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MEYVE VE SEBZELERDE BULUNAN OKSİDATİF ENZİMLERİN 
ANTİOKSİDAN BİLEŞİKLER VE ANTİOKSİDAN KAPASİTE ÜZERİNE 
ETKİLERİNİN BELİRLENMESİ 
 

Arzu Altunkaya 
Hacettepe Üniversitesi, Gıda Mühendisliği Ana bilim Dalı 
 

ÖZ 

Bu çalışma ile bugüne kadar sadece enzimatik kaynaklı  renk ve tat-koku 

bozulmalarından sorumlu olan oksidatif enzimlerin meyve ve sebzelerde doğal 

olarak bulunan  ve antioksidan etkiye sahip askorbik asit, karotenoidler ve fenolik 

bileşiklerin oksidasyonu üzerine etkileri araştırılmıştır.  

 

Bu amaçla çalışmanın ilk bölümünde, marulun (L.sativa) yapısında doğal olarak 

bulunan oksidatif enzimlerin farklı izoformları ultrafiltrasyon ve iyon değiştirme 

kromotografisi teknikleri ile saflaştırılmıştır. Saflaştırılmış peroksidaz (POD), 

polifenoloksidaz (PPO) ve lipoksigenaz (LOX) izoenzimlerinin kinetik 

karekterizasyonu yapılmıştır. Farklı inhibitörlerin; enzimatik esmerleşme, toplam 

antioksidan aktivite ve toplam fenol içeriğine olan etkileri spektrofotometrik ve 

kromotografik olarak belirlenmiştir.  

 

Çalışmanın ikinci bölümünde ise taze marul ekstraktının kuersetin, -tokoferol ve 

askorbik asit gibi kimyasal antioksidanlar ile yeşil çay ekstraktı ve üzüm çekirdeği 

ekstraktı gibi doğal antioksidanlar ile kombinasyonunda  lipit oksidasyonuna karşı 

sinerjistik etki gösterip göstermedikleri belirlenmiştir. Lipit oksidasyonu, suda 

çözünen AAPH soya fosfotidil kolin lipozom sistemde konjuge dienlerin oluşumu 

ile gerçekleştirilmiştir. Yine bu çalışmanın devamında marulun doğal 

antioksidanlarla olan sinerjisminin farklı pH’lardaki değişimi lipozom ve demirin 

katalize ettiği radikallerin indirgenmesini temel alan ESR  metodları ile izlenmiştir.  

 
Anahtar kelimeler: oksidasyon, enzim, inhibitör, antioksidan, sinerji 

 

Danışman: Prof.Dr. Vural GÖKMEN, Hacettepe Üniversitesi, Gıda Mühendisliği 
Ana bilim Dalı 
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EFFECT OF OXIDATIVE ENZYMES ON ANTIOXIDANT COMPOUNDS AND 
ANTIOXIDANT CAPACITY IN FRUITS AND VEGETABLES 
 

Arzu Altunkaya 
Hacettepe University, Food Engineering Section 
 

ABSTRACT 

Effect of oxidative enzymes on some compounds that have antioxidant activity  

were investigated.  

 

In first part of this study, diffent isoforms of oxidative enzymes naturally found in 

lettuce sample (L.sativa) were purified ultrafiltration and ion excahnge 

chromotography. Kinetic characterization of purified peroxidase (POD), 

polyphenoloxidase (PPO) and lipoxygenase (LOX) isoforms were established. 

Effect of various inhibitors on enzymatic browning, antioxidant activity and total 

phenol content of fresh lettuce were determined by spectrophotometircally and 

chromotographically.   

 

In the second part, it was determined whether antioxidants present in fresh lettuce 

extract act synergistically in combination with quercetin, -tocopherol or ascorbic 

acid against lipid oxidation at different storage temperatures. Lipid oxidation was 

followed by the formation of conjugated dienes in a liposome system using azo-

initiator: the water soluble AAPH. In adddition, whether antioxidants present in 

fresh lettuce extract act synergistically in combination with green tea extract or 

grape seed extract against lipid oxidation and iron catalysed radical formation in 

an aqeuous system which is an important source of radicals that initiate lipid 

oxidation in heterogeneous foods, at different pH values.   

 

Key words: oxidation, enzym, inhibitor, antiokxidant, sinergysm 
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1. GİRİŞ 

 

Taze meyve sebzeler ile bunlardan üretilen çeşitli ürünler yüksek antioksidan 

aktiviteye sahip olmalarından dolayı giderek daha fazla önem kazanmaktadırlar. 

Ancak meyve ve sebzelerin yapılarında doğal olarak bulunan oksidatif enzimler 

(POD,PPO,LOX) askorbik asit, karotenoidler ve fenolik bileşikler gibi hidrojen 

donör olarak davranabilen, radikal söndürme kapasitesine sahip çeşitli bileşiklerin 

dolaylı olarak okside olmalarına ve bu şekilde toplam antioksidan aktivitenin 

azalmasına neden olabilirler. Bugüne kadar yapılan çalışmalar, sözkonusu 

enzimlerin özellikle kendi doğal substratlarını okside ederek bilinen renk ve tat-

koku kusurları oluşturmalarına değinirken, çeşitli bileşikleri ne şekilde etkilendikleri 

konusuna değinmemektedir. Bu tez çalışması, bugüne kadar sadece enzimatik 

kaynaklı  renk ve tat-koku bozulmalarından sorumlu olan oksidatif enzimlerin 

meyve ve sebzelerde doğal olarak bulunanan  ve antioksidan etkiye sahip 

askorbik asit, karotenoidler ve fenolik bileşiklein oksidasyonu üzerine etkileri olup 

olmadığı araştırılmıştır. Bu tür bir bulgu, yüksek antioksidan aktivitelerinden dolayı 

sağlıklı bir beslenme için vazgeçilmez  kabul edilen meyve ve sebze ürünlerinin 

muhafazası amacıyla uygulanacak işlemlerin tasarımında büyük bir önem 

taşımaktadır. 

 

Bu çalışmada marulun (L.sativa) yapısında doğal olarak bulunan oksidatif 

enzimlerin farklı izoformları iyon değiştirme kromotografisi teknikleri ile 

saflaştırılmıştır. Saflaştırılmış izoenzimlerin model reaksiyon koşullarında askorbik 

asit ve çeşitli fenolik (gallik asit, kateşin, kafeik asit, kateşol,ferulik asit, floridzin, 

klorojenik asit) bileşiklerin dolaylı olarak oksidasyonu üzerine etkilerinin 

belirlenmiştir. Bu amaçla POD, PPO ve LOX enzimlerinin primer oksidasyon 

reaksiyon koşullarında ortama ilave edilen askorbik asit, sistein, sitrik asit, okzalik 

asit, -karoten ve fenolik bileşiklerin uğradığı değişim spektrofotometrik ve 

kromotografik olarak belirlenmiştir. Ayrıca bu değişimler ile antioksidan aktivite 

arasında ilişki ortaya konulmuştur. Sıcaklık, pH ve oksijen konsantrasyonu gibi 

parametrelerin sekonder oksidasyon reaksiyonları üzerine etkileri araştırılmıştır. 

Elde edilen bulgular ışığında meyve ve sebzelerde başlangıç POD, LOX ve PPO 

aktivitesi, ürün kompozisyonu ve depolama koşullarına bağlı olarak raf ömrü 
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süresince meydana gelebilecek toplam antioksidan aktivite kayıplarının 

belirlenmesi mümkün olmuştur. 
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2. LİTERATÜR ÖZETİ 

 

Meyve ve sebzeler insan beslenmesinde esas olarak mineral maddeler ve 

vitaminlerin kaynağı olarak görülürler. Ancak antioksidan maddelerce zengin 

gıdaları tüketen kişilerde çeşitli kanser ve kalp-damar hastalıklarının rastlanma 

oranının düşük olması, son yıllarda meyve ve sebzelerin toplam antioksidan 

aktivitelerinin saptanması ve yapılarındaki antioksidan etkiye sahip bileşiklerin 

tanımlanması üzerine yapılan çalışmaları yoğunlaştırmıştır. 

 

2.1. Meyve ve Sebzelerin Bileşimlerinde Bulunan Antioksidan Bileşikler ve 

Antioksidan Kapasite 

 

İnsan vücudunda lipit, protein, nükleik asit gibi farklı moleküller  serbest radikaller 

tarafından oksidatif hasar uğramakta  ve yaşlanmanın yanında  pek çok dejeneratif 

hastalığın başlamasına neden olmaktadırlar(Garcia-Alanson et al.,2004; Singh et 

al.,2002). 

  

Bir hücrenin gelişimini sürdürmesinde oksijeni tüketme gerekliliği, reaktif oksijen 

türlerinin oluşumunu da beraberinde getirmektedir ki bu olay oksidatif stres olarak 

tanımlanmaktadır (Yen et.al.,2002). Super oksit anyon(O2
-), hidroksil radikali(OH-) 

ve hidrojen peroksit(H2O2) gibi formlarda bulunan reaktif oksijen türleri, normal 

metabolik prosesler veya bazı dış faktörler tarafından oluşturulmaktadır (Singh et 

al., 2004). Serbest radikal,  kendi moleküler çevresinin dışında çok hızlı hareket 

edebilen radikaldir. Reaktif oksijen türleri ise kimyasal olarak reaktif bir veya daha 

fazla oksijen atomu içeren moleküller olarak tanımlanmaktadır. Reaktif oksijen 

türleri serbest radikalleri ve biyolojik molekülleri okside edebilen radikal olmayan 

reaktif bileşikleri kapsar. Bu nedenle reaktif oksijen türleri aynı zamanda oksidanlar 

veya prooksidanlar olarak ifade edilmektedir (El et al.,1999). Bu türler DNA’da 

hasara neden olmakta DNA’nın kopyalanması ve hücre oluşumunu da 

etkilemektedirler. DNA’nın oksidatif hasara uğraması ise kanserin bir göstergesi 

olabilmektedir (Yen et.al.,2002). 

