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Al¢ (crataegus monogyna) meyvesinden polifenol oksidaz enziminin kismi
saflagtirilmasi ve karakterizasyonu

Ayse Tiirkhan™', Elif Duygu Kaya?, Ibrahim Y1lmaz?

oz

Bu c¢alismada, Ali¢ (crataegus monogyna) meyvesinden polifenol oksidaz (PFO) enzimi, soguk aseton
coktiirmesi metodu kullanilarak kismi olarak saflagtirilmis ve karakterize edilmistir. Enzimin optimum pH
ve optimum sicaklik degerleri sirasiyla 5,0 ve 30°C olarak belirlenmistir. Katekol substrati igcin Lineweaver-
Burk egrisi ile maksimum reaksiyon hizi (Vmaks) ve Michaelis—Menten sabiti (Km) degerleri sirasi ile 5507
U/mL.dak ve 12,72 mM olarak hesaplanmistir. Inhibisyon calismalari polifenol oksidazin yaygin
inhibitorleri olan askorbik asit, sodyum metabisiilfit ve benzoik asit ile yapilmis ve ICso degerleri sirasiyla
0,012 mM, 0,099 mM, 2,21 mM olarak tespit edilmistir. Farkli fenolik substratlarla yapilan substrat

spesifikligi c¢alismasinda enzimin katekol substratina duyarliliginin 4-metil katekol ve L-tirosin
substratlarina gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: crataegus monogyna, polifenol oksidaz, soguk aseton ¢oktiirmesi, karakterizasyon,
inhibisyon

The partial purification and characterization of polyphenol oxidase from hawthorn
(crataegus monogyna)

ABSTRACT

n this study, polyphenol oxidase from crataegus monogyna fruit was partially purified using cold aceton
precipitation and characterized. The optimum pH and optimum temperature of the enzyme were found to
be 5,0 and 30 °C, respectively, in the presence of catechol as a substrate. The maximum reaction rate (Vmax)
and the Michaelis-Menten constant (Km) values for the catechol substrate were calculated to be 12,72 mM
and 5507 U/mL.dak, respectively, using the Lineweaver-Burk plot. mhibition studies were performed for
ascorbic acid, sodium metabisulphite and benzoic acid, which are common inhibitors of the enzyme, and
the ICso values for each inhibitor were determined to be 0,012 mM, 0,099 mM, 2,21 mM, respectively. The
PPO were tested on different phenolic substrates, including 4-methylcatechol, catechol, L-tyrosine. The
highest activity was observed in the presence of catechol for enzyme.

Keywords: crataegus monogyna, polyphenol oxidase, cold acetone precipitation, characterization,
inhibition
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Tirkhan ve dig. / Ali¢ (crataegus monogyna) meyvesinden polifenol oksidaz enziminin kismi saflastiriimasi
ve karakterizasyonu

1. GIRIS (INTRODUCTION)

Polifenol  oksidaz  (PFO), E.C.(1.14.18.1),
oksidorediiktaz smifina ait bakir iceren bir
metaloenzim olup hayvanlar, bitkiler, bakteriler ve
mantarlara kadar c¢ok genis bir yelpazede
bulunurlar [1,2]. Polifenol oksidaz enzimi,
molekiiler oksijen ile hidroksilasyon reaksiyonu

olarak adlandirilan; monofenollerin
hidroksilasyonuyla o-dihidroksifenollere
yiikseltgenme  (monofenolaz  aktivitesi) ve

oksidasyon reaksiyonu olarak adlandirilan o-
dihidroksifenollerin, o-kinonlara yiikseltgenmesi
(difenolaz aktivitesi) olmak iizere iki tiir
reaksiyonu katalizler. Reaksiyon sonucunda
olusan o-kinon bilesikleri reaktif ara
tiriinlerdir ve daha sonra hizli bir sekilde enzimatik
olmayan oksidasyon reaksiyonlari ile kahverengi-
siyah  renkteki polimer yapida melanin
pigmentlerine doniistirler [3,4].

