degerleri sirasiyla Kj; 32,67 = 0,016 uM, 19,30 + 0,005 uM,ve Isp ; 69,31 uM, 21,65 uM
olduklar (Oztiirk et al., 2019) bildirilmistir.
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Cizelge 4.3. PBPPO’su iizerine inhibisyon etkisi arastirilan kimyasal maddelerin

Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri ve inhibisyon tipleri

Inhibitor I50 (MM) Ortalama K;Degerleri (mM)  Inhibisyon Tiirii
Askorbik Asit 0,00654 0,00167 + 0,00035 Yarigmali
Benzoik asit 5,37 0,82+ 0,29 Yarismal
Sodyum Metabisiilfit 0,39 0,04 £ 0,014 Yarigmal
L-sistein 0,078 0,014 +£0,002 Yarismal

4.3.1.9. PBPPO aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin etkilerinin belirlenmesine

Yonelik Yapilan Calismalar

Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.) saflastirilan PBPPO enzimi i¢in
boliim 3.2.8.9.°de anlatildig1 gibi aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin etkisi incelenmis
ve elde edilen veriler ¢izelgeye aktarilarak sonuglar verilmistir. K; sabiti ve inhibisyon
cesidini tespit etmek icin Lineweaver-Burk grafiklerinden faydalanildi. Bu grafikler ve
denklemler yardimiyla K; sabitleri ve inhibisyon tiirii hesaplandi (Lineweaver and Burk

1934).
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Sekil 4.20. PBPPO enzim aktivitesi iizerine NaCl etkisini gdsteren % aktivite(EU/ml)
grafigi
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Sekil 4.21. PBPPO enzim aktivitesi iizerine MgCl, etkisini gdsteren % aktivite(EU/ml)
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Sekil 4.22. PBPPO enzim aktivitesi iizerine KCI etkisini gdsteren % aktivite(EU/ml
g

grafigi
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Sekil 4.23. PBPPO enzim aktivitesi iizerine CuCl, etkisini gdsteren % aktivite(EU/ml)

grafigi
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Sekil 4.24. PBPPO enzim aktivitesi iizerine AICI3 etkisini gdsteren % aktivite(EU/ml)

grafigi
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Sekil 4.25. PBPPO enzim aktivitesi tizerine NaCI’nin inhibisyon tiirlinli gosteren grafik
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Sekil 4.26. PBPPO enzim aktivitesi iizerine MgCl,’iin inhibisyon tiirlinii gdsteren grafik
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Sekil 4.27. PBPPO enzim aktivitesi tizerine KCI’nin inhibisyon tiirlinii gdsteren grafik

Cizelge 4.4. PBPPO enzimi i¢in bulunan Isp degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tiirleri

Metal iyon Iso Ortalama K; Inhibisyon tiirii
Na* 23,10 mM 0,071+£0,15 mM Yarismasiz
Mg** 23,90 mM 21,18+£3,27 mM Yarigmasiz

K* 38,50 mM 45,56£14,30 mM  Yarismasiz
cu® Aktivasyon - -

AR Aktivasyon - -

Yapilan metal iyonlar1 ¢alismasinda, yenilebilir yabani bir mantarda (Macrolepiota
mastoidea) Cu®*’nin neredeyse PPO enzimini tamamen inhibe ettigi bunun yaninda AI**
ile K" nin da inhibisyona etki ettigi bildirilmistir (Kolcuoglu et al., 2007). Metal iyonlari,
Lewis asitleri gibi koordinasyon bilesiklerinde ve potansiyellerindeki farkli koordinasyon
sayillarina ve geometrilerine sahip olabileceginden metal iyonlar1 ligandlar olarak
proteinlere kars1 farkli davranabilir. Bu farkliliklar ayrica farkli bolgelere metal
baglanmasina neden olabilir ve bu nedenle enzim yapisini farkli sekillerde bozarlar. (Bock

et al., 1999; Di Tusa et al., 2001; Kolcuoglu et al., 2007).
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5. SONUC ve ONERILER