 

Antioksidanlar, okside olabilen hücresel substratların oksidasyonunu geciktiren 

yada önleyen maddelerdir. Reaktif oksijen türlerinin  oluşumunu önleme yada 
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söndürme gibi etkiler göstermektedir (Singh et al.,2004). Serbest radikalleri 

nötralize eden antioksidan bileşikler kanser, katarakt, serebral patoloji, romatoit 

artrit gibi pek çok hastalığın önlenmesinde önemli bir rol oynayabilmektedir. Meyve 

ve sebzeler E vitamini, C vitamini, karotenoidler pek çok farklı antioksidan 

içermektedir. Sadece bunlar değil fenolik bileşiklerden flavanoidlerinde antioksidan 

aktiviteye sahip olduğu bildirilmiştir (Garcia-Alanson et al.,2004; Einbond et 

al.,2004).  

 

Antioksidanlar doğal olarak kombinasyon halinde bulunurlar ve antioksidan 

etkileşimi onların etkileri için önemli görünmektedir. Bazı antioksidanların 

kombinasyonunda, toplam etki, beklenen  toplam etkiden daha fazla 

bulunduğunda bu durum sinerjism olarak ifade edilmektedir (Uri, 1961). Pek çok 

çalışmada bitki polifenolllerinin bitkideki diğer antioksidanlarla sinerjitik bir etki 

gösterdikleri tespit edilmiştir (Majchrzak et al., 2004; Roberts and Gordon, 2003; 

Pedrielli and Skibsted, 2002; Miller and Rice-Evans, 1996). 

 

Fizyolojik işlemler ve dış etmenlerin etkisiyle oluşan serbest radikal ve aktif 

oksijenin diyetle alınan antioksidanlar tarafından söndürüldüğü bilinmektedir. 

Gıdalarda doğal olarak bulunan bazı bileşiklerin radikal söndürme kapasitesi 

ölçümü genellikle kontrollü olarak oluşturulan radikallerin saf antioksidan bileşikler 

veya gıda ekstraktları ile reaksiyona sokularak indirgenmesi ve indirgenme 

ürünlerinin belirlenmesi ilkesine dayanmaktadır. Bu amaçla ABTS, DPPH ve 

fremy’s salt gibi görünür bölgede absorbans yapan renkli radikaller; lipit 

peroksidasyonunu sağlayan AAPH yada AMVN radikalleri kullanılmakta ve 

reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenmektedir (Ricci et al.,2005; Garcia-Alanson 

et al.,2004; Einbond et al.,2004; Leja et al.,2003; Yen et al.,2002).  

 

Bitkisel dokulardaki antioksidan aktivite enzimatik sistemler (Peroksidaz, Katalaz, 

Superoksit dismutaz) ve antioksidan moleküllerden (askorbik asit, tokoferol, fenolik 

bileşikler,karotenoidler) meydana gelmektedir (Leja,et al.,2003).  

 

Son yıllarda yapılan epidemiyolojik çalışmalar, sağlığın korunması ve hastalıkların 

önlenmesinde meyve sebzelerin oldukça önemli rolleri olduğunu ortaya koymuştur 

(Hunter,et al.,2002; Piga et. al.,2002). Meyve-sebzelerin bu etkileri antioksidan 
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madde içermesinden kaynaklanmaktadır. Sağlıkla ilişkisi olması  nedeniyle meyve 

ve sebzelerin antioksidan kapasiteleri bir çok araştırıcı tarafından 

belirlenmiştir(Çizelge 1.ve Çizelge 2). 

 

Çizelge 2.1. Bazı gıdalarda bulunan vitaminler ve fenolik bileşiklerin TEAC olarak 
antioksidan kapasiteleri 

 

Antioksidan 

bileşik 
Kaynak 

TEAC (mM) * 

Vitaminler   

Askorbik asit Sebze ve meyveler 1.0 ±0.02 

Tokoferol  Tahıllar, fındık, zeytin yağı  1.0±0.03 

Fenolik Bileşikler    

Siyanidin Üzümler, ahududu, çilek 4.4±0.11 

Kuersetin Soğan, elma,  üzüm, çay ve 

brokoli 

4.7±0.10 

Kaemferol Pırasa, brokoli, greyfurt  1.3±0.08 

Rutin Soğan, elma,  üzüm, çay ve 

brokoli 

2.4±0.02 

Luteolin Limon, zeytin, kereviz, kırmızı 

biber 

2.1±0.07 

Apigenin Kereviz, maydanoz 1.5±0.08 

Epikateşin Kara üzüm, kırmızı şarap 2.4±0.02 

Epigallokateşin Çay 3.8±0.06 

Taxifolin Turunçgil 1.9±0.03 

Naringenin Turunçgil 1.5±0.05 

Hasperidin Portakal suyu 1.0±0.03 

Teaflavin Siyah çay 2.9±0.06 

Teaflavin-3-gallat Siyah çay 4.7±0.16 

Teaflavindigallat Siyah çay 6.2±0.43 

* Troloks Eşdeğeri Antioksidan Kapasite    
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Çizelge 2.2. Çeşitli meyve ve sebzelerin ORAC olarak toplam antioksidan 
kapasiteleri  

Meyve ve sebze ORAC Değeri / g * 

Çilek 76.80 

Ispanak   60.60 

Ahududu 61.35 

Brokoli  44.40 

Avokado 39.10 

Portakal 37.50 

Üzüm (Kırmızı) 36.95 

Üzüm (Beyaz) 22.30 

Biber (Kırmızı) 36.55 

Vişne 33.50 

Kiwi  30.25 

Soğan 22.45 

Mısır 20.10 

Patlıcan  19.30 

Karnabahar 18.85 

Bezelye   18.20 

Patates  15.65 

Kabak 14.90 

Muz  11.05 

Elma 10.90 

Havuç  10.35 

Fasulye  10.05 

Domates 9.45 

Kayısı 8.20 

Şeftali  7.90 

Armut  6.70 

Karpuz  5.20 

Hıyar 2.70 

* Oksijen Radikali Absorplama Kapasitesi  
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Çizelge 1 ve Çizelge 2’de açıkça görüldüğü gibi meyve ve sebzeler bileşimlerinde 

doğal olarak bulunan antioksidan bileşikler nedeniyle yüksek antioksidan aktiviteye 

sahiptirler. Ancak meyve ve sebzelerin işlenmesi sırasında uygulanan işlemler bu 

etkinin belli oranda azalmasına sebep olmaktadır. 

 

Lipoksigenaz(LOX), Peroksidaz(POD) ve polifenoloksidaz(PPO) gibi oksidasyon 

enzimleri bir çok meyve ve sebzenin bileşiminde doğal olarak bulunmaktadır. Bu 

enzimler meyve ve sebze ürünlerinde işleme veya depolama sırasında ortaya 

çıkan bazı kalite kayıplarından sorumlu tutulmaktadır. Polifenoloksidazlar 

enzimatik esmerleşme sonucu renk kusurlarına neden olurken, lipoksigenazlar ise 

çoklu doymamış yağ asitlerinin oksidasyonu sonucu kötü tat-koku oluşumuna  

neden olmaktadırlar. Peroksidazlar ise kısmen renk esmerleşmelerine neden 

olabilmektedirler. Bu nedenle enzimatik oksidasyon reaksiyonları gerçekleşirken 

ortamda bulunan ve radikal söndürme kapasitesine sahip askorbik asit, 

karotenoidler ve polifenoller gibi bileşiklerin birincil enzim substratı ile okside 

olmaları beklenir. 

 

2.2.Lipoksigenaz 

 

Gıdalarda meydana gelen lipit oksidasyonu, kaliteyi etkileyen ana unsurların 

başında gelmektedir. Lipid oksidasyonu, gıdalarda aroma, tat, koku, flavor, renk ve 

besinsel kalite değişimlerinde önemli rol oynamaktadır. Çoklu doymamış yağların 

oksidasyonu ile oluşan ürünlerle birlikte gıdalarda renk, tat, koku, flavor gibi önemli 

kalite kriterlerinde kayıplar meydana gelmektedir. Lipid oksidasyonu esnasında 

oluşan radikal türleri gıdalarda protein, pigment, vitamin ve karbonhidrat gibi 

bileşenlerle etkileşime girmekte ve bu bileşenlerin yapılarında değişikliklere sebep 

olmaktadır (Whitaker,1991).  

 

Gıdalarda çoklu doymamış yağ asitlerinin oksidasyonunu katalizleyen enzim 

LOX’dır. Yapılan araştırmalarda sebzelerde istenmeyen flavor gelişinden, klorofil 

ve -karoten pigmentlerinin yıkımından LOX enziminin sorumlu olduğu 

bildirilmektedir (Sheu and Chen,1991; Williams et al.,1986). 
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1928 yılında Haas ve Bohn, soya fasulyesi ekstraktının, ekmekçilikte kullanılan, 

buğday unundan elde edilen hamurun sarı rengini açtığını, bu etkinin soya 

fasulyesinde bulunan ve karoten oksidaz olarak adlandırdıkları enzim tarafından 

gerçekleştiğini belirtmiştir (Wolf, 1975). Daha sonra yapılan çalışmalarda karoten 

yıkımının lipit oksidasyonunun bir sonucu olarak gerçekleştiği ve bu etkinin LOX 

enzimi tarafından gerçekleştirildiği bildirilmiştir (Whitaker,1991). 

 

LOX (linoleat oksidoredüktaz EC 1.3.11.12) cis,cis 1,4 pentadien sistem içeren 

çoklu doymamış yağ asitlerini (LH) hidroperoksitlere oksidasyonunu katalizleyen 

bir dioksigenazdır (Wong,1995; Robinson et.al.,1995; Smith et.al.,1996). Pek çok 

bitki ve hayvan dokusunda bulunmaktadır (Robinson et.al.,1995). LOX enzimin 

substratını bitkilerde baskın olarak bulunan çoklu doymamış yağ asitlerinden 

linoleik ve linolenik asit oluşturmaktadır (Gardner,1991). LOX doğada geniş bir 

dağilım göstermekte ve özellikle gelişmiş bitki ve hayvan hücrelerinde yaygın 

olarak bulunmaktadır. Bu izoenzimler optimum pH, substrat spesifikliği, son ürün, 

ısıl direnç ve ko-oksidasyon reaksiyonlarını gerçekleştirme eğilimi açısından 

farklılık göstermektedir (Robinson et al.,1995; Shibata and Axelrod,1995; Prigge et 

al.,1997). 

 

LOX enzimleri bitki hücrelerinde hem organellerde, hem de sitoplazma içerisinde 

bulunmaktadırlar (O’Connor and O’Brien,1991). Ayrıca immunofloresans 

etiketleme çalışmalarının sonucunda, soya fasulyesindeki LOX enzimlerinin hücre 

içerisinde rasgele dağıldığı gösterilmiştir (Vernooy- Gerritsen et al.,1984). 