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 sebze, meyve
ve tahillarda dogal olarak bulunan genellikle
polifenol oksidaz enziminin neden oldugu bir
oksidasyon reaksiyonudur. Normal sartlarda
enzim hiicre igerisinde oksijenle temas halinde
bulunmaz. Ancak, meyve veya sebze kesildigi ya
da zedelendiginde enzim hiicre disina ¢ikar ve
molekiiler oksijen varliginda baz1 fenolik
bilesiklerle reaksiyona girerek renkli bilesikleri
olusturur [5,6]. Enzimatik esmerlesme
reaksiyonlart gidalarin renk, lezzet ve besin
kalitesini azaltarak gidanin ekonomik degerini
distirmektedir.

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinin  yan
etkilerini  ortadan  kaldirmak ve istenen
esmerlesmeleri optimize edebilmek ic¢in en etkili
yontem, bu reaksiyonlar1 katalizleyen polifenol
oksidaz enziminin karakterize edilmesidir. Bu
nedenle, enzim  aktivitesine etki eden
parametrelerin iyi bilinmesi gerekir. Bu durum
gida endiistrisinde, meyve ve sebzelerin islenmesi
sirasinda uygulanan prosesleri en aza indiren
uygun teknolojilerle, kisi basmma  diisen
tilkketimdeki artis, bir¢ok iilke i¢in ekonomik
faydalar saglayacaktir [7].

Alic (crataegus monogyna) ilkemizde bol
miktarda yabani olarak yetisen halk arasinda
yemigsen adiyla da bilinen, meyveleri yliksek
flavonoid icerigi ile antioksidan 6zelik gosteren bir
bitkidir. Giliniimiizde alic meyveleri Cin ve
Ingiltere’de sekerleme, recel, jole, icecekler gibi
pek ¢ok gida maddesinin hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilirken; iilkemizde fazla miktarda
bulunmasina ragmen gida sanayinde kullanimi
yetersizdir. Ali¢ meyvelerinin igeriginde bulunan

flavonoidlerin kalbin oksijen kullanimin arttirarak
metabolizma enzimlerine yardim ettigi, damarlari
genigleterek kan basmcint diistirdiigli, iltihap
giderici,  antikanserojen ve  antibakteriyel
ozellikleri oldugu, C vitamini i¢erdigi ve mineral
icerigini yiksek oldugu bilinmektedir [8,9,10].
Alig meyvelerinin fenolik bilesikler agisindan
zengin olmasi ve insan beslenmesindeki degeri
ayrica gida endiistrisinde recel, marmelat, sirke ve
pekmez yapimi gibi farkli alanlarda kullaniminin
arttirilmas1 ve fonksyonel gida {iriinii olarak
kullanilabilirligi sebebiyle ¢alismamizda alig
bitkisi secilmistir.

Alig (crataegus monogyna) meyvelerinden soguk
aseton  ¢Oktiirmesiyle kismen  saflastirilan
polifenol oksidaz enziminin (PFO) substrat
spesifikligi, optimum pH, optimum sicaklik,
kinetik parametreleri ve inhibitorlerin etkisi gibi
biyokimyasal 6zellikleri arastirilmistir.

2. MATERYAL VE METOD (MATERIAL
AND METHOD)
2.1. Materyal (Material)

Polifenol oksidaz enzim kaynagi olarak Alig
(crataegus monogyna) meyvesi kullanilmistir.
Caligmalarda kullanilan kimyasallar sigma ve
merck firmalarindan teminedilmistir. Aktivite
Ol¢timlerinde UV-VIS Spektrofotometre cihazi
(Agilent cary 60) kullanilmistir.

2.2. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi
(Preparation of Crude Enzyme Extract)

Mevsiminde toplanan Ali¢ (crataegus monogyna)
kullanilincaya kadar -20°C’de derin dondurucuda
bekletilmistir.  Dondurulmug olan  aliglarin
kabuklar1 ve ¢ekirdekleri ¢ikarilmis ve bir havanda
iyice ezilerek pargalanmistir. Ardindan %1 PEG
iceren 50 mM pH 7,0 fosfat tamponundan 1:2
oraninda ilave edilerek karigtirilmistir [11]. Dort
katli tiilbentten siiziilen ham enzim 06ziitl, 4°C’de
10,000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatan ham enzim
0ziitli olarak kullanilmistir.