Tiiketicilerin taleplerini karsilamak amaciyla bir¢cok farkli iirlin degistirilmis
icerikleriyle piyasaya siiriilmektedir. Bu inovatif {riinler 0Ozellikle iceriklerindeki
fenolikleriyle, antosiyaninleriyle ve yliksek besleyici degerlerleriyle tiiketicileri cezp
etmektedir. Tiketicilerin gliniimiizdeki satin alma egilimlerini 6ncelikle {iriiniin
popiilaritesi ardindan rengi ve kokusu takip edilmektedir. i¢i dis1 kirmiz1 olan Posof Badele
elmasimnin (Malus domestica L.) yurt icindeki ekonomik Onemi heniiz yeteri kadar
bilinmemektedir. Fakat yurt disinda Posof Badele elmasina (Malus domestica L.) benzer
farkli elma cesitlerinin ekonomik ve besinsel degerlerinin 6nemi kavranmis olmali ki bu

elmalara yonelik farkl: lirtinler piyasaya sunulmustur.

Insanlarin beklentilerini karsilayabilmek igin iiretimi ve pazarlamasi yapilacak
tirtinlerin 6zelliklerinin bilinmesi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada
esmerlesmeden kaynaklanan iriiniin duyusal ve besinsel kalite 6zelliklerinde kayba yol
acan Posof Badele elmasindaki (Malus domestica L.) polifenol oksidaz enziminin

ozellikleri belirlenmistir.

Ardahan’in Posof ilgesinin kurtkale havzasindan temin edilen i¢i dis1 kirmizi olan
elmadan PBPPO enzimini saflastirmak igin, elmanin kabugu soyulup ve gekirdekleri
cikartildiktan sonra ham enzim 0ziitii ¢ozeltisiyle ekstrakte edilip sonra soguk asetonla
coktiiriliip afinite kromotografisiyle saflastirilmistir. Saflastirdigimiz enzimin saflik
derecesini kontrol etmek i¢cin SDS-PAGE yapilmis proteinin molekiiler agirligi 19,95 kDa
olarak tespit edilmistir. Saflastirilan enzimden once substratlarinin Vs Ve Ky’lerini tespit
etmek i¢in katekol ve 4-MK substratlarindan 5 farkli konsantrasyonda 6lgtimler yapildi.
Substratlarin Ve ve Kpy’leri kiyaslandiginda sirasi ile 500 nm’de 4-MK’nin 3,54
EU/mLdk, 8,53 mM katekoliin ise 5,86 EU/mLdk, 33,3 mM degerlerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu asamadan sonra 4-MK substrat olarak alinip yapilan c¢alismalarda
saflagtiritlan PPO’nun optimum pH’s1 5,5; optimum iyonik siddet Na-asetat tamponuyla 10
mM, stabil pH 55 ve optimum sicakligmin 10°C oldugu belirlenmistir. Bradford

metotlariyla protein tayinleri yapilmistir. Meyve suyu teknolojisinde en ¢ok kullanilan
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inhibitorlerin ve bitkilerde sik karsilasilan bazi metal iyonlariyla enzim aktivitesine olan
etkisi, inhibisyon tiirleri, Iso Ve K; degerleri her bir degisken icin ayr1 ayri incelenmistir.
APF* ve Cu* metal iyonlariin enzimi aktive ettikleri tespit edilmistir. Tiim sonuglar Cizelge

5.1.”de toplu bir bigimde gosterilmektedir.

Cizelge 5.1. PBPPO enzimi i¢in bulunan karakterizasyon sonuglari, Iso degerleri, K;

sabitleri ve inhibisyon tiirleri

- Molekiil agirlig 19,95 kDa
S Optimum sicaklik 10°C
< :;-, Optimum pH 5,5
'g g Optimum iyonik siddet 0,01 M
% g Stabil pH 55
E Stabil sicaklik 0-30°C arasi
Km(mM) Vmax(EU/mLdK)
Km-  4-Metil katekol 8,53 3,54
Vmax i atekol 33,3 5,86
Iso (mM) Ortalama K; (mM)  Inhibisyon tiirii
Askorbik asit 0,00654 0,00167 + 0,00035 Yarigmal
C Benzoik asit 5,37 0,82 +0,29 Yarigsmal
= L-sistein 0,39 0,04 + 0,014 Yarismali
2 Sodyum metabisiilfit 0,078 0,014 +0,002 Yarismali
2 Na* 23,10 0,071+0,15 Yarismasiz
=
S Mg** 23,90 21,18+3,27 Yarismasiz
'_E K* 38,50 45,56+14,30 Yarigsmasiz
= Cu?®* Aktivasyon - -
- AP Aktivasyon - -