 

Yapılan çalışmalarda LOX enziminin tip1 ve tip2 olmak üzere iki izoformunun 

olduğu bulunmuştur. Optimum pH’sı 6.5 civarında olan LOX’lar serbest asit ve 

metil esterleriyle reaksiyona girebilmektedirler. Çoklu doymamış sistemde terminal 

çift bağlara bağlanırlar. Linoleik asidi 9- ve 13- hidroperoksitlere, -linoleik asidi de 

9- ve16- hidroperoksitlere okside ederler. Hidroperoksidasyon reaksiyonlarına ek 

olarak duyusal anlamda önemli olan uçucu karbonil bileşikleri de oluştururlar. Aynı 

zamanda karotenoidlerin ko-oksidasyonuna da neden olurlar. Optimum pH’sı 9-10 

olan LOX’lar daha yüksek peroksidasyon spesifikliği gösterirler. Linoleik asidi 13-

hidroperoksite okside ederler. İz miktarlarda uçucu karbonil bileşikler oluştururlar. 

Karotenoid’i daha az okside ederler (O’Connor and O’Brien,1991). 
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LOX’ın gıdalardaki önemi kötü tat ve aroma oluşumu ile renk bozulumu üzerinde 

etkin rol oynamasından kaynaklanmaktadır. Ayrıca LOX, buğday ununun 

ağartılması amacıyla ekmek yapımında kullanım alanına sahiptir (Aziz et al.,1999; 

Robinson et al.,1995). 

 

Enzimatik olarak oluşan hidroperoksitler klorofil ve karotenoid pigmentlerinin 

parçalanmasına neden olmakta dolayısıyla pigment renginde açılmalar meydana 

gelmektedir (Jeren-Galan et al.,1999). Pigment renginin açılması ise taze 

sebzelerde bozulmanın göstergesidir (Aziz et al.,1999). 

 

LOX izoenzimlerinin molekül ağılığı yaklaşık 95-100 kDa olup her enzim başına bir 

adet hem formda olmayan demir atomu içermektedirler (Wu,1996; Prigge et 

al.,1997). Yapıdaki demir atomunun enzime çok sıkı bir şekilde bağlı olduğu ve 

sadece 4,5-dihidroksi-m-benzendisülfonik asit gibi kuvvetli Fe(II) kelat yapıcı 

bileşiklerle yapıdan uzaklaştırılabildiği, Fe(III) kelat yapıcı bileşiklerin ise enzimdeki 

demir molekülünü yapıdan ayıramadığı tespit edilmiştir (Wong,1995b). 

 

LOX, konjuge olmamış çift bağ içeren yağ asitlerinin oksigenasyonunu katalizler. 

Substrat olarak genellikle linoleik, linolenik ve araşidonik asit gibi çoklu doymamış 

yağ asitlerini kullanır. LOX enzimlerinin etki mekanizması Şekil 2.1.’ de 

gösterilmiştir. Proses esnasında, çift bağlar konjuge olur ve perhidroksi yağ asitleri 

oluşur. Reaksiyon mekanizması iki basamaktan oluşmaktadır. İlk basamakta 

pentadien sistemden enzim-Fe(III) kompleksine doğru elektron transferi 

gerçekleşir. Radikal oluşur. İkinci basamakta ise radikalin, perhidroksi yağ 

asitlerindeki moleküler oksijen ile reaksiyona girmesiyle Fe(II) tekrardan Fe(III) ‘e 

okside olur. Düşük oksijen konsantrasyonlarında ise ikinci basamak farklı 

olmaktadır. Zincirin kırılmasıyla dimerize yağ asitleri, ketonlar ve terminal aldehitler 

oluşmaktadır (Cuperus et.al.,1995). Elektron paramagnetik rezonans 

spektroskopisi tekniği ile yapılan çalışmalarda LOX reaksiyonu sırasında 

pentadienil (L•) ve peroksi radikallerinin (LOO•)’nin oluştuğu gözlenmiştir (Garssen 

et al., 1972; Vergagen et al., 1977).  
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Şekil 2.1. LOX enzimlerinin etki mekanizması  

 

LOX aktivitesi sonucu oluşan hidroperoksitler, farklı enzim grupları sayesinde 

uçucu özelliğe sahip çok çeşitli ürünlere parçalanmaktadır. Aşağıdaki şekilde 1-4 

petadien sisteme sahip linoleik ve linolenik asitin enzimatik olarak parçalanması 

sonucu oluşan ana ürünler görülmektedir. 

 

LOX aktivitesi sonucu oluşan hidroperoksitlerin, farklı enzim grupları tarafından 

parçalanması sonucunda oluşan aldehitler ve aldehit asitleri, ketoller ve ketol yağ 

asitleri karekteristik aroma bileşikleridir.  Çoğu uçucu özelliğe sahip olan bu 

karbonil bileşlikleri içerisinde özelllikle hekzanalin istenmeyen flavor oluşumu 

açısından önem taşıdığı belirtilmektedir (Erikssson, 1975; Gardner, 1975; Wolf, 

1975, Grosch, 1976). 

 

LOX karotenoidlerin ve klorofilin oksidasyonunu radikal mekanizması yoluyla, 

çoklu doymamış yağ asitleri varlığında katalizlemektedir. LOX, çoklu doymamış 

yağ asidi olmadan pigmentleri okside edememektedir. Dolayısıyla LOX varlığında 

gerçekleşen hidroperoksidasyon reaksiyonları esnasında karotenoidler ve 

klorofiller yıkıma uğradıkları için bu tip reaksiyonlara pigment ko-oksidasyon 

reaksiyonları denilmektedir. 

 

e- transfer

Fe(III)

LH

H+

Fe(II) O2 Fe(II)

OO
e- 

Fe(III)
OO

OOH

H+
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Literatürde karotenoidlerin ko-oksidasyonu, LOX katalizörlüğünde gerçekleşen 

çoklu doymamış yağ asitlerinin oksidasyonu sırasında oluşan radikaller ile -

karoten etkileşimi sonucu oluştuğu belirtilmektedir (Ikediobi and Snyder,1977; Aziz 

et al.,1991; Calligaris,2002). 

 

Karotenoidlerin enzim-pentadienil radikal kompleksine(E-L●) yada ortama salınan 

pentadienil radikaline(L●) etki ettiği ve ko-oksidasyon esnasında karotenoidin 

yapısından hidrojen atomu ayrılmasının gerçekleştiği belirtilmektedir ( Robinson et 

al.,1995). Bu esnada kararlı bir rezonans yapıya sahip karotenoid radikali 

oluşmakta oluşan karotenoid aradikali de oksijenle birleşmekte ve karbonil 

bileşiklerini oluşturmaktadır. Yapısına oksijen alan karotenoid yıkıma uğramakta 

ve bozulmaktadır (Klein et al.,1984). 

 

Diğer bir öngörülen mekanizma da enzim peroksi radikal kompleksinin (E-LOO●) 

yada peroksi radikalinin ( LOO●) ortama salınması ve karotenoidlerle reaksiyona 

girerek yapılarından hidrojen atomu ayrılmasına sebep olmaktadır. Böylece yağ 

asidi peroksiti (LOOH) oluşmakta ve daha sonra yapısına oksijen alan 

karotenoidler yıkıma uğrayarak bozulmaktadır (Robinson et al. 1995; Wu et 

al.,1999). 

 

Karotenoidler bir çok meyve sebzenin yapısında bulunan, sarı ile kırmızı arasında 

değişen renklere sahip pigmentlerdir. Domates ve havuç gibi sebzeler yüksek 

oranda karotenoid içermektedir (Desorby et al.,1988; Calligaris et al.,2002). 

Karotenoilerin temel yapısı, 8 tane izopren birimin ard arda bağlanmasıyla oluşan, 

birbirin simetrik iki tane 20 karbonlu birimden meydana gelmektedir (Ege, 1994). 

Bütün karotenoidler 40 karbonlu iskelet yapısının değişik varyasyonları sonucu 

ortaya çıkmaktadır. Sadece karbon ve hidrojen atomundan meydana gelmiş 

karotenoidlere karoten, yapısında hidroksi, epoksi ve keto gibi oksijen grupları 

içeren karotenoidlere ise ksantofil (ksantin) denilmektedir (Oliver and Palou,2000).  

Karotenoidlerin karekteristik özelliği, uzun konjuge polien zincir boyunca tek ve çift 

bağların sürekli olarak yer değiştirmesidir. Bu olgu, yapısındaki ¶-elektronlarının, 

polien zincir boyunca sürekli delokalize olması sonucu konjuge bir sistem 

oluşturmasından kaynaklanamkatadır. Bu özellik karotenoidlerin molekül yapısını, 
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kimyasal aktivitesini, ışığı absorplama özelliklerini ve böylece rengini 

belirlemektedir (Britton,1995).  

 

Karotenoidlerin polien zincirindeki her bir çift bağ, cis ve trans geometrik izomerleri 

olmak üzere iki farklı  konfigürasyonda bulunabilmektedir. Yapıda cis formda bir 

çift bağın bulunması, ardaşık durumdaki hidrojen atomları ve/veya metil grupları 

arasında büyük bir sterik engelleme yaratmakta, bu da termodinamik açıdan 

karotenoidlerin cis izomerlerinin trans formlarına göre daha az kararlı olmasına 

neden olmaktadır. Bu sebepten dolayı doğada bulunan bütün karotenoidler 

çoğunlukla ail-trans formunda bulunmaktadır (Britton,1995). 

 

Karotenoidler beslenme fizyolojisi açısından önemli bir yere sahiptir. Bunun nedeni 

bazı karotenoidlerin provitamin A aktivitesine sahip olmalarıdır. Karotenoidlerin 

provitamin A aktivitesi gösterebilmesi için yapılarında en az bir tane keto, hidroksi 

veya epoksi grup içermeyen b-halkası bulunması gerekmektedir. Karotenoidler 

içerisinde en yüksek provitamin A aktivitesi gösteren molekül -karotendir  

(Minguez- Mosquera et al.,2002b). Teorik olarak bir birim -karoten molekülünden, 

2 birim vitamin A elde edilmesi gerekmetedir. Fakat metabolik süreç sonunda bu 

oranın 6 birim -karotenden, 1 birim retinol (vitamin A) elde edilecek şekilde 

gerçekleştiği belirtilmiştir (Desorby et al.,1998). -karoten dışında, -karoten, -

karoten, -kriptoksantin, -apo-8-karotenal ve bunarın yapı izomerleri, yapılarında 

bir tane -halkası içerdiklerinden dolayı potansiyel A vitamini aktivitesine sahip 

diğer bazı karotenoidlerdir (Minguez- Mosquera et al.,2002b).  