2.3. Kismi Saflastirma (Partial Purification)

Elde edilen siipernatanta, hacmi (1:1) kadar soguk
aseton, buz banyosunda, yavas yavas ilave
edilmistir. Bir gece 4°C’de bekletilen ham enzim
Oziitii, 4°C’de 10,000 rpm’de 30 dakika santrifiij
edilmistir. Silipernatan kismi atilip, elde edilen
cokelekler ¢ozlinebildigi en az hacimde 50 mM pH
7,0 fosfat tamponuyla ¢oziilmiistiir [2].
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2.4. Protein Tayini (Protein Determination)

Protein  tayini Lowry  metoduna  gore
gerceklestirilmistir [12]. Protein Standardi olarak
s1gir serum alblimin (BSA) kullanilmistir. 650
nm’de absorbanslar okunmus ve kalibrasyon
grafigi  c¢izilerek  protein  konsantrasyonu
hesaplanmustir.

2.5. Polifenol Oksidaz Enziminin Aktivite
Tayini (Activity Determination of Polyphenol
Oxidase Enzyme )

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Enzim
aktivitesi 4-metil katekol i¢in 496 nm’de, katekol
ve L-tirosin i¢in 500 nm absorbanstaki artigin
Olciilmesiyle  belirlenmistir [13]. Reaksiyon
karisimi, 100 mM substrat ¢ozeltisi ile esit
hacimde 10 mM MBTH ¢ozeltisi ve 20 ul DMF
iceren reaksiyon karigimi tampon ¢ozelti ile
950 pl’ye tamamlandiktan sonra karigima 50 pl
enzim  Oziitii  ilave  edilerek  reaksiyon
baslatilmistir. Enzim ¢06zeltisinin konulmadigi
reaksiyon da kor olarak kullanmilmustir. 1 dakika
boyunca belirtilen dalga boyunda absorbansdaki
artis izlenmis ve aktivite hesab1 yapilmistir.

Bir tinite PFO aktivitesi; 1 ml reaksiyon
karisiminda  bir dakikadaki 0,001 absorbans
artisina neden olan enzim miktar1 olarak, PFO’nun
spesifik aktivitesi ise; 1 mg protein basina aktivite
(linite) olarak tanimlanmustir [14].

2.6. Substrat Spesifikliginin Belirlenmesi
(Determination of Substrate Specificity)

Aseton c¢oktiirmesi sonrasi polifenol oksidaz
aktivitesi tlizerine c¢esitli substratlarin etkisini
incelemek amaci ile 4-metil katekol, katekol, ve L-
tirosin substratlart (100 mM stok) kullanilarak
aktivite tayinleri gergeklestirilmistir. Enzimin en
iyi etkilestigi substrata ait aktivite degeri %100
kabul edilmistir. Sonuglar %bagil aktivite olarak
hesaplanmistir. Boylece enzimin en etkin ¢aligtig1
substrat belirlenmistir [2].

2.7. pH Etkisi (Effect of pH)

PFO aktivitesi lizerine pH’nin etkisini incelemek
amaciyla sitrat-fosfat tamponu (pH 2,0-7,0) ve
Tris-HCl (pH 8,0-9,0) tampon sistemleri ve
substrat olarak katekol kullanilarak aktivite
tayinleri yapilmistir [15]. %Bagil aktivite-pH
grafigi c¢izilmistir. BOylece enzimin en etkin
calistig1 pH degeri belirlenmistir.

2.8. Sicaklik Etkisi (Effect of Temparature)

PFO’nun optumim sicakliginin belirlenmesi igin,
0-80°C sicaklik araliginda 10°C’lik artiglarla
aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. Tampon ve
substrat ¢ozeltisinden olusan karisim, 0-10°C
araliginda  sogutmali  inkiibatérde, 20-80°C
araliginda ise Thermoblok’ta 5 dakika inkiibe
edilmistir. Reaksiyon karisimina MBTH, DMF ve
saf enzim c¢ozeltisi ilave edildikten sonra PFO
aktivitesi, miimkiin oldugunca hizli bir sekilde
Olclilmiistiir [16]. %Bagil aktivite-sicaklik grafigi
cizilerek optimum sicaklik belirlenmistir.