Yaptigimiz bu ¢aligma sonucunda Posof Badele elmasindan (Malus domestica L.)
PBPPO enzimi saflastirilmis karakterize edilmis ve inhibitorii olabilecegi diisiintilen bazi
inhibitorler tarafindan inhibisyon ¢alismalart yapilmistir. Yapilan literatiir taramasi
neticesinde Posof Badele elmasi (Malus domestica L.) hakkinda daha fazla bilgi sahibi

olabilme adina bu ¢alisma yapilmis ancak bu elma tiiriiniin yurtdisinda benzer tiirleri goze
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alindiginda daha ¢ok bilimsel caligmalara ihtiyag duyuldugu goriilmektedir. HPLC veya
LC-MS teknigi gibi tekniklerle elmanin icerik analizi yapilmasi veya daha fazla
Ozelliklerinin tespit edilmesi adina antioksidan yontemler ile 6zelliklerinin belirlenmesi bu
elmanim daha iyi anlasilmasi i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle ticari degeri
goz Onlinde bulunduruldugunda Ardahan ilinin ekonomisine de katki yapabilme
potansiyeline sahip bu elma tiiriinlin hem iiretiminin arttirilmasi hem de tanmilirliginin

arttirilmasi son derece dnemli oldugu diisiiniilmektedir.

73



KAYNAKLAR

Abaci, Z.T., Sevindik, E., 2014. Ardahan Boélgesinde Yetistirilen Elma Cesitlerinin
Biyoaktif Bilesiklerinin ve Toplam Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi.

Yiiziincii Yul Universitesi Tarim Bilimleri Dergisi, 24(2), 175- 184.
Anonim (2013a). http://www.tuik.gov.tr/ (Erisim Tarihi: 15.07.2013).

Anonim (2013b). Ardahan Tarim il Miidiirliigii. http://www.ardahantarim.gov.tr/ (Erisim
Tarihi:16. 06. 2013).

Arslan, O., Erzengin, M., Sinan, S., Ozensoy, O., 2004. Purification of mulberry (Morus
alba L.) polyphenol oxidase by affinity chromatography and investigation of its

kinetic and electrophoretic properties. Food Chemistry, 88, 479-484.

ATSO, 2018. Ardahan Ticaret ve Sanayi Odasi.
http://www.ardahantso.org.tr/Odam%C4%B1zdanHaberler/tabid/3218/articleTy
pe/ArticleView/articleld/26459/ATSODAN-POSOF-BADELE-ELMASI-
COGRAFI-ISARETI-TANITIMI.aspx. Erisim Tarihi (20.12.2018).

Augustin, M. A., Ghazali, H. M., Hashim, H., 1985. Polyphenoloxidase from guava
(Psidium guajava L.). Journal of the Science of Food and Agriculture, 36(12),
1259-1265.

Aydin, B., Gulcin, 1., Alwasel, S. H., 2015. Purification and characterization of polyphenol
oxidase from Hemsin apple (Malus communis L.). International journal of food
properties, 18(12), 2735-2745.

Bagc1, O., 2019. Polifenol Oksidaz Enziminin Igdwr Kirnmizi Kismis Uziimiinden (vitis
vinifera L.) Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi, Karakterizasyonu ve
Inhibisyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Igdir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,

[gdir.103.

