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Oz: Agaricus bisporus (J.E. Lange ) Imbach, diinyada oldugu gibi tilkemizde de ticari olarak
kulttra yapilan en 6nemli mantar tirlerinden biridir. Polifenol oksidaz (PPO), meyve ve sebzelerde
yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyerek, onlari o-kinonlara
yikseltgeyen ve bunlarin polimerizasyonu sonucu esmerlesmeyi yapan kahverengi melanin
pigmentlerinin olusumuna yol agan bir enzimdir. PPO enziminin katalizledigi enzimatik kararma
reaksiyonlari drinin tat, gérinim ve besin degerini dislrdiginden istenmemektedir. Bu
calismada, A. bisporus’un taze ve kuru halinin PPO enziminin karsilastiriimasi amacglanmistir.
Taze ve kuru A. bisporus’da mevcut olan PPO enzimlerinin ekstraksiyonu, saflastiriimasi
(amonyum stlfat ¢oktirmesi, diyaliz ve afinite kolon kromatografisi) ve karakterizasyonu
yapilmistir. Saflastirmada afinite jeli olarak Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit
kullanilimistir. Saflastirilan taze ve kuru A. bisporus’daki PPO aktiviteleri spektrofotometrik yéntem
kullanilarak degerlendirilmistir. PPO enzim aktivitelerinin belirlenmesi igin substrat olarak katekol
kullanilmistir. Calisma sonucunda, A. bisporus’un taze ve kuru hallerinin PPO aktivitelerinin farkl
oldugu tespit edilmistir. Bu arastirma, taze ve kuru A. bisporus'daki PPO enzimlerinin
karsilastiriimali olarak incelendigi ilk calismadir.

Anahtar kelimeler: Afinite Kromatografisi, Karakterizasyon, Agaricus bisporus, Polifenol
Oksidaz

Comparison of Polyphenol Oxidase Enzymes in Fresh and Dried Agaricus
bisporus

Abstract: Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach is the most important mushroom species
cultivated commercially in our country as well as in the world. The polyphenol oxidase (PPO) is
an enzyme that catalyzes the oxidation of phenolic compounds commonly found in fruits and
vegetables, oxidizes them to o-quinones, and leads to the formation of brown melanin pigments
that cause browning as a result of their polymerization. Enzymatic browning reactions catalyzed
by the PPO enzyme are undesirable because they reduce the taste, appearance, and nutritional
value of the product. In this study, it was aimed to compare the PPO enzyme of fresh and dried
A. bisporus. Extraction, purification (ammonium sulfate precipitation, dialysis, and affinity column
chromatography), and characterization of PPO enzymes present in fresh and dry A. bisporus
were performed. Sepharose 4B-L-tyrosine-tyrosine-p-aminobenzoic acid was used as an affinity
gel for purification. PPO activities in purified fresh and dried A. bisporus were evaluated using the
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spectrophotometric method. Catechol was used as a substrate for the determination of PPO
enzyme activities. As a result of the study, it was determined that the PPO activities of fresh and
dried A. bisporus were different. This is the first comparative study on PPO enzymes in fresh and

dried A. bisporus.

Keywords: Affinity Chromatography, Characterization, Agaricus bisporus, Polyphenol