2.9. Enzim Kinetigi (Enzyme Kinetics)

PFO aktivitesi lizerine substrat
konsantrasyonunun etkisini incelemek tizere, nihai
konsantrasyonu 0,5-8,0 mM araliginda degisen
katekol ¢ozeltisi, uygun konsantrasyonda PFO ve
aktivite tayininde kullanilan diger ¢ozeltiler
kullanilarak optimum pH’da reaksiyon karisimi
hazirlanmigtir. Optimum sartlar altinda enzim
aktivitesi tayin edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore hiz degerleri hesaplanmis ve Lineweaver-
Burk grafigi cizilerek Km ve Vmas degerleri
belirlenmistir [17].

2.10. Inhibitor Etkisi (Effect of Inhibitors)

PFO aktivitesi lizerine inhibitor etkisi, PPO’nun
bilinen inhibitorlerinden askorbik asit (0,004-0,02
mM), sodyum metabisiilfit (0,03-0,15 mM) ve
benzoik asit (1,5-2,8 mM) substrat olarak da
katekol kullanilarak belirlenmistir. Optimum
sartlarda, katekollin inhibisyon sonrasinda kalan
yiizde aktivitesine karsilik, inhibitor
konsantrasyonundan ¢izilen grafikten, %50
aktivitenin korundugu degere karsilik gelen
inhibitdr konsantrasyonu, [Cso degeri olarak
belirlenmistir [15].

3. SONUCLAR VE TARTISMA (RESULTS
AND DISCUSSON)

3.1. Kismi Saflastirma ( Partial Purification)

Calismamizda kullandigimiz crataegus monogyna
hazirlanan ham enzim 6ziit ve aseton ¢oktiirmesi
sonras1 kismi  olarak saflastirllan  enzim
oziitlerinde 500 nm’de spektrofotometrik olarak
enzim aktivite tayinleri ve Lowry yontemiyle
protein  tayinleri  yapilmistir. Bu tayinler
sonucunda polifenol oksidaz enzimi 139,5 verimle
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3,58 kat kismi olarak saflagtirltirildigi tespit
edilmistir (Tablo 1). Aseton ¢oktiirmesi sonrasi
polifenol oksidaz lactarius eucalypti’dan 3,01 kat
[18] ve macrolepiota gracilenta’dan 5,7 kat kismi
olarak saflagtirllmistir [2].

Tablo 1. Ali¢’tan (crataegus monogyna) PFO’nun
kismi saflastirma profili (Partial purification profile
of PPO from hawthorn (crataegus monogyna))

Subst Ha Aktiv Top Prot Top Spe %  Saflas
rat ci  ite lam ein lam sifi Ve tirma

Basa m (Um Akt (mg/ Pro k ri Katsa

magi (m L.dak ivit mL) tein Akt m yis1

L) ) e (mg ivit
u/ ) e
mL. v/
dak mg
) Pro
tein
)
Ham 430 108 396, 10
Omit 0 80 o0 2T 5 31 o !
Sogu
k
Aseto
600 42 142 13
n 25 2400 1,69 ’ 3,58
Cokt 00 25 0,1 9,5

iirme
si

3.2. Protein Tayini (Protein Determination)

Calismamizda kullandigimiz crataegus monogyna
hazirlanan ham enzim Oziitinde ve aseton
¢Oktlirmesi sonrast kismi saflastirilmis enzim
Oziitinde protein tayini Lowry metodu ile
belirlenmistir (Sekil 1).

0,5 1

y =0,0044x

L 0.4 | RE=09785 A
g
S
§0,3 .
2 0,2 - *

0,1 -

O T T 1
0 50 100 150
son BSA kon.(ug/ml)

Sekil 1. Protein standart grafigi (Protein standard
chart)

3.3. Substart Spesifikligi (Determination of
Substrate Specificity)

PFO enziminin aktivitesi 1iizerine ¢esitli
substratlarin etkisi incelendiginde; aktivitenin
katekol varliginda en yiiksek oldugu, 4-metil
katekol varliginda ise katekole gore daha diistik bir
aktivitenin  oldugu tespit edilmistir. Diger

substratin varliginda ise PFO aktivitesi tespit
edilememistir  (Tablo 2). Bu  sonuglar
dogrultusunda gerceklestirilen karakterizasyon
calismalarinda katekol substrat olarak
kullanilmistir. Benzer substrat spesifikligi, L.
piperatus’tan saflastirllan PFO i¢in kullanilan
tirosin, PHPPA, katekol, 4-metil katekol, L-DOPA
ve DHPPA substratlarinda ¢alisilmis, enzim en
yiiksek aktiviteyi katekol varliginda gostermistir
[19].