74


http://www.ardahantso.org.tr/Odam%C4%B1zdanHaberler/tabid/3218/articleType/ArticleView/articleId/26459/ATSODAN-POSOF-BADELE-ELMASI-COGRAFI-ISARETI-TANITIMI.aspx
http://www.ardahantso.org.tr/Odam%C4%B1zdanHaberler/tabid/3218/articleType/ArticleView/articleId/26459/ATSODAN-POSOF-BADELE-ELMASI-COGRAFI-ISARETI-TANITIMI.aspx
http://www.ardahantso.org.tr/Odam%C4%B1zdanHaberler/tabid/3218/articleType/ArticleView/articleId/26459/ATSODAN-POSOF-BADELE-ELMASI-COGRAFI-ISARETI-TANITIMI.aspx

Bayrak, S., Oztiirk, C., Demir, Y., Alim, Z., Kiifrevioglu, O. 1., 2019. Purification of
Polyphenol Oxidase from Potato and Investigation of the Inhibitory Effects of

Phenolic Acids on Enzyme Activity. Protein and peptide letters.

Benaceur, F., Chaibi, R., Berrabah, F., Neifar, A., Gouzi, H., Benaceur, K., Gargouri, A.,
2019a. Purification and characterization of latent polyphenol oxidase from Truffles

(Terfezia arenaria). International Journal of Biological Macromolecules.

Benaceur, F., Gouzi, H., Meddah, B., Neifar, A., Guergouri, A., 2019b. Purification and
characterization of catechol oxidase from Tadela (Phoenix dactylifera L.) date

fruit. International journal of biological macromolecules, 125, 1248-1256.

Bock, W.C., Katz, A.G., Markham, G.D., Glusker, J.P., 1999. Manganese as a replacement
for magnesium and zinc: functional comparasion of the divalent ions. Journal of
the American Chemistry Society, 121, 7360-7372.

Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantitie of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72, 248-250.

Bravo, K., Osorio, E., 2016. Characterization of polyphenol oxidase from Cape gooseberry
(Physalis peruviana L.) fruit. Food chemistry, 197, 185-190.

Buchter-Weisbrodt, H., 2003. Roter Apfelsaft ohne Fruchtbeimischung. Rot im Trend:
Sichtbar gesund, Fliiss, Obst, 70, 78-79.

Cerrahoglu, E. ve Arabaci, G., 2016. Eflatun c¢icekli ballibaba (lamium purpureum)
polifenol oksidaz enziminin karakterizasyonu ve inhibisyonu. Sakarya
UniversitesiFen Bilimleri Derisi. 20(2). 245-250.

Cheema, S., Sommerhalter, M., 2015. Characterization of polyphenol oxidase activity in
Ataulfo mango. Food chemistry, 171, 382-387.

Chun, O. K., Kim, D. O., Smith, N., Schroeder, D., Han, J. T., Lee, C. Y., 2005. Daily

consumption of phenolics and total antioxidant capacity from fruit and vegetables

75



in the American diet. Journal of the Science of Food and Agriculture, 85(10),
1715-1724.

Colak, A., Ozen, A., Dincer, B., Giiner, S. ve Ayaz, A. F., 2005. Diphenolases from two
cultivars of cherry laurel (Laurocerasus officinalis Roem.) fruits at early stage of
maturation, Food Chemistry, 90, 801-807.

Dedeoglu, N., 2009. Yenilebilir Mantar Tiirlerinden Polifenol Oksidaz Enziminin
Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Balikesir Universitesi,

Fen Bilimleri Enstitiisii, Balikesir,164.

Demir, O., 2006. Musmula (mespilus germanica L.) Meyvelerinin Olgunlasmasi
Sirasindaki  Polifenol Oksidazin Karakterizasyonu.Yiiksek Lisans Tezi,

Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon, 46.

Di Tusa, C.A., Chiristensen, T., Mc Call, K.A., Fierke, C.A., Toone, E. J., 2001.
Thermodynamics of metal ion binding: 1. Metal ion binding by wild-type carbonic
anhydrase. Biochemistry, 40, 5338-5344.

Dogan, M., Dogan, S., 2003. Determination of kinetic properties of polyphenol oxidase
from Thymus (Thymus longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii). Journal
food chemistry, 39,1-9.

Dogan, S., Turan, Y., Ertiirk, H., Arslan, O., 2005. Characterization and purification of
polyphenol oxidase from artichoke (Cynara scolymus L.). Journal of agricultural
and food chemistry, 53(3), 776-785.