Oxidase

Giris

Dunyada oldugu gibi Ulkemizde de ticari olarak
kaltard yapilan en énemli mantar turd, kdltir mantar
olarak bilinen Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach’dur
(Sesli ve ark., 2020). Protein, karbonhidrat, doymamis
yag asitleri, diyet lifi, mineral maddeler ve vitaminler
bakimindan degerli bir gida olan yenilebilir mantarlar,
ayni zamanda essiz aroma ve lezzetleri ile tercih edilen
bir besindir (Eren ve Peksen, 2019). Mantarlarin besin
olarak tiketilmesinin yaninda kaliteli ve ucuz olmasi
nedeniyle potansiyel polifenol oksidaz enzimi (PPO)
kaynagir olarak endlstrinin  bircok alaninda da
kullaniimaktadir (Marusek ve ark., 2006). Polifenol
oksidaz (PPO) enzimi bakir iceren ve oksidorediiktaz
sinifinda yer alan bir metalo enzimdir (Friedman, 1997).
Polifenol oksidazlar; katekolaz (EC 1.10.3.1), lakkaz (EC
1.10.3.2) ve tirozinaz (EC 1.14.18.1) olmak Uzere baglica
Uc gruba aynlir (Sheptovitsky ve Brudvig, 1996). PPO
enzimi Schoenbein tarafindan 1856 yilinda ilk olarak
yemeklik mantarlarda saptanmistir (Whitaker, 1972).
Daha sonra bircok sebze ve meyvede PPO enzimi
belirlenip karakterize edilmistir (Laurila ve ark., 1998).
PPO enzimi mikroorganizmalarda, kabuklu deniz
hayvanlarinda, bazi hayvansal organlarda ve bitkiler
aleminde bulunmaktadir. Ayrica, bazi toprak tlrlerinde de
bulundugu bildiriimektedir (Sarkar ve ark., 1989; Mos’ko
ve ark., 1992). Ayrica PPO, bitkilerde dayaniklihdi tesvik
eden savunma enzimlerindendir (Passardi ve ark., 2005;
Prasannath, 2017). PPO’nun gida endustrisindeki 6nemi
ise, enzimatik kararmaya sebep  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Kararmadan sorumlu tutulan PPO
enzimi, sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunan
fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyerek, onlari o-
kinonlara yukseltger ve bunlarin polimerizasyonu sonucu
esmerlesmeyi yapan kahverengi melanin pigmentlerinin
olusumuna yol agmaktadir (Laurila ve ark., 1998). PPO
enziminin katalizledigi enzimatik kararma reaksiyonlari
arinun gorinum, tat ve besin degerini dusurdiginden
istenmemektedir.

Sapkali mantarlarda (Basidiomycota) PPO'lar, bu
dranlerin degerini dusiren hasat sonrasi istenmeyen
enzimatik kahverengilesmeye neden olmasi dolayisiyla
¢cok sayida ve detayl arastirmalar yapilmistir. Mantarlar
arasinda ise A. bisporus, PPO agisindan en ¢ok galisilan
tirdir (Wichers ve ark., 1996; Seo ve ark., 2003; Simsek

ve Yemenicioglu, 2007; Gouzi ve ark., 2012; Wu ve ark.,
2013; Zaidi ve ark., 2014; Kaur ve ark., 2022; Morgab ve
ark., 2023).

Bu calismada, kiltir mantari A. bisporus’un taze
ve kuru halinin PPO enziminin aktivitesinin belirlenmesi
ve karsilastiriimasi amaclanmigtir.

Materyal ve Metot

Bitki materyalinin toplanmasi

Calismada kullanilan Agaricus bisporus Isparta
ilinde yerel bir marketten temin edilmistir. Taze mantar
hemen laboratuvara getirilmis (tium fiziksel hasarlardan
kaginarak) ve mantarin yarisi (50 g) PPO i¢in taze olarak,
diger yarisi da (50 g) golgede 2 hafta kurutulduktan sonra
PPO i¢in kullanilmigtir. Taze hali 50 g gelen mantar
kurutulduktan sonra tartildiginda kuru hali yaklasik olarak
5 g gelmis ve saflastirma isleminde bu miktar
kullaniimistir.

Enzimin Ekstraksiyonu ve Saflagtiriimasi

Ham PPO ekstraktinin hazirlanmasi
PPO enzim ekstraksiyonunda Sarsenova ve ark. (2023)
tarafindan  kullanilan  yontem  modifiye  edilerek
kullanilmigtir. Bu amagcla taze ve kurutulmus mantar
ornekleri sivi azot ile havanda iyice ezilmis (Sekil 1) ve
daha sonra 0.87 g KzHPO4, %0.5 (w/v) PEG, 1 mmol/L
askorbik asit ve %21 (v/v) Triton X-100 iceren 50 mL
ekstraksiyon tamponu (100 mmol/L, pH 7) icerisinde 30
dakika magnetik karistiricida karistirilarak homojenize
edilmistir. Kullanilan ekstraksiyon tamponu taze olarak
hazirlanmistir. Ekstraksiyondan sonra karisim tulbentle
suzilmis ve ardindan 4 °C'de 30 dakika boyunca 15000
rpm'de santrifijlenmistir. Santrifij sonucunda elde edilen
supernatant ham enzim kaynagdi olarak kullaniimistir.