Tablo 2. Kismi olarak saflastirilan PFO’nun

substrat spesifikligi (Substrate Specificity of partial
purified PPO)

Substrat Adi %Bagil Aktivite
Katekol 100

4-Metil Katekol 60

L-Trosin Aktivite Yok

3.4. pH Etkisi (Effect of pH)

PFO aktivitesi lizerine pH etkisini belirlemek
amaciyla pH (2,0-9,0) arasinda fakli tamponlarin
kullanilmastyla ayr1 ayr1 aktivite tayinleri yapilmisg
ve %bagil aktivite-pH grafigi ¢izilmistir.
PFO’nun, katekol substarati varliginda, pH 5,0
degerinde en yiiksek aktivite  gosterdigi
belirlenmigtir ~ (Sekil ~ 2).  Gergeklestirilen
karakterizasyon islemlerinde pH 5,0 olan sitrat-
fosfat tamponu kullanilmistir. Bazi literatiir
caligmalarinda farkli kaynaklardan elde edilen
PFO’nun katekol substrati varliginda, patates
(solanum tuberosum)’in optimum pH 6,0 [20],
physalis peruviana L.’nin optimum pH 5,5 [21],
bugday (triticum aestivum L.)’1n optimum pH 4,5
[22], amasya elmasinin optimum pH 7,0 [23],
marul (lactuca sativa L.)’un optimum pH 8,0 [24]
olarak bulunmustur.

120 -

—

[

(=]
L

%Bagil aktivite

[\ e W o]
S O o oo
|

0 5 10
pH

Sekil 2. Ali¢ (crataegus monogyna) PFO'nun
aktivitesi lizerine pH’nin etkisi (Effect of pH on
activity of hawthorn (crataegus monogyna) PPO)
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3.5. Sicaklik Etkisi (Effect of Temparature)

PFO’nun optimum sicaklik degerini belirlemek
icin 0-80°C araliginda 10’ar derece araliklarla
aktivite tayinleri yapilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, sicaklik-%bagil aktivite grafigine ¢izilmistir
(Sekil 3). Bu grafige gore enzimin Kkatekol
substrat1 varlifinda optimum sicakligi 30°C olarak
belirlenmistir  (Sekil ~ 3). Baz1 literatiir
calismalarinda farkli kaynaklardan elde edilen
PFO’nun katekol substrati varliginda optimum
sicaklik degerleri, dereotu (anethum
graveolens)’nun 10°C [25], marul (lactuca sativa
L.)’un 40°C [24], armut (pyrus elaegrifolia) 35°C
[26], lactarius piperatus L.’un 20°C [19] olarak
bulunmustur.

120
100
80
60
40
20
0 | | . . .
0 20 40 60 80 100

Sicaklik (° C)

% Bagil aktivite

Sekil 3. Alig (crataegus monogyna) PFO'nun
aktivitesi lzerine sicakhigin etkisi (Effect of
temperature on activity of hawthorn (crataegus
monogyna) PPO)

3.6. Enzim Kinetigi (Enzyme Kinetics)

PFQO’ya ait bazi kinetik verileri belirlemek igin,
son konsantrasyonu 0,5-8,0 mM olan katekol
substrat1 varliginda gerceklestirilen
reaksiyonlarda, enzim aktivitesi tayin edilmistir.
Kinetik verilerin belirlenmesi i¢in Lineweaver-
Burk grafigi ¢izilmistir. Enzimin katekol substrati
varliginda Vmaks ve Km degerleri sirast ile 5507
U/mL.dak ve 12,72 mM olarak olarak
belirlenmistir (Sekil 4). Enginar (cynara scolymus
L.) PFO’sunun Vimaks ve Km degerleri sirasi ile 7457
EU/min, 10,7 mM [27], S. melongena var.
depressum PFO’sunun Vmaks ve Km degerleri sirasi
ile 526,32 EU/ml ve 10,79 mM [28] bulunmustur.