Dziubiak, M., 2004. Collection of the genus Malus Mill. In the botanical garden of the
polish Academy of sciences in Warsaw. Journal of fruit and ornamental plant
research. 12: 121-128.

Eisenthal, R., Danson, M.J., 1992. Enzyme Assays. Oxford University Press, New York,
USA, 351.

76



Erat, M., Sakiroglu, H., Kufrevioglu, O. I., 2006. Purification and characterization of

polyphenol oxidase from Ferula sp. Food Chemistry, 95(3), 503-508.

Espin, J.C., Morales, M., Varon, R., Tudela, J., Garcia-Canovas, F., 1996. Continuous
spectrophotometric method for determining monophenolase and diphenolase

activities of pear polyphenoloxidase. Journal of food science, 61(6), 1177-1182.

Fenoll, L.G., Rodriguez-Lopez, J.N., Garcia-Sevilla, F., Garcia-Ruiz, P.A., Varon, R.,
Garcia-Canovas, F., Tudela, J., 2001. Analysis and interpretation of the action
mechanism of mushroom tyrosinase on monophenols and diphenols generating

highly unstable o-quinones. Biochimica et Biophysica Acta, 1548, 1-22.

Fenoll, L.G., Rodriguez-Lopez, J.N., Garcia-Sevilla, F., Tudela, J., Garcia-Ruiz, P.A.,
Varon, R., Garcia-Canovas, F., 2000. Oxidation by mushroom tyrosinase of
monophenols generating slightly unstable o-quinones. European Journal of
Biochemistry, 267, 5865-5878.

Ferrari, C.K.B., Percério, S., Silva, J.C.C.B., Torres, E.A.F.S., 2016. An apple plus a brazil
nut a day keeps the doctors away: antioxidant capacity of foods and their health

benefits. Current pharmaceutical design, 22(2), 189-195.

Février, H., Le Quéré, J. M., Le Bail, G., Guyot, S., 2017. Polyphenol profile, PPO activity
and pH variation in relation to colour changes in a series of red-fleshed apple
juices. LWT-Food Science and Technology, 85, 353-362.

Flurkey, W. H., 1986. Polyphenoloxidase in higher plants: immunological detection and
analysis of in vitro translation products. Plant physiology, 81(2), 614-618.

Gao, Z. J., Liu, J. B., Xiao, X. G. 2011. Purification and characterisation of polyphenol
oxidase from leaves of Cleome gynandra L. Food chemistry, 129(3), 1012-1018.

Gawlik-Dziki, U., Ztotek, U., Swieca, M. 2008. Characterization of polyphenol oxidase
from butter lettuce (Lactuca sativa var. capitata L.). Food Chemistry, 107(1),
129-135.

77



Guerrero-Beltran, J. A., Swanson, B. G., Barbosa-Canovas, G. V., 2005. Inhibition of
polyphenoloxidase in mango puree with 4-hexylresorcinol, cysteine and ascorbic
acid. Food Science and Technology, 38(6), 625-630.

Gul Guven, R., Guven, K., Matpan Bekler, F., Acer, O., Alkan, H., Dogru, M., 2017.
Purification and characterization of polyphenol oxidase from purslane. Food
Science and Technology, 37(3), 356-362.

Giiller, U., 2014. Mitokondrial Glutamat Dehidrogenaz Enziminin Koyun
Karacigerinden Saflastirilmasi, Karakterizasyonu ve Enzim Aktivitesi Uzerine
Bazi Metal lyonlarinin Etkilerinin Incelenmesi. Doktora Tezi, Atatiirk

Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum, 81.

Giingor, K., 2008. Cagla badem (prunus dulcis) bitkisinden polifenol oksidaz enziminin
saflastirilmas: ve karakterizasyonu. Yiksek Lisans Tezi, Sakarya Universitesi,

Fen Bilimleri Enstitiisii, Sakarya, 91.

Guo, L., Ma, Y., Shi, J., Xue, S., 2009. The purification and characterisation of polyphenol
oxidase from green bean (Phaseolus vulgaris L.). Food Chemistry, 117(1), 143-
151.