Sekil 1. Mantar 6rneklerinin sivi azot ile havanda ezilmesi
a) Taze mantar b) Kuru mantar
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Enzimin saflastiriimasi

Taze ve kuru mantar PPO enzimlerin
saflastirilmasi Arslan ve ark. (2004) tarafindan kullanilan
yontemle gergeklestiriimistir. Polifenol oksidaz enzimi

Sepharose 4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit kolonu
kullanilarak  mantarin taze ve kuru halinden
saflagtirlmigtir.  SUpernatant %80 doygunlukta kat

amonyum sulfat ile ¢oktartilmis ve ¢okelti 4 °C'de 15000
rom'de 40 dakika santrif(j edilerek toplanmis, 5 mM (pH
6.30) fosfat tampon c¢ozeltisinde yeniden ¢ozulmis ve
ayni tampon ¢ozeltisine karsi diyaliz edilmistir. Bu ¢ozelti,
50 mM (pH 5.0) fosfat tampon c¢ozeltisi ile édnceden
dengelenmis olan afinite kolonuna uygulanmistir. Ayrica
bu tampon ¢ozeltisi jeli yikamak igin de kullaniimistir.
PPO enzimi, 1 M NaCl igeren 0.05 mol/L fosfat tampon
¢Ozeltisi (pH 7.0) ile 2 mL’'lik Eppendorf tuplerine elie
edilmigtir.

PPO aktivitesinin belirlenmesi

Taze ve kuru mantar PPO aktivitesi, UV-Gorunur
spektrofotometre  (Spectramax-Plus 384, Molecular
Devices, LLC., San Jose, CA 95134, ABD) ile, bir dakika
boyunca substrat olarak katekol kullanilarak 420 nm'de
absorbans artisi 6lgllerek belirlenmistir (Arslan ve ark.,
2004). Ornek kiivet 0.13 mL 0.1 M substrat, 0.83 mL 0.1
M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) ve 0.04 mL enzim
¢Ozeltisi icerirken, kor ise sadece 1.0 mL substrat ¢ozeltisi
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icermistir. Olglimler tger tekrarli yapilmis ve bu degerlerin
ortalamasi alinmistir. Bir birim PPO aktivitesi, absorbans
degerinde 0.001 mL-tdk'lik bir degisiklige neden olan
enzim miktari olarak tanimlanmistir.

Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Taze ve kuru mantar icin ham ekstraktaki ve tim
saflastirma asamalarindaki protein miktarlari, standart
olarak sigir serum albumini kullanilarak Bradford (1976)
tarafindan acgiklanan yénteme gére 595 nm'de absorbans
oOlculerek belirlenmistir.

PPO'nun kinetik dzellikleri

Taze ve kuru A. bisporus PPO icin Michaelis-
Menten sabiti (Km) ve maksimum reaksiyon hizi (Vmax)
degerleri, Lineweaver-Burk grafikleri kullanilarak pH 7’de
ve 25 °C sicakhkta katekol igin degisen substrat
konsantrasyonlarinda  enzim  aktivitesi  Olgulerek
belirlenmistir (Lineweaver ve Burk,1934).

Bulgular

Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite
kolonu kullanilarak, PPO enzimi A. bisporus’un taze ve
kuru halinden basaril bir sekilde saflastirimistir (Tablo1
ve Tablo 2). Taze ve kuru mantar i¢in ham ekstraktaki ve
tim saflastirma asamalarindaki protein miktarlari
Bradford yonteminden elde edilen grafige gore
hesaplanmistir (Sekil 2).

Tablo 1. Taze Agaricus bisporus'dan PPO'nun ekstraksiyonu ve saflastiriimasi

Saflagtirma Hacim Aktivite Toplam Toplam protein  Spesifik aktivite Saflagtirma
Basamaklari (mL) (U/mLdak) aktivite (mg) (U/mg protein) Katsayisi
Ham Ekstrakt 107 17301.67  1851278.33 23.3285 79356.98
Amonyum Silfat 12 10620.83 127450.00 15.6673 8134.76 0.10
Diyaliz 13 15355.00 199615.00 11.1400 17918.70 0.23
Afinite Kromatografisi 2 2315.00 4630.00 0.0047 990069.19 12.48
Tablo 2. Kuru Agaricus bisporus'dan PPO'nun ekstraksiyonu ve saflastiriimasi
Saflagtirma Hacim Aktivite Toplam Toplam protein  Spesifik aktivite  Saflagtirma
Basamaklari (mL) (U/mLdak) aktivite (mg) (U/mg protein) Katsayisi
Ham Ekstrakt 83 18170.83  1508179.17 38.7882 38882.39
Amonyum Siilfat 13 11900.00 154700.00 17.0469 9074.97 0.23
Diyaliz 13 9846.67 128006.67 11.9534 10708.84 0.28
Afinite Kromatografisi 2 16186.25 32372.50 0.0303 1069441.42 27.50
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Sekil 2. Bradford yontemine gore elde edilen protein
standart grafigi