60 1
50 4 y=23,097x + 18158
— 40 ] R?=0,9599
S 30 -
S 20 1
— 10 A
-0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
1/S [mM]

Sekil 4. Katekol varliginda polifenol oksidaz
aktivitesi  i¢in  Lineaweaver-Burk  grafigi
(Lineweaver-Burk graph for polyphenol oxidase
activity in the presence of catechol)

3.7. Inhibitér Etkisi (Effect of Inhibitors)

Bu calismada PFO’nun bilinen ii¢ genel inhibitori
kullanilmistir. Her bir inhibitoriin
konsantrasyonuna karsilik  enzimin = %kalan
aktivitesi grafige gecirilerek elde edilen egriden,
enzimin %350 aktivitesinin korundugu degere
karsilik gelen inhibitdr konsantrasyonu /Cso degeri
olarak belirlenmistir (Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7).
Bulunan ICso degerleri Tablo 3’te verilmistir.
Buna gore askorbik asit, sodyum metabisiilfit ve
benzoik asit icinde en etkili intibitériin askorbik
asit oldugu tespit edilmistir. Lactarius piperatus
(L.) PFO’sunun katekol substirati varliginda
askorbik asit, sodyum metabisiilfit ve benzoik asit
icin /Cso degerleri sirasiyla, 0,02 mM, 0,03 mM ve
5,20 mM olarak bulunmus ve ¢alisilan inhibitorler
icinde en etkili inhibitoriin askorbik asit oldugu
belirlenmistir [19].

120
100
80
60
40
20

0 T T L L T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
Askorbik asit

y = 100e3%13x
R2=10,9813

% Aktivite

Sekil 5. Ali¢ (crataegus monogyna) PFO'nun
askorbik asit ile inhibisyonu ([nhibition of PPO from
hawthorn (crataegus monogyna) by ascorbic acid)

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 22 (3), 1048-1054, 2018 1052



Tirkhan ve dig. / Ali¢ (crataegus monogyna) meyvesinden polifenol oksidaz enziminin kismi saflastiriimasi
ve karakterizasyonu

120

100 y= 1006_6’967X
Rz=10,981

© 80 1
g 60 -
o\c 40 7
20 -

0 T T T 1

0 0,05 0,1 0,15 0.2

Sodyum metabisiilfit [mM]

Sekil 6. Alig (crataegus monogyna) PFO'nun
sodyum metabisiilfit ile inhibisyonu ([nhibition of
PPO from hawthorn (crataegus monogyna) by sodium
metabisulfite)

120 y= 1006—0,313)(
100 R>=0,982
80
60
40
20
0 - T T )

0 1 2 3

Benzoik asit [mM]

% Aktivite

Sekil 7. Ali¢ (crataegus monogyna) PFO'nun
benzoik asit ile inhibisyonu ((nhibition of PPO from
hawthorn (crataegus monogyna) by benzoic acid)

Tablo 3. Ali¢ (crataegus monogyna) PFO’nun
aktivitesi tlizerine bazi inhibitorlerin etkisi (Effect
of some inhibitors on the activity of PPO from
hawthorn (crataegus monogyna)).

Katekol
Inhibitor ICso (mM)
Askorbik Asit 0,012
Sodyum Metabisiilfit 0,099
Benzoik Asit 2,21

Meyve ve sebzelerde meydana gelen PFO enzimi
katalizi enzimatik kararma reaksiyonlari, iiriiniin
tat, goriinim ve besin degerini dislirdigi
bilinmektedir. Gida teknolojistleri PFO enzimiyle
ilgili olan enzimatik kararma olay1 {iizerinde
yogunlagsmislardir. Istenmeyen bu tiir kararma
reaksiyonlar1 enzim inaktive edilerek onlenmeye
calisilmaktadir. Yapilan bu ¢alismada Alig
(crataegus monogyna)’tan PFO soguk aseton
coktiirmesiyle kismen saflagtirllmig enzimin
optimum pH ve sicakligi sirasiyla 5,0 ve 30°C
olarak, Km ve Vmaks degerleri 12,72 mM ve 5507

U/mL.dak  olarak  bulunmustur.  Inhibisyon

calismalari polifenol oksidazin yaygin inhibitorleri
olan askorbik asit, sodyum metabisiilfit ve benzoik
asit ile yapilmis ve /Cso degerleri hesaplanmigtir.
Bu sonuglara gore en etkili intibitoriin askorbik
asit oldugu tespit edilmistir.
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