 

Bununla birlite, Peto et al.(1981) tarafından, meyve ve sebzelerle alınan -

karotenin, bazı kanser çeşitlerine karşı koruyucu etki gösterdiğinin belirtilmesinden 

sonra, karotenoidler potansiyel antioksidan madde olarak geniş bir çalışma alanı 

kazanmışlardır. Daha sonraları epidemiyolojik çalışmalarda besinlerle alınan 

karotenoidlerin cilt kanseri (Mathews-Roth and Krinky,1987; Greenberg,1990) 

akciğer kanseri,(Omenn et al.,1996) kalp damar hastalıkları(Morris et al.,1994) ve 

katarakt (Knekt et al.,1992) gibi hastalıklara yakalanma riskini önemli ölçüde 

azalttığını ortaya koymuştur. 
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-karoten ve diğer karotenoidlerin bir başka önemli özelliği ise elektronca zengin 

konjuge bağ yapıları sayesinde, uyarılmış formdaki oksijen molekülünü (singlet 

oksijen, O2*) sönümlendirerek tekrar doğal formdaki oksijen molekülüne 

(triplet,O3*) dönüştürmeleidir. Singlet formdaki oksijen molekülü son derece reaktif 

yapıdadır ve kimyasal reaksiyonlar sonucunda oksidatif hasarlara yol açmaktadır. 

-karoten uyarılmış oksijen molekülündeki fazla enerjiyi bünyesine alarak, 

yapısındaki uzun polien zincir boyunca moleküler titreşim sayesinde ortama ısı 

şeklinde aktarmakta ve bu etki neticesinde -karoten molekülünün yapısında hiç 

bir değişiklik meydana gelmeden uyarılmış formdaki oksijen molekülü (O2*) tekrar 

doğal formuna dönüşmektedir (Krinski,1994; Britton,1995; Edge et al.,1997). - 

karotenin bu özelliği sayesinde, klorofil pigmenti tarafından üretilen reaktif formdaki 

oksijen moleküllerinin sönümlendirilmesi sonucunda gerek krolofil pigmentinin 

yapısında, gerekse lipidlerin yapısında meydana gelebilecek oksidatif hasarların 

önlenmesi sağlanmaktadır (Chen and Liu,1998; Rontani,2001). 

 

2.3. Peroksidaz  

 

Enzimatik esmerleşme olayına katılan diğer bir enzim POD enzimidir. POD 

(donör:H2O2 EC 1.11.1.7),  oksidoredüktazlar adı verilen geniş bir enzim 

grubunun üyesi olup hemen hemen tüm bitki ve hayvanlarda ve çeşitli 

mikroorganizmalarda yaygın olarak bulunur (Burnette, 1977; Adams,1991). 

Enzimin çok geniş bir dağılım göstermesi biyolojik önemini de arttırmaktadır 

(Padiglia et al.,1994). Hücre içerisinde sitoplazmada çözünür formda veya hücre 

duvarına bağlı olarak bulunur (Wang et al.,2000). Hidrogen peroksitle reaksiyona 

girerek pek çok farklı substratı okside edebilen demir içeren oksidatif bir enzimdir 

(Hiner et al.,2002, Miranda et al.,2002, Pomar et al.,1997, Padiglia et al.,1994). 

POD enzimleri; peroksidasyon, hidroksilasyon ve oksidasyon reaksiyonlarının 

gerçekleşmesi yanında ayrıca, katalitik etkiye de sahiptirler (Robinson,1991; 

Wong,1995a). POD enzimleri, enzimatik reaksiyonları esnasında hem 

yükseltgeyici hem de indirgeyici substratları kullanırlar. Yükseltgeyici substratlar 

genellikle peroksitler yada peroksiasitlerdir. Farklı kaynaklardan elde edilen POD 

enzimleri farklı yükseltgeyici substratları kullanabilmektedir. Örneğin yabani 
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turplardan elde edilen POD enzimleri sadece hidrojen peroksit, metil-hidrojen 

peroksit ve etil hidrojen peroksitleri kullanabilmektedir (Burnette, 1977).   

 

Peroksidatik etki, bir bileşiğin peroksitler varlığında okside edilmesidir. Bu 

reaksiyonun gerçekleşmesi için ortamda bir peroksitin bulunması şarttır. 

Peroksidasyon reaksiyonlarının genel eşitliği aşağıdaki şekilde verilmektedir: 

 

ROOH+AH2H2O+ROH+A* (Burnette,1977, Robinson,1991). 

 

Reaksiyondaki okside edici substrat, ROOH; genellikle bir peroksit veya 

peroksiasittir. Reaksiyon üç aşamada gerçekleşmekte olup hidrojen donör substrat 

(AH2), iki hidrojen kaybederek serbest radikal (A*) oluşmaktadır (Robinson,1991). 

 

 

POD+H2O2 Bileşik I 

 

Bileşik I+AH2 Bileşik II+AH 

 

Bileşik II+AH POD+A*( Burnette,1977) 

 

POD enzimlerinin katalizörlüğünde gerçekleşen hidrojen peroksitin oksidasyon 

reaksiyonu Şekil 2.2.’de gösterilmiştir. 
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POD, enzimatik reaksiyonun ilk aşamasında hidrojen peroksitin yapısındaki 

oksijen bağının (O-O) heterolitik olarak kırılmasını gerçekleştirmektedir. Bu 

aşamada hidrojen peroksit, enzimin yapısındaki iki elektronu yapısına alarak su 

molekülüne dönüşmekte ve peroksidaz enzimi ise O=Fe(IV)-porfirin-¶-katyon 

yapısındaki demir-okso formuna yükseltgenmektedir (POD-1). Reaksiyonun ikinci 

aşamasında ise yükseltgenmiş formdaki enzimin hidrojen donör substratlar 

tarafından (AH2) önce POD-II formuna, daha sonra da doğal formu olan POD 

formuna indirgenmesi gerçekleşmektedir (Wong, 1995a).  

 

Hidrojen donör substratlar tarafından POD enziminin indirgenmesi aşamasında 

oluşan serbest radiller, kendi aralarında enzimatik olmayan yollarla birleşerek 

dimer yada polimer formlarını oluşturmaktadırlar. Örneğin POD enziminin fenolik 

yapıdaki hidrojen donör substratı olan guayakol molekülü, reaksiyon esnasında 

okside olarak guayakol radikaline dönüşmekte ve guayakol radikallerinin kendi 
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aralarında polimerleşmesi sonucunda da renkli yapıdaki tetraguayakinonlara 

dönüşmesi, POD aktivitesinin belirlenmesi amacıyla bir çok araştırmacı tarafından 

kullanılmaktadır (Hemeda and Klein, 1991; Güneş and Bayındırlı, 1993; 

Yeminicioğlu et al.,1998). 

 

Hücre içerisinde sitoplazmada çözünür formda, hücre duvarlarına ve kloroplast 

membranına bağlı olarak bulunan POD enziminin meyve ve sebzelerin yapısında 

bulunan bir çok fenolik madde ve besleyici değere sahip bileşikleri substrat olarak 

kullanabilmesi, serbest radikallerinde içinde bulunduğu çok geniş aralıkta ürün 

oluşmasına sebep olmaktadır (Robinson, 1991b). 

 

Bitki dokularında bulunan bir çok fenolik bileşiğin oksidasyonu, çok düşük 

miktarlarda hidrojen peroksit varlığında bile POD tarafından katalizlenebilmektedir. 

POD enzimi farklı oksidasyon formlarında bulunabildiğinden, en az üç farklı tipte 

oksidasyon reaksiyonlarını katalizleyebilmektedirler. Ayrıca bütün bitki dokuları, 

askorbik asit peroksidaz gibi substrat spesifik POD enzimlerini de içerebilmektedir. 

Meyve ve sebzelerin yapısında, fenolik bileşiklerin de içinde bulunduğu çok sayıda 

substrattan, serbest radikal reaksiyonları sonucunda oldukça fazla miktarda ürün 

meydana gelebilir. Örneğin sadece portakal suyu içerisinde yer alan substrat 

niteliğindeki bileşikler arasında askorbik, kafeik, genistik ve kumarik asitler yer alır. 

Bunlar içerisinde askorbik asitin hidrojen donör substrat olarak kullanılması, bu 

bileşenin dehidroaskorbik aside oksidasyonuna neden olur. Dehidroaskorbik asitin 

hidroliz ile diketoglukonik asite dönüşümü ise besinsel değe açısından etkinliğinin 

kaybolması sonucunu doğurur. Bununla birlikte hidrojen peroksit 

konsantrasyonunun, gerek turunçgil meyvelerinde ve gerekse diğer bitkisel 

ürünlerde düşük olması ve nispeten askorbik asit miktarının fazla olması, bu yolla 

bir oksidasyonu oldukça sınırlamaktadır (Robinson,1991).  

 

POD enziminin çok fazla miktarda bileşiğin oksidasyonunu gerçekleştirebilmesi ve 

bunun sonucunda da çok geniş perspektifte ürün oluşturması nedeniyle, bitkilerin 

hasat edildikten sonra renk, aroma ve yapısal değişimlerden sorumlu olabileceği 

fakat kesin bir ilişki kurulmasının ise zor olabileceği düşünülmektedir (Robinson, 

1991a; Burnette, 1977). 
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POD enzimlerinin katalizlediği reaksiyonlarda difenoller indirgen substrat olarak rol 

alabilirler. Bu durumda POD enzimleri kısmen enzimatik esmerleşme 

reaksiyonlarında yer alabilmektedirler (Zhang et al.,2005; Mdluli ,2004). Bu durum 

POD enzimlerinin oksidatif etkisi olarak ifade edilmektedir. POD enzimleri, 

oksidasyon için gerekli oksijeni hidroperoksitlerden alarak fenolik bileşiklere, renk 

maddelerine veya tirozin veya askorbik asit gibi akseptörlere taşıyarak enzimatik 

esmerleşme reaksiyonlarına katılırlar. POD enzimlerinin bu aktivitesi oldukça 

düşüktür (Mdluli ,2004).  