Agaricus bisporus’un taze ve kuru halinin PPO
enzimlerinin maksimum reaksiyon hizi (Vmax), Michaelis-
Menten sabiti (Km) ve Vmax/Km degerleri, pH 7 ve 25 °C
sicaklik kosullari altinda Lineweaver-Burk grafikleri (Sekil
3 ve Sekil 4) kullanilarak hesaplanmis ve degerler Tablo
3'de verilmigtir.
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Sekil 3. Taze Agaricus bisporus PPO enzimi icin katekol
substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. Kuru Agaricus bisporus PPO enzimi icin katekol
substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 3. Taze ve kuru Agaricus bisporus PPO enziminin
katekol substrati igin belirlenen Km ve Vmax degerleri

Vmax
KM OM) g VMK
Taze Agaricus
bisporus PPO 2.5 2500 1000
Kuru Agaricus 18 20000 111

bisporus PPO
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Tartisma

Yaygin olarak kiltir mantari adiyla bilinen
Agaricus bisporus, llkemizde ve dinyada ticari olarak
kiltra yapilan en 6nemli mantar tirlerinden biridir. Hasat
sonrasi mantarlarda enzimatik kararmadan meydana
gelen renk degisimi gérilmektedir. Enzimatik kararmadan
meydana gelen bu renk dedisimleri diger gidalarda
oldugu gibi mantarin gérinimiU acgisindan da ¢ok
onemlidir ve istenmemektedir. Enzimatik kararmaya
sebep olan PPO enziminin mantarlarda da arastiriimasi
bu acidan 6nemlidir. Yapilan literatlr arastirmasinda
PPO ¢ok sayida mantar tirinden saflastirilip, karakterize
edildigi tespit edilmis fakat, ayni mantarin taze ve
kurutulmus halinden PPO enzimini tanimlayan bir
calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada, polifenol
oksidaz enzimi taze ve kuru A. bisporus’dan Sepharose-
4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kromatografisi jeli
ile sirasiyla 12.48 kat ve 27.50 kat saflastiriimistir. Ayni
afinite kromatografi jeli kullanilarak yapilan &nceki
galismalarda PPO enzimi, Boletus erythropus Pers.'tan
28.5 kat (Ozel ve ark., 2010), Macrolepiota gracilenta
(Krombh.) Wasser'dan 65.3 kat (Kolcuoglu, 2012),
Lactarius piperatus (L.) Pers.tan 13.9 kat (Oz ve ark.,
2013), Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair'dan 26.6
kat (Dedeoglu ve Guler, 2009) ve kurutulmus Volvariella
bombycina (Schaeff.) Singer'dan 33.85 kat
saflastiriimistir (Sarsenova ve ark., 2023).