Han, Q. Y., Liu, F., Li, M., Wang, K. L., Ni, Y. Y., 2019. Comparison of biochemical
properties of membrane-bound and soluble polyphenol oxidase from Granny
Smith apple (Malus < domestica Borkh.). Food chemistry, 289, 657-663.

Harborne, J.B., 1964. Biochemistry of phenolic compounds. Academic Press, N.Y, 15-22.

Jaenicke, L., 1984. Protein Bestimmung. Einfiithrung in the Praxis des Biochemikers,
Koln, 27.

Karabulut, S., 2017. Tortum Elmasindan (Malus sylvestris.) Polifenol Oksidaz Enziminin
Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi, Karakterizasyonu ve Bazi
Kimyasallarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi. Yiksek Lisans

Tezi, Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum, 71.

78



Kargi, F., 2009. Generalized rate equation for single-substrate enzyme catalyzed reactions.
Biochemical and biophysical research communications, 382(1), 157-159.

Kolcuoglu, Y., 2012. Purification and comparative characterization of monophenolase and
diphenolase activities from a wild edible mushroom (Macrolepiota gracilenta).
Process Biochemistry, 47, 2449-2454.

Kolcuoglu, Y., Colak, A., Sesli, E., Yildirim, M. ve Saglam, N., 2007. Comparative
characterization of monophenolase and diphenolase activities from a wild edible

mushroom (Macrolepiota mastoidea), Food Chemistry, 101, 778-785.

Kolcuoglu, Y., Kuyumcu, 1., Colak, A., 2018. A catecholase from Laccaria laccata a wild
edible mushroom and its catalytic efficiency in organic media. Journal of food
biochemistry, 42(5), e12605.

Kuyumcu, 1., 2014. Yabani ve Yenilebilir Bir Mantar Olan lactarius eucalypti 0. K. Mill
& r. N. Hilton’ dan Polifenol Oksidazin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu.

Yiiksek Lisans Tezi, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,

Trabzon, 72.

Laemelli, D. K., 1970. Cleavege of structural ptoteins during in assembly of thehead of
bacteriophage T4, Nature, 227-680.

Lineweaver, H., Burk, D., 1934. The determination of enzyme dissociation constant.

Journal of American Chemical Society.56, 658-661.

Liu, N. N., Liu, W., Wang, D. J., Zhou, Y. B., Lin, X. J., Wang, X., Li, S. B., 2013.
Purification and partial characterization of polyphenol oxidase from the flower
buds of Lonicera japonica Thunb. Food chemistry, 138(1), 478-483.

Loey, A.V., Indrawati, Smout, C., Hendrickx, M., 2002. Inactivation of enzymes: From
experimental design to kinetic modeling. In Handbook of food enzymology, CRC
Press, 64-73.

79



Loomis, W. D., 1968. Removal of phenolic compounds during the isolation of plant

enzymes. Methods Enzymology, 13, 555.

Marshall, M. R., Kim, J., Wei, C. I. 2000. Enzymatic browning in fruits, vegetables and
seafoods. FAO, Rome, 49.

Mayer, A.M., Harel, E., 1979. Polyphenol Oxidases in Plants. Phytochemistry, 18, 193-
214,

Millioglu, O., 2019. Arap Kizt yerel elma (Malus domestica) cesidinde polifenol oksidaz
enziminin saflastrimasi, karakterizasyonu, bazi killerle immobilizasyonu ve
inhibisyon etkilerinin incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Isparta Uygulamali

Bilimler Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Isparta, 94.

Muchuweti, M., Mupure, C. H., Ndhlala, A. R. ve Kastyamhuru, A., 2006. Characterization
of Polyphenoloxidase from Uapaca kirkiana Fruit. Journal of the Science of
Food and Agriculture, 86, 328-332.

Nocker, S.V., Berry, G., Najdowski, J., Michelutti, R., Luffman, M., Forsline, P., Ordidge,
M. 2012. Genetic diversity of red-fleshed apples (Malus). Euphytica, 185(2), 281-
293.

Oktay, M., Kiifrevioglu, 1., Kocagaliskan, 1., Sakiroglu, H., 1995. Polyphenoloxidase from
Amasya apple. Journal of Food Science, 60(3), 494-496.