 

POD enziminin bir diğer aktivitesi olan hidroksilasyon; PPO enziminin kresolaz 

aktivitesine benzerlik göstermektedir. POD’ın bir diğer aktivitesi olan katalitik etki 

ise; hidrojen peroksitten su ve oksijen oluşumunu gerçekleştiren bir aktivitedir. 

Dolayısıyla POD enzimi bir anlamda katalaz enziminin işlevine sahiptir  

(Yemenicioğlu,1998).  

 

POD enzimleri tarafından oksidasyon reaksiyonlarının gerçekleştirilmesi, 

peroksidatik etkiye bağlıdır. Ancak meyve ve sebzelerde bu enzimin ihtiyaç 

gösterdiği peroksitlerin oldukça düşük düzeylerde bulunduğu dikkate alınırsa, 

PPO’a göre ikinci derecede bir öneme sahip olduğu düşünülebilir (Adams,1991; 

Williams et al.,1986). Ayrıca POD enzimi, varolan peroksitlerin kullanımında da 

oldukça seçicidir. Örneğin turp POD’ı peroksitlerden yalnızca hidrojen peroksiti ve 

etil hidrojen peroksiti kullanabilmektedir (Burnette, 1977).  

 

POD enzimleri tarafından kullanılan hidrojen donör substratların bazıları ve 

reaksiyon sonucu oluşan ürünler aşağıdaki çizelgede verilmiştir(Burnette,1977). 
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Substrat  Ürün 

Pirogallol  Purpuragallin 

Hidrokinon  Kuinhidron 

Guayakol  Tetraguayakinon 

o-fenilendiamin fenazin 

Kateşol  o-kinon 

o-kresol  sarı çözelti 

Tirosin  Yeşil çözelti 

Adrenalin  Kırmızı çözelti  

 

2.4. Polifenoloksidaz  

 

PPO (monofenol,oksidoredüktaz) meyve ve sebzelerin işlenmesi ve depolanması 

esnasında hasarlı dokulardaki istenmeyen esmerleşme reaksiyonlarından sorumlu 

olan ve bakır içeren  bir enzimdir (Brun-Merimee, et al.,2004; Kavrayan and 

Aydemir, 2001; Chazarro et al.,1997; Valero et al.,1991). PPO enzimleri tirosinaz, 

fenolaz, kateşol oksidaz, monofenol oksidaz, kresolaz ve kateşolaz gibi isimlerle 

de anılmaktadır (Wong,1995). 

 

PPO enzimleri bitki ve hayvanlarda yaygın olarak bulunmaktadır. Bitkideki PPO 

seviyesi; tür, çeşit, olgunluk ve yaşa bağlı olarak değişmektedir. Sağlıklı hücrede 

PPO inaktif formdadır. Dokunun hasara uğraması ile aktif hale geçmekte ve 

fenolleri okside ederek esmer renkli pigment oluşumuna neden olmaktadır 

(Zawistowski et al.,1991). Bitki hücresinde, PPO enzimleri plastidlerde ve fenoller 

vokuollerde yer almasına rağmen hücresel parçalanma meydana geldiğinde 

enzimatik esmerleşme gerçekleşmektedir (Rigal, Gauillard, Richard-Forget, 2000).  

  

PPO oksijen varlığında iki farklı reaksiyonu katalizlemektedir 

1. Monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu, 

2.o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (Şekil 2.3). 
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Bu reaksiyolardan ilki monofenolaz ya da krezolaz ikincisi ise difenolaz yada 

kateşolaz olarak adlandırılmaktadır. Bu aktivitelerden ilki, yani krezolaz aktivitesi 

sonucu; esmer renkli pigmentler oluşmaz. Ancak hidroksilasyon sonucu o-difenolik 

bileşikler, kateşolaz aktivitesiyle esmer renkli bileşiklere dönüşürler. Böylece 

krezolaz aktivitesi adeta kateşolaz aktivitesini besleyerek enzimatik esmerleşme 

olayında dolaylı olarak rol oynar. Bu aşamada kinonlar; diğer fenolik bileşikler, 

aminoasitler, proteinler ve diğer hücresel bileşenlerle enzimatik olmayan 

reaksiyonlara girerek renkli polimer yada pigmentleri oluştururlar (Montero et 

al.,2001; Duangmal et al.,1999; Richard-Forget et al.,1992). 

 

Aynı enzimin iki farklı etki mekanizması olan kateşolaz ve krezolaz aktiviteleri 

enzim sistematiğinde farklı kodlarla anılmaktadır. Bu sınıflandırmada krezolaz 

aktivitesi E.C.1.14.18.1 ve kateşolaz aktivitesi E.C.1.14.18.2 kodlarıyla 

gösterilmiştir (Mayer,1987).  
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Şekil 2.3. difenollere  
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Her PPO enzimi aktif merkezinde molekül başına 2 adet bakır atomu içermektedir. 

Bu bakır kompleksi met, oksi ve dioksi olmak üzere üç formda bulunmaktadır. İki 

adet bakır atomunun her biri 3 adet histidine bağlıdır (Huber et al. 1985). PPO aktif 

hale geçebilmek için bakıra ihtiyaç duymaktadır (Zawistowski et al.,1991). Enzim 

önce oksijen bağlayarak oksi forma geçer. Bu arada Cu+, Cu2+ halini alır ve 

kompleks oluşturur. Bu formdaki enzim o-fenollerin oksidasyonu ve monofenollerin 

hidroksilasyonunu katalize eder (Martinez and Whitaker, 1995). PPO substratları 

okside olabilen OH grubu içeren (OH grupları birbirine göre orta konumda) olan 

bileşiklerdir. Buna göre meyve ve sebzelerin bileşiminde bulunan kafeik asit, 

klorojenik asit, kateşinler ve löko-antosiyanidinler gibi fenolik bileşikler             

enzimatik esmerleşme reaksiyonlarını katalize etmektedirler (Miller and Rice-

Evans,1996).  

 

 

Doğada bulunan diğer PPO enzimi lakkazdır!! 

 

 

Enzimatik esmerleşmenin ilk aşaması o-kinonların oluşmasıdır. O-kinonlar ise, o-

dihidroksibenzol (o-difenol) birimleri içeren her çeşit fenolik bileşikten 

oluşabilmektedir. Buna göre, meyve ve sebzelerde yaygın olarak bulunan doğal 

flavonoid maddelerden, kateşinler, lökoantosiyanidinler, antosiyanidinler, 

flavanonlar ile ayrıca hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik asit ve bunların türevleri 

olan çeşitli bileşikler, kafeik, ferulik, p-kumarik, kuinik, gallik, sinapik ve klorojenik 

asitler gibi çok çeşitli basit fenolik bileşiklerle çeşitli polifenoller enzimatik 

esmerleşmelerde rol oynarlar. Enzimatik esmerleşmelerde rol alan bu maddeler 

yanında, bir çok meyve ve sebzede çok az miktarda bulunmasına karşın onların 

enzimatik yolla esmerleşmelerinde önemli rol oynayan diğer maddelerden biri de 

tirozindir. Enzimatik esmerleşme reaksiyonlarında birçok polifenolik madde 

substrat olarak rol oynamasına karşın, bazı fenolik maddeler inhibitör olarak rol 

oynamaktadırlar. Bazıları ise ne substrat ne de inhibitör niteliğine sahiptirler (Acar 

and Gökmen, 2004).  
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Bitkinin normal yaşam süreci içinde enzimatik esmerleşme olayı belki de lehine 

çalışan bir koruma mekanizmasıdır. Ancak buna karşın özellikle hasattan sonra bu 

enzimler normal işlevleri dışına çıkarak kontrolsüz bir faaliyet göstermektedirler. 

Esasen bu durum taze meyve ve sebzelerin gerek işlenmesinde, gerekse 

depolanmasında büyük sorunlara yol açmaktadır. Özellikle işleme sırasında 

uygulanan kabuk soyma, dilimleme, pulpa işleme gibi dokuyu tahrip eden 

prosesler; enzimleri, fenolik bileşikleri ve hava oksijenini bir araya getirerek adeta 

enzim faaliyetini kamçılayıcı bir etki göstermektedirler. Bunun sonucunda, daha 

işlemenin hemen başlangıcında ürün hiç arzu edilmeyen koyu esmer renkli bir hal 

alabilmekte, fenol kaybından dolayı besinsel değeri düşmekte ve dolayısıyla ticari 

değeri azalmaktadır. Ayrıca reaksiyon sonucu oluşan okside ürünler hiç 

istenmeyen bir tada sahip oldukları gibi  indirgeyici özellikteki C vitamini gibi 

oksidasyona duyarlı öğelerin de kaybına neden olmaktadırlar (Yemenicioğlu, 

1998).  

 

PPO ve POD enzimleri bitkisel dokularda bir çok farklı formda 

bulunabilmektedirler. Örneğin kateşol oksidazlar bitkisel dokularda aktif olmayan 

proenzimler olarak sentezlenmekte ve daha sonra kloroplastlardaki tilakoitlerde 

yoğunlaşmaktadırlar. Bu enzimlerden bir kısmı buradaki protezlarca aktif hale 

getirilerek doğal işlevine kavuşmakta, önemli bir kısmı da latent halde yani ihtiyaç 

halinde kullanılabilecek bir rezerv olarak dokulardaki varlığını sürdürmektedir 

(Mayer,1987; Söderhall and Söderhall, 1989). PPO ve POD enzimlerinin bir kısmı 

hücre sıvısında çözünür halde bulunurken, bir kısmı da yoğunlaştıkları bölgelerde 

zayıf iyonik bağlarla veya daha güçlü kovalent bağlarla, bağlı olarak 

bulunmaktadırlar (Sanchez-Ferrer et al.,1990).    

 

Kateşollerin o-benzokinonlara oksidasyonu sırasında, PPO enziminin geri 

dönüşümsüz bir şekilde inaktive olduğu gözlenmiştir (Golan-Goldhirsh and 

Whitaker, 1984). NMR tekniği kullanılarak PPO enzimlerinin katalizlediği 

reaksyonlar sırasında ara ürün olarak semikinon radikallerinin oluştuğu 

gözlenmiştir (Şekil 2.4.) (Peter et al. 1985; Korytowski et al. 1987). PPO 

enzimlerinin etki mekanizması Şekil 2.5.’de detaylı olarak gösterilmektedir. 
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Şekil 2.4. Polifenol oksidazın katalizleği reksiyon esnasında semi-kinon 
radikallerinin oluşumu.  
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reaksiyon sonucu oksidasyonu.    