Agaricus bisporus’un taze ve kuru halinin PPO
enziminin katekol subsrati icin Km degerleri sirasi ile 2.5
mM ve 1.8 mM olarak bulunmustur. Ayni mantar
kurutuldugunda enzimin katekol substratina olan ilgisinin
biraz daha arttigi gériimektedir. Substrat olarak katekol
kullanilarak farkli mantar tirlerinde PPO kinetigi Uzerine
birgcok g¢alisma rapor edilmistir. Katekol substrati igin A.
bisporus'tan elde edilen PPO'nun Km degerleri 0.67 mM
(Wu ve ark., 2013), 0.71 mM (Kaur ve ark., 2022) ve 2.1
mM (Zhang ve Flurkey, 1997), L. piperatus’tan elde edilen
PPO'nun Km degeri 1 mM (Oz ve ark., 2013), kurutulmusg
V. bombycina’dan elde edilen PPO'nun Km degeri 1.67
mM olarak belirlenmistir (Sarsenova ve ark., 2023). Bu
calismada saptanan taze mantar PPO Km degerinin ayni
mantarin  kuru halinin Km degerinden ve diger
calismalarda (Wu ve ark., 2013; Kaur ve ark., 2022;
Zhang ve Flurkey, 1997; Oz ve ark., 2013; Sarsenova ve
ark., 2023) farkli mantar turlerinde tespit edilen Km
degerlerinden daha buyik oldugu ve enzimin katekol
substratina olan ilgisinin daha ki¢ik oldugu saptanmistir.
Agaricus bisporus’un kuru halinin PPO enziminin katekol
subsrati icin Km degeri Zhang ve Flurkey (1997)
tarafindan belirlenen degerden kuguk yani enzimin
katekol substratina olan ilgisinin daha biylk oldugu
bulunurken, farkl mantar trlerinde yapilan ¢alismalarda
(Wu ve ark., 2013; Kaur ve ark., 2022; Oz ve ark., 2013)
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bulunan Km degerlerinden ise biyik oldugu yani enzimin
katekol substratina olan ilgisinin daha kiglk oldugu tespit
edilmistir. Diger taraftan, bu ¢alismadaki A. bisporus’un
kuru halinin PPO enzimi ile kurutulmus V. bombycina’dan
elde edilen PPO enziminin katekol subsratina karsi ilgileri
birbirine yakin bulunmustur (Sarsenova ve ark., 2023).
PPO'nun Km degerlerindeki genis aralik; kullanilan farkli
test yontemleri, farkli gesitler, ayni gesidin farkli kdkenleri,
tampon c¢ozelti, besin kaynaklari, enzim ekstraktinin
safigi ve farkh ekstraksiyon pH degeri gibi farkh
nedenlerden kaynaklanmig olabilir (Sarsenova ve ark.,
2023).

Saflastirma tablolarindaki ham ekstrakt
aktivitelerine bakildiginda, mantarin kuru halinin PPO
aktivitesinin (18170.83 U/mLdak) taze halinin PPO
aktivitesine (17301.67 U/mLdak) gbre daha yuisek oldugu
gorulmektedir. Ham ekstrakt aktiviteleri degerindeki
farklihgdin taze halinde sivi azot ile havanda ezilirken
meydana gelen PPO’dan kaynaklanan enzimatik
kararmadan kaynaklandigi duasinudlmektedir. Mantarin
kuru halinde ise sivi azot ile havanda ezilirken PPO’dan
kaynaklanan enzimatik kararma gergeklesmemis ve ham
ekstraktaki PPO enzimi aktivitesini korumustur (Sekil 1).
PPO enzimi afinite jeli ile saflastirnildiktan sonra, taze ve
kuru A. bisporus PPO icin Vmax degerleri katekol igin
sirasiyla 2500 U/mLdak ve 20000 U/mLdak olarak
belirlenmistir. Mantarin kuru halinin PPO enziminin Vmax

(2024)15(Ozel say)111/117

degerinin tazeye gére daha fazla oldugu belirlenmigtir.
Wu ve ark. (2013) tarafindan yapilan calismada, A.
bisporus PPO icin Vmax degeri 3333 U/mLdak olarak
belirlenmistir. Kurutulmus V. bombycina’dan elde edilen
PPO'nun Vmax degeri ise 833.33 U/mLdak olarak
belirlenmistir (Sarsenova ve ark., 2023).

Bu calismada, ekstraksiyon tamponu, amonyum
silfat ¢okeltmesi, diyaliz ve afinite kolon kromatografisi
kullanilarak, A. bisporus’un taze ve kuru hallerinden PPO
basarili bir sekilde saflastinimistir. Ayrica, katekol
substratinin 25 °C sicaklik ve pH 7 kosullarinda Km ve
Vmax kinetik degerleri de belirlenmigstir. Bildigimiz
kadariyla bu calisma, taze ve kuru A. bisporus’daki
PPO'nun  saflagtinimasi  ve  karakterizasyonunun
karsilastiriimasi Uzerine ilk galismadir.

Yazar Katkilari
Tudm yazarlar esit katkiya sahiptir.

Cikar Catigsmasi
Yazarlar ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.

Etik Beyani: Bu calismanin hazirlanma surecinde
bilimsel ve etik ilkelere uyuldugu ve yararlanilan tim
calismalarin kaynakg¢ada belirtildigi beyan olunur. (Dudu
DEMIR, Cafer EKEN)
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