Onez, Z., 2006. Uziimden (vitis vinifera L.) Izole Edilen Polifenol Oksidaz Enziminin
Ozelliklerinin Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi, Fen

Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 87.

Oz, F., 2010. Lactarius Piperatus Mantarindan Polifenol Oksidaz Enziminin
Saflastirilmasi, Karakterizasyonu ve Sentetik Kimyada Katalitik Etkinliginin
Incelenmesi.Yiiksek Lisans Tezi, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisii, Trabzon, 54.

80



Ozen, A., Colak, A., Dincer, B., Giiner, S., 2004. A diphenolase from persimmon fruits
(Diospyros kaki L., Ebenaceae). Food Chemistry, 85(3), 431-437.

Ozoglu, H., Baymdirli, A., 2002. Inhibition of enzymic browning in cloudy apple juice
with selected antibrowning agents. Food Control, 13(4-5), 213-221.

Oztiirk, C., Aksoy, M., Kiifrevioglu, O. 1., 2019. Purification of tea leaf (Camellia sinensis)
polyphenol oxidase by using affinity chromatography and investigation of its
kinetic properties. Journal of Food Measurement and Characterization, 1-8.

Pekyardimci, S., 1992. Polifenol oksidaz enzimi ve esmerlesme reaksiyonlarinin gida

endiistrisinde uygulamalari, Gida, 17, 181.

Peng, X., Du, C., Yu, H., Zhao, X., Zhang, X., Wang, X., 2019. Purification and
characterization of polyphenol oxidase (PPO) from water yam (Dioscorea
alata). CyTA-Journal of Food, 17(1), 676-684.

Pruidze, G. N., Mchedlishvili, N. I., Omiadze, N. T., Gulua, L. K., Pruidze, N. G., 2003.
Multiple forms of phenol oxidase from Kolkhida tea leaves (Camelia Sinensis L.)
and Mycelia Sterilia IBR 35219/2 and their role in tea production. Food research
international, 36(6), 587-595.

Ramirez, E. C., Whitaker, J. R., Virador, V. M., 2003. Polyphenol oxidase. Food Science
and Technology, New York, Marcel Dekker, 509-524.

Rapeanu, G., Van Loey, A., Smout, C., Hendrickx, M., 2005. Thermal and high-pressure
inactivation kinetics of polyphenol oxidase in Victoria grape must. Journal of
agricultural and food chemistry, 53(8), 2988-2994.

Rocha, A. M. C. N., Morais, A. M., 2001. Characterization of polyphenoloxidase (PPO)
extracted from ‘Jonagored’apple. Food Control, 12(2), 85-90.

Roudsari, M. H., Signoret, A., Crouzet, J., 1981. Eggplant polyphenol oxidase: Purification,
characterisation and properties. Food Chemistry, 7(3), 227-235.

81



Ruiz, M. J. F., 2019. “All cats are gray in the dark” Parity between genetic and non-
genetic factors in development. Doctoral dissertation in Philosophy, Universidad

de Buenos Aires, Facultad de Filosofia y Letras, Buenos Aires, 194.

Sadik, C. D., Sies, H., Schewe, T. 2003. Inhibition of 15-lipoxygenases by flavonoids:
structure—activity relations and mode of action. Biochemical pharmacology,
65(5), 773-781.

Sadilova, E., Stintzing, F. C., Carle, R., 2012. Chemical quality parameters and
anthocyanin pattern of red-fleshed Weirouge apples. Journal of applied botany
and food quality, 80(1), 82-87.

Sapers, G. M., Miller, R. L., Miller, F. C., Cooke, P. H., Choi, S. W., 1994. Enzymatic
browning control in minimally processed mushrooms. Journal of Food Science,
59(5), 1042-1047.

Tao, Y. M., Yao, L. Y., Qin, Q. Y., Shen, W., 2013. Purification and characterization of
polyphenol oxidase from jackfruit (Artocarpus heterophyllus) bulbs. Journal of
agricultural and food chemistry, 61(51), 12662-12669.