Şekil 2.5.  fenol oksidaz enziminin katalizlediği  
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Enzimatik esmerleşme reaksiyonlarının önlenmesinde çeşitli yaklaşımlar 

araştırılmaktadır. Genellikle, PPO’un termal inaktivasyonu ile bu durum önlemeye 

çalışılmakta ancak ısıl işlem doku yumuşaması gibi bazı olumsuzluklara da neden 

olmaktadır. Isıl işlem yerine, kimyasal inhibitörler bu amaçla tercih edilmektedir 

(Tortoe, Orchard ve Bezer, 2006). Enzimatik esmerleşmeyi kontrol etmek için 

kullanılan inhibitörün etkinliği; inhibitörün konsantrasyon ve yapısına, PPO’nun 

kaynağına ve substrata bağlı olmaktadır. PPO enzimlerini inaktive eden pek çok 

inhibitör bilinmektedir. Kullanılan inhibitörlerin bir kısmı enzime, bir kısmı substrata 

bir kısmı ise oluşan ürüne etki etmektedir. Örneğin inorganik iyonlar enzim 

üzerinde etkilidir. PPO metalloprotein olduğu için; siyanid, CO2 ve 

sodyumdietiltiyokarbamat(DIECA) gibi kelat yapıcı ajanlarla inhibe edilebilmektedir 

(Zawistowski et al.,1991). Bunlardan başka inhibitör olarak sülfitler, askorbik asit 

ve tiyol içeren bileşiklerde kullanılmaktadır (Ding et al.,2002; Richard-Forget et 

al.,1992; Zawistowski et al.,1991; Molnar-Perl et al.,1990; Sayavedro-Sota et 

al.,1986).  

 

İndirgeyici ajanlar ve antioksidanlar o-kinonları renksiz difenollere indirgeyerek 

renk bozulmasını önlemektedirler (McEvily et al.,1992). Enzimatik esmerleşme 

reaksiyonlarının oluştuğu ortamda renk değişmelerinin kilit maddesi olan kinonları, 

o-difenollere indirgenmektedir. İndirgeyici ajanlardan en çok bilineni askorbik 

asittir. Askorbik asit ortamda dehidroaskorbik asite okside olarak indirgen bir 

özellik göstermektedir. Ayrıca askorbik asidin etkisiyle meyve ve sebze 

dokularında bulunan oksijeni de indirgeyerek, esmerleşme reaksiyonlarını ikinci bir 

yolla inhibe etme özelliğine sahiptir (Kavrayan and Aydemir, 2001). 

 

Sitrik, okzalik, malik veya fosforik asit gibi asidulantlar ise pH’yı düşürerek ve/veya 

üründeki bakır ile kelat oluşturarak enzimatik esmerleşmeyi önlemektedirler.  

Meyve ve sebzelerin işlenmeleri sırasında ortaya çıkan enzimatik esmerleşmeler, 

ortamın pH ile yakından ilgilidir. PPO enzimlerinin optimum pH değeri, kökenine ve 

substrata göre pH 4 ile 7 arasına değişmektedir (Vamos-Vigyazo,1981). Bu 

nedenle enzimatik esmerleşmeler pH değerinin 4.5’in üzerine çıkmasıyla hızla 

artar ve 5-7 arasında maksimum düzeye ulaşır. pH 4'ün altında PPO aktivitesinin 

azalmasında PPO enziminin merkezinde bulunan bakırın bu düşük pH 

değerlerinde enzime daha gevşek bağlandığı ve enzim aktivitesinin azaldığı 



 37 

düşünülmektedir.  Bu nedenle meyve ve sebzelerin işlenmelerinde enzimatik 

esmerleşmeleri önlemek amacıyla bazen haşlama veya yıkama suyuna % 0.1 

düzeyinde sitrik asit kullanılmaktadır (Martinez and Whitaker, 1995).  

 

Sülfüroz asit ve tuzları (sülfit, bisülfit ve metabisülfit) da kuvvetli bir inhibitör etkisi 

gösterir. Ortamda bulunan % 0.01 düzeyindeki SO2 esmerleşmeleri önlemektedir. 

Ancak özellikle son zamanlarda, bu maddenin astım hastalarında oluşturuğu gibi 

sağlık üzerinde bazı olumsuz etkilere neden olduğunun saptanmış olması, 

kullanımına FDA tarafından sınırlamalar getirilmesine yol açmıştır (Sapers and 

Miller, 1992; Oszmianski and Lee, 1990). Ayrıca SO2’nin uygulandığı ürünün tad 

ve kokusu üzerinde belirgin olumsuzluklara neden olması ve tiamin gibi besin 

öğelerini parçalaması da bu maddenin kullanımının giderek azalmasına neden 

olmaktadır. Bu nedenlerden dolayı son yıllarda alternatif kimyasalların kullanımı 

üzerinde durulmaktadır. Anak SO2 kadar etkin bir kimyasal bulunamamıştır. 

Askorbik asit ve türevleri esmerleşmeyi,  ortamdan kendileri tükenene kadar yani 

belli bir süre durdurabilmektedir. Ayrıca ürünün uzun süre depolanması 

durumunda bu maddelerin bizzat kendileri enzimatik olmayan esmerleşmeye 

neden olmaktadırlar (Tronc et al., 1997).  

 

Meyve ve sebzelerin enzimatik yolla esmerleşmeleri, yapılarındaki enzim ve 

substrat (fenolik madde) derişimleri ile yakından ilgilidir. Her iki parametre, meyve 

ve sebzelerin cinslerine  ve aynı zamanda olgunluk durumlarına göre farklı 

derişimlerde olabilirler. Tam olgunlaşmamış ürünlerde PPO aktivitesi yüksek 

olduğu gibi, kolay okside olabilen maddelerin miktarları da fazladır. Turunçgillerde 

ise okside olabilir nitelikte fenolik bileşik ve PPO bulunmadığından ve pH değerleri 

de düşük olduğundan bu meyve ve ürünlerinde enzimatik esmerleşme 

görülmemektedir (Vamos-Vigyazo, 1981).  

 

Bu tez çalışması kapsamında oksidasyon enzimlerinin (POD.PPO,LOX) primer 

reaksiyon koşullarında ortama ilave edilen askorbik asit, karotenoidler ve fenolik 

bileşiklerin uğradığı değişimlerin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu kapsamda elde 

edilen bulguların, meyve ve sebzelerdeki antioksidan bileşikler ile oksidasyon 

enzimleri arasındaki ilişkinin belirlenmesi konusuna açıklık getireceği 

düşünülmüştür. Böylece sadece renk ve tat-koku gibi duyusal özelliklerin 
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bozulmasından sorumlu tutulan oksidasyon enzimlerinin aynı zamanda toplam 

antioksidan kapasite, yani besinsel kalite üzerine etkileri belirlenmiştir. 

 

 
 
3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1 Materyal 

 

Bu tez çalışmasında marul örneğine ait deneyler yapılmıştır. 

 

3.2. Ham Enzim Ekstraktının Hazırlanması: 

 

PPO,POD ve LOX ham enzim kaynağı olarak seçilen marul (yak.3 g) tampon 

çözelti ile (yak.9ml) karıştırılarak homojenizatörde parçalanmıştır. Homojenat daha 

sonra +4°C’de 15 dak süreyle 15000 rpm de santrifüjlenmiştir. Hedef enzimleri 

içeren berrak supernatantlar birleştirilmiştir. 

 

3.3. Enzim Saflaştırma  

Ham enzim ekstraktı, DEAE-selüloz içeren kolona (10 × 2.5 cm)  uygulanmıştır. 

DEAE kolonu, DEAE-selülozdan 10 g alınıp pH 4 tamponu ile karıştırılarak elde 

edilmiştir. Kolonun içerisindeki hava kabarcıkları uzaklaştırılmıştır. Kullanılmadan 

önce kolondan bol miktarda pH 4 tamponu geçirilmiştir. Tüm bu işlemlerden sonra 

kolon kullanıma hazır hale geldiğinden, kolona yaklaşık 30 ml enzim ekstraktı 

uygulanmıştır.  Kolonun musluğu açılarak 5 er ml lik fraksiyonlar toplanmış ve bu 

işleme enzim ekstrakt seviyesi kolon dolgu seviyesine inene kadar devam 

edilmiştir. Böylece enzim ekstraktı ham enzim kolonuna emdirilmiştir. Bu 

aşamadan sonra kolona pH 4 tampon çözeltisi ilave edilerek kolondan 5 er ml‘lik 

fraksiyonlar toplanmaya başlanmış ve zaman içerisinde kolona ilave edilen 

tampon çözeltisinin pH sı 0.25 aralıklarla pH 9 a kadar arttırılmıştır. Kolon 

çıkışından toplanan fraksiyonlarda (eluat) PPO, POD ve LOX aktiviteleri, kinetik 

özellikleri ve protein miktarları tespit edilmiştir.  
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3.4. Protein Tayini  

Protein miktarı Bradford (1976) boya bağlama yöntemine göre tayin edilmiştir. 

Hazırlanan bradford reaktantı ile karıştırılan örneğin 595 nm’deki absorbansı, 

bovin albumin çözeltisi standart eğrisi ile (eşleştirilerek) karşılaştırılarak protein 

derişimi saptanmıştır. 

 

3.5. Enzim Aktivitelerinin Ölçümü: 

 

3.5.1. POD aktivite ölçümü: 

 

POD aktivite ölçümlerinde substrat olarak 240 mM guayakol ve 240 mM hidrojen 

peroksit çözeltileri kullanılmıştır. Guayakol çözeltisi %50’lik etil alkol kullanılarak 

hidrojen peroksit ise deiyonize su ile hazırlanmıştır. Bir spekrofotometre küveti 

içerisine pH 6.5 tamponu(POD için optimum pH), substrat ve enzim ekstraktı 

kullanılarak küvet içerisinde 420 nm dalgaboyundaki absorbans artışı 3 dakika 

süreyle kaydedilmiştir. Elde edilen absorbans-zaman grafiğinin doğrusal değiştiği 

kısmının eğiminden POD aktivitesi hesaplanmıştır. 

 

3.5.2. LOX aktivite ölçümü: 

 

LOX aktivite ölçümünde substrat olarak linoleik asit kullanılmıştır.12 ul linoleik asit 

(%99 saflıkta) 200 ul tween 20ve 1920 ml deiyonize kullanılmıştır.Reaksiyon 

karışımı 130 ul 0.1 M NaOH eklenerek berraklaştırılmış ve üzerine 2 ml saf su 

eklenerek 4.5 mM linoleik asit çözeltisi elde edilmiştir. Bir spekrofotometre küveti 

içerisine pH 6 tamponu(LOX için optimum pH), substrat ve enzim exkraktı 

kullanılarak küvet içerisinde 234 nm dalgaboyundaki absorbans artışı 3 dakika 

süreyle kaydedilmiştir. Elde edilen absorbans-zaman grafiğinin doğrusal değiştiği 

kısmının eğiminden LOX aktivitesi hesaplanmıştır. 

 

3.5.3. PPO aktivite ölçümü 

 

PPO aktivite ölçümünde substrat olarak 10mM kateşol kullanılmıştır. Bir 

spekrofotometre küveti içerisine pH 7 (PPO için optimum pH) tamponu, substrat ve 
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enzim ekstaktı kullanılarak küvet içerisinde 420nm dalgaboyundaki absorbans 

artışı 3 dakika süreyle kaydedilmiştir. Elde edilen absorbans-zaman grafiğinin 

doğrusal değiştiği kısmının eğiminden PPO  aktivitesi hesaplanmıştır. 

 

3.6. Kinetik Karekterizasyon 

 

PPO, LOX ve POD enzimlerinin katalizlediği reaksiyonların hızı üzerine substrat 

konsatrasyonunun etkisi Lineveawer-Burk modeline göre belirlenmiştir. Bu amaçla 

POD, LOX ve PPO enzimleri için primer substrat olarak sırasıyla hidrojen peroksit 

ve guayakol, linoleik asit ve kateşol kullanılarak bu enzimlerin primer subtrat 

affiniteleri belirlenmiştir. Ayrıca her üç enzimin sekonder substrat varlığında oluşan 

reaksiyonlarda  incelenmiştir.Primer substrat affiniteleri ve sekonder oksidasyon 

reaksiyonları ayrıca potansiyometrik olarak da incelenmiştir. 

 

 

pH ve sıcaklık aktiviteleri POD,LOX,PPO enzim aktiviteleri pH 4.0-9.0 ve 10-60 0C 

aralıklarında ölçülerek optimum aktivite gösterdikleri pH ve sıcaklık aralıkları 

belirlenmiştir. 

 

3.6.1. Ki Hesaplanması 

 
Ki, inhibitörün enzime olan affinitesini ifade eder. Ki’nin hesaplanması için 

kullanılan yöntem aşağıdaki grafikte gösterilmiştir. Buna göre ok ile ifade edilen 

değer –Ki değerini vermektedir. 
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Şekil 3.1. Sisteine ait ki değerinin hesaplanması 

 

3.7. Fenolik Bileşiklerin HPLC ile Analizleri 

İnce doğranmış 3 g marul örneği 9 ml saf su, % 0.5 askorbik asit, %0.05 sistein, 

%0.5 sitrik asit ve %0.5 okzalik asit ile karıştırılıp homojenizatörde parçalanmıştır. 

Elde edilen bulamaçtan 10 dakika sürelerle örnekler alınmış, HPLC analizine 

kadar derin dondurucuda muhafaza edilmiştir. 10000 rpm’de 10 dakika santrifüj 

işleminden sonra berrak supernatantlar HPLC’de izlenmiştir. Kromotografik 

seperasyon C18 25 cm uzunluğundaki C18 kolon kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Kromotogramlar 280 nm de izlenmiştir. 1 ml/dak akış hızında farklı derişimlerde 

formik asit (gradiyent)-metanol  kullanılarak seperasyon gerçekleştirilmiştir. 

 

3.8. Marul Antioksidanlarının Karekterizasyonu 

3.8.1. Marul ekstraktının hazırlanması 

3 g marul ekstraktı 6 ml su ile homojenize edilmiş, başlangıçta ve 24 saat sonra 

homojenize edilmiş maruldan örnekler alınmıştır. Isıtma işlemi için ise homojenize 

edilmiş marul ekstraktı 80 C de 10 dakika süreyle ısıtılmıştır. 15000 rpm de 30 

dakika süreyle santrifüj edilmiş ve elde edilen supernatant suda çözünen 

antioksidan kaynağı olarak kullanılmıştır. 
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3. 8.2. Toplam fenol konsantrasyonu 

Marul ekstraktının toplam fenol içeriği, Folin-Ciocalteu`s phenol reagent 

kullanılarak  765 nm de spektrofotometrik olarak belirlenmiştir.  

 

3.8.3. Antioksidan çözeltiler 

Yağda çözünen antioksidanlar, çözünürlüklerine bağlı olarak farklı çözücülerde 

çözündürülmüşlerdir. TOH hekzanda QC ise metanolde çözündürülmüştür. Suda 

çözünen antoksidan (AA) 0.01 M fosfat tamponda çözündürülerek elde edilmiştir. 

TOH, QC ve AA konsantrasyonu, soya fosfoditil kolin moleküler ağırlığı 900g/ml 

olarak alınarak yağ fraksiyoundaki  % mol olarak hesaplanmıştır. 

 

3.8.4. Lipozom hazırlanması 

Lipozom, Roberts & Gordon, 2003’de açıklanan metoda göre hazırlanmıştır. 1.5 

moL soya fosfoditil kolin içeren çözeltiden 2 ml alınarak, kloroformda 

çözündürülmüş ve 1 mL saf hekzan,1 mL -tokoferol çözeltisi veya 1 mL kuersetin 

çözeltisi ile karıştırılmıştır. Oksidayon AMVN öncülüğünde gerçekleştirildiğnde 

absolute etanolde hazırlanan 43 mM AMVN‘den 86 l hazırlanan örneğe ilave 

edilmiştir. Çözücüler, sıcaklığı 30 ˚C ye ayarlı su banyosu ve rotary evaporatör ile 

yak.100 mbar basınçta  uzaklaştırılmıştır. Buharlaştırmadan sonra atmosferik 

basınç azotla muamele edilmiştir. Lipit parçaları daha sonra 10 ml 0.01 M fosfat 

tamponu ile çözündürülmüş ve 10 dakika vorteks işlemi uygulanmış 30 saniye 

süreyle de sonikasyona tabii tutulmuştur. Sonuçta homojen ve multilamellar bir 

lipozom elde edilmiştir. Unilamelllar lipozom, Avestin Lipofast Basic small volume 

(500 μL) extrusion aleti (Avestin Europe Gmbh, Mannheim, Germany) kullanılarak 

hazırlanmıştır. Süspansiyon, 200 nm por çapındaki 2 katlı polikarbonat 

membranlardan 21 kez geçirilmiştir. Marul ekstraktı ve askorbik asit,  lipozom 

sistemine fosfat tamponda çözündürüldükten sonra ilave edilmiştir. Marul ekstraktı, 

1000 kat seyreltildikten sonra 165 l alınarak ilave edilmiş ve bu şekilde fenol 

içeriği de 1.84x10-5 mg GAE ayarlanmıştır. 
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3.8.5. Lipozomların Peroksidasyonu 

Unilamellar lipozom süspansiyonu (2.5 mL) kuvartz küvetlere ilave edildikten sonra 

su ceketli küvetlerde 37 oC de 10 dakika inkübasyona bırakılmıştır. 75 mM AAPH 

(pH 7.4) çözeltisinden 25 l eklenip küvetler 5 kez ters yüz edilip çevrildikten ve 

kapatıldıktan sonra (evaporasyonu önlemek için) reaksiyon AAPH öncülüğünde 

başlatılmıştır. 234 nm’deki absorbans 900 dakika süreyle her 10 dakidada bir 

kaydedilmiştir. Elde edilen absorbans-zaman grafiğinin doğrusal değiştiği kısmının 

eğiminden lag faz hesaplanmıştır (Roberts & Gordon, 2003).  

 

 

Şekil 3.1. Kuersetin ve marul ekstraktı kombinasyonunda AAPH varlığında elde 
edilen spektrofotometrik sonuctan lag fazın hesaplanması 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

4.1. Enzim saflaştırma 

 

Bu amaçla materyal ve metot bölümünde anlatılmış olan ultra-filtrasyon ve DEAE-

selüloz kolon kromotografisi tekniklerinden faydalanılmıştır. Uygulanan işlemler 

sonucunda saflaştırmaya ilişkin olarak elde edilen sonuçlar Çizelge 4.1., 4.2. ve 

4.3.’de verilmiştir. Buna göre ham ekstrakttan itibaren kolon kromotografisi 

uygulamasıyla daha yüksek saflık oranlarına ulaşılmıştır.  

 

Çizelge 4.1. Taze maruldaki PPO enzimlerinin kısmi saflaştırması 

Saflaştırma 

basamakları 

Hacim(ml) Toplam 

aktivite(U) 

toplam 

protein(mg) 

Spesifik 

aktivite(U/mg) 

Verim(%) Saflık(kat) 

Ham ekstrakt   2.83 478.8 0.006 100 1 

DEAE-kolon  

kromotografisi 

30      

PPO1 5 0.067 7.9 
 

8.48 2.4 1413 
 

PPO2 10 0.219 93 2.35 7.8 392 

PPO3 5 0.057 18 3.16 2 527 

PPO4 10 0.083 18 4.60 3 767 

 

Çizelge 4.2. Taze maruldaki POD enzimlerinin kısmi saflaştırması  

Saflaştırma 

basamakları 

Hacim(ml) Toplam 

aktivite(U) 

Toplam 

protein(mg) 

Spesifik 

aktivite(U/mg) 

Verim(%) Saflık 

(kat) 

Ham ekstrakt  0.58 478.8 0.0012 100  

DEAE-kolon 

kromotografisi 

30      

POD1 5 0.052 18 2.9 9 2417 
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Çizelge 4.3. Taze maruldaki LOX enzimlerinin kısmi saflaştırması  

Saflaştırma 

basamakaları 

Hacim(ml) Toplam 

aktivite(U) 

Toplam 

protein(mg) 

Spesifik 

aktivite(U/mg) 

Verim(%) Saflık  

(kat) 

Ham ekstrakt  1.19 478.8 0.003   

DEAE-kolon 

kromotografisi 

30      

LOX1 5 0.24 217 
 

1.1 20 367 
 

LOX2 10 0.17 194 0.86 14 292 

 

 

PPO, POD ve LOX enzimlerinin karekteristik özellliklerinin daha iyi açıklanabilmesi 

için saflaştırma işlemi yapılmıştır. Kolon, DEAE-selüloz ile doldurulmuş ve pH 4-9 

arasında gradient uygulanmıştır. En aktif fraksiyonlar, PPO için PPO1, PPO2, 

PPO3 ve PPO4; POD için POD1 ve LOX için LOX1 ve LOX2 fraksiyonları 

toplanmıştır. PPO için  pH 4.25, 4.5, 4.75  ve 8.275’de; POD pH 4.75’de; LOX için 

pH 5.75 ve 7.5’de en aktif fraksiyonlar elde edilmiştir. PH gradientinden önce tuz 

gradienti denemiş ancak sonuç başarılı bulunmamıştır. PPO ve POD enzimlerinin 

esmerleşme reaksiyonlarına neden olması dolayısıyla polifenollerin olumsuz 

etkilerini ortadan kaldırmak amacıyla PVPP kullanılmıştır (Goulart, et al., 2003). 