Teng, J., Gong, Z., Deng, Y., Chen, L., Li, Q., Shao, Y., Xiao, W., 2017. Purification,
characterization and enzymatic synthesis of theaflavins of polyphenol oxidase
isozymes from tea leaf (Camellia sinensis). LWT- Food Science and Technology,
84, 263-270.

Topal, S. 1985. Enzimler, Mikrobiyolojik Yolla Enzim Uretimi ve Bu Teknolojide
Rennin’nin Yeri. GIDA, 10(1).

Tozak, K.O., 2013. Nevsehir Patatesinden (solanum tuberosum L.) Polifenol Oksidaz
Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilarak Kinetik ve Elektroforetik
Ozelliklerinin Incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Aksaray Universitesi, Fen

Bilimleri Enstitiisii, Aksaray, 72.

82



Unal, M. U., Yabaci, S. N, Sener, A. 2011. Extraction, partial purification and
characterisation of polyphenol oxidase from tea leaf (Camellia sinensis). GIDA,
36(3).

Vamos-Vigyazo, L., 1981. Polyphenol oxidase and peroxidase in fruits and Vegetables.

Critical Rewievs in Food Science and Nutrition, 14; 49-129.

Véamos-Vigyazo, L.,1995. Prevention of enzymatic browning in fruits and vegetables: a
review of principles and practice. American Chemical Society, Washington, DC,
49-62.

Waliszewski, K. N., Marquez, O., Pardio, V. T., 2009. Quantification and characterisation
of polyphenol oxidase from vanilla bean. Food Chemistry, 117(2), 196-203.

Walker, J. R. 1995. Enzymatic browning in fruits: its biochemistry and control. American
Chemical Society. Washington, DC, 8-22.

Whitaker, J. R. 2002b. Enzyme-catalyzed reactions: experimental factors that affect rates.
In Handbook of Food Enzymology, CRC Press, 46-63.

Whitaker, J. R., 2002a. What Enzymes Do and Why They Are Highly Specific and
Efficient Catalysts. In Handbook of Food Enzymology, CRC Press, 36-45.

Whitaker, J.R., 1972. Polyphenol oxidase. Principles of Enzymology for the Food
Sciences, O.R. Fennema. Marcel Dekker, New York, 571-582.

Whitaker, J.R., Lee, J.Y., 1995. Recent Advances in Chemistry of Enzymatic Browning.
American Chemical Society, Washington, DC, 2-7.

Yabanci, S.N., 2008. Cay Bitkisi Polifenol Oksidaz Enziminin Saflastirilmasi ve Bazi
Ozelliklerinin Belirlenmesi.Yiiksek Lisans Tezi, Cukurova Universitesi, Fen

Bilimleri Enstitiisii, Adana, 35.

83



Yerlitiirk, F. U., Arslan, O., Sinan, S., Gencer, N., Ozensoy, G. O., 2008. Characterization
of polyphenoloxidase from wild pear (Pyrus elaegrifolia). Journal of Food
Biochemistry, 32(3), 368-383.

Yoruk, R., Marshall, M. R., 2003. Physicochemical properties and function of plant
polyphenol oxidase: a review 1. Journal of food biochemistry, 27(5), 361-422.

Zemel, G. P., Sims, C. A., Marshall, M. R., Balaban, M., 1990. Low pH inactivation of
polyphenoloxidase in apple juice. Journal of food science, 55(2), 562-563.

Ziyan, E., 1998. Polifenol Oksidaz Enziminin Ankara Armudu (pyrus communis)’ ndan
Polifenol Oksidaz Enziminen Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu. Yiksek

Lisans Tezi, Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara,85.

84



OZGECMIS

17.12.1990 tarihinde Igdir’in merkeze bagh tacirli kdyiinde dogdu. 8. Smifa kadar olan
egitimini tacirli orta 6gretim okullunda, 80. Y1l cumhuriyet Anadolu lisesinde lise egitimini
tamamladi. 2008’de basladigi Canakkale 18 Mart {iniversitesi miihendislik mimarlik
fakiiltesi gida miihendisligi boliimiindeki yiiksekdgrenimini 2012 yilinda tamamladi. 2015

yilinda master egitimine Igdir tiniversitesi fen bilimleri enstitiisiinde basladi.

85