 

Şekil 4.1’deki elüsyon profili incelediğinde, elüsyonun hemen başında enzim 

aktivitesi içermeyen bileşiklerin topluca kolondan ayrıldığı görülmektedir. Bu durum 

gradient başlamadan önce kolonun bol miktarda tamponla yıkanmış olmasından 

kaynaklanmakta olup, bu yolla PPO, POD ve LOX dışındaki tüm unsurların 

uzaklaştırılması hiç kuşkusuz saflaştırma işlemine katkıda bulunmaktadır. Yine 

aynı elüsyon profilinde kolondan tutulmadan geçebilmiş PPO enzimlerinin başlıca 

iki ana fraksiyonu (PPO1 ve PPO4) ve bunları takip eden  iki alt fraksiyondan 

(PPO2 ve PPO3) oluştuğu anlaşılmaktadır. Bu fraksiyonlardan PPO1 ve PPO4’ün 

saflığı, bir önceki işlem aşmalarındakine kıyasla artarken dört alt fraksiyonun saflık 

düzeyleri yaklaşık ham ekstrakttaki saflık düzeyine düşmüştür.  Bu nedenle 

sadece iki alt fraksiyon (PPO1 ve PPO4) karekterize edilmiştir.  
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Şekil 4.1. DEAE-selüloz dolgulu kolondan elde edilen (A) PPO (B) POD ve (C) 
LOX enzimlerine ait aktivite değerleri  

 

 

 

4.2. Polifenoloksidaz, Peroksidaz ve Lipoksigenaz Enzimlerinin  Ana 

Fraksiyonlarının Bazı Özellikleri 

 

4.2.1. Optimum sıcaklık derecesi  
 
Bu amaçla 10-80 °C aralığında aktivite ölçümleri yapılmış ve sonuçlar Şekil 4.2.’de 

gösterilmiştir. Şekilde görüldüğ gibi PPO1 fraksiyonu 40 °C’de ve PPO4 fraksiyonu 

ise 30 °C’de optimum aktivite göstermektedir. Bu değerler PPO enzimi için ham 

ekstraktta da belirlenmiş olup 40 °C olarak bulunmuştur. 40°C’yi dereceyi aşan 

sıcaklıklarda PPO enzimlerinin denatürasyonu sonucu aktivite azalmaktadır. Buna 

gore, PPO1ve PPO4 fraksiyonları ham ekstraktta bulunanlar gibi yüksek 

sıcaklıklarda çalışabilen enzim fraksiyonları içermemektedir.  

 

Saflaştırılmış POD enzimi için de optimum sıcaklık 30 °C olarak tespit edilmiştir. 

Aynı değer çilek POD aktivitesi için de bildirilmiştir (Civello et al.,1995). 
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LOX enzimlerinin izoformları ise 40 ve 30 °C’lerde optimum aktivite 

göstermektedirler. Muz yaprağı (banana leaf) LOX aktivitesi de 40 °C de optimum 

aktivite göstermektedir (Kuo et al., 2006). 
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    (c)  

Şekil 4.2. (a) PPO, (b) POD ve (c) LOX enzimlerine ait optimum sıcaklık grafikleri 
 
 

4.2.2. Optimum pH derecesi  

 

Bu amaçla pH’sı 4.0 ve 9.0 arasında değişen ortamlarda aktivite ölçümleri 

yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.3.’de gösterilmiştir da pH 7’de optimum 

düzeyde çalışabildiği tespit edilmiştir. LOX1 ve LOX2 fraksiyonları için sırasıyla 6 

ve 7 olarak bulunmuştur. PPO enzimleri için bulunan değer ham ekstrakttan elde 

edilen değer ile aynıdır (Altunkaya and Gökmen, 2008).  Marul POD enzimleri için 

optimum pH aralığının 6-8.5 arasında değiştiği bildirilmiştir (Fang et al.,2008).  Bu 

kadar geniş bir aralıkta yer alması, izoenzimlerin farklı pH değerlerinde optimum 

aktivite göstermesinden kaynaklanabilmektedir. LOX izoenzimleri ise asidik 

koşullarda, nötral ortamlara gore daha stabil olmaktadırlar. Soya fasülyesi LOX 

enzimlerinin de benzer pH değerlerinde optimum aktivite gösterdikleri tespit 

edilmiştir (Civello et al.,1995). 
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    (b) 

 

 

    (c) 

Şekil 4.3. (a) PPO, (b) POD ve (c) LOX enzimlerinin optimum pH değerleri 

 

 

4.2.3. Vmax ve Km değerleri 

Km ve Vmax değerleri bir enzimin substratına karşı olan kinetik davranışı 

hakkında bilgi veren değerlerdir. Km değeri bir enzimin substratına karşı olan 

afinitesini göstermekte olup, bu değerlerin düşük olması afinitenin yüksek 

olduğuna işaret etmektedir. Diğer yandan Vmax değeri, ortamdaki tüm enzimin 

substratıyla birleştiği zaman, gelişen reaksiyonun maksimum hızıdır. Bu hızın 

yarısına ulaşmak için, substrat konsantrasyonunun Km değerine eşit olması 

gerekmektedir.  
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Km değeri ayrıca, bir enzimin dokunun original ortamdaki substrat konsantrasyonu 

hakkında da bilgi veren bir değerdir.  Dokudaki substrat konsantrasyonunun çoğu 

zaman Km değerine yakın olduğu bildirilmektedir (Segel,1976). 

 

Literatürde, pek çok fenolik bileşiğin PPO enzimlerinin substratı olarak davrandığı 

gösterilmiştir (Doğan and Doğan, 2004). Bu bağlamda, dihidroksi ve trihidroksi 

fenoller sırasıyla kateşol, klorojenik asit, kafeik asit, kateşin ve gallik asitin marul 

PPO enzimlerine karşı substrat spesifikliği belirlenmiştir. Substrat 

konsantrasyonları bu konuda yapılmış diğer araştırmalarda genellikle kullanılmış 

değerler dikkate alınarak seçilmiştir. Marul PPO enziminin en aktif formları (PPO1 

ve PPO4) için apparent kinetik  parametreler belirlenmiştir (Çizelge 4.4.). Marul 

PPO enzimleri dihidroksi fenolleri substrat olarak kullanırken trihidroksi fenollere 

karşı herhangi bir aktivite tespit edilmemiştir. Katalitik etkinliğin açıklanabilmesi için 

Vmax/Km değerleri hesaplanmıştır. Yine tablodan da görüleceği gibi Vmax/Km 

değerleri her iki fraksiyon için farklılık göstermektedir. Substrat afinitesi PPO1 

izoenzimi için sırasıyla klorojenik asit>kafeik asit>kateşin>kateşol>gallik asit olarak 

bulunmuştur. PPO4 izoformu için bu sıralama  kateşol>kateşin>kaffeik 

asit>klorojenik asit>gallik asit  şeklinde tespit edilmiştir. PPO1 ve PPO4 

izoformlarının her ikisinde gallik aside karşı bir aktivite belirlenmemiştir. Klorojenik 

asitin, kahve yaprağından elde edilen  PPO enzimleri içinde en iyi substrat olduğu 

bildirilirken kateşol de pek çok bitki için aynı özelliği göstermektedir (Rapeanu et 

al.,2006; Mdluli, 2005). Substrat spesifikliğine ilişkin bu sonuçların daha anlamlı bir 

nitelik kazanması için marul örneğinin fenolik bileşik profile de belirlenmiştir. Bu 

konu ile ilgili çalışma ileri bölümlerde yer alacaktır.  

 

POD enzimine ait kinetik parametreler, indirgeyici substrat olarak guayakol 

kullanılarak belirlenmiştir. POD aktivitesi değişen H2O2 konsantrasyonları için 

Michaelis-Menten ilişkisi göstermektedir (Çizelge 4.5.). Marul POD için Km 0.33 ve 

Vm 0.24 olarak bulunmuştur. H2O2 için düşük km değeri, enzimin aktif 

bölümündeki hem grubu ile substrat arasındaki hidrofobik etkileşimleri 

yansıtmaktadır (Onsa et al., 2006).   
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LOX enzimlerine ait kinetik parametrelerin belirlenmesi için de 0-12 mM arasında 

değişen linoleik asit konsantrasyonlarında Michaelis-Menten eğrileri elde edilmiştir 

(Çizelge 4.6.). LOX1 için Km 0.33 ve Vm 0.24 olarak bulunurken LOX için Km 0.98 

ve Vm 0.24 olarak tespit edilmiştir. LOX1 için substrat afinitesinin daha yüksek 

olduğu sonucuna ulaşılmıştır.  

 

Çizelge 4.4. Marul PPO1 ve PPO4 izoenzimlerinin farklı substratlar için kinetik 
parametreleri (Km veVm)  

 

 Km(mM) Vm (1/dak.) Vm/Km 

 PPO1 PPO4 PPO1 PPO4 PPO1 PPO4 

Klorojenik asit 2.18 0.22 31.25 0.01 14.33 0.05 

Kateşol 15.00 0.14 75.18 0.08 5.02 0.57 

Kateşin  22.90 0.09 114.94 0.01 5.01 0.13 

Kaffeik asit 2.15 0.19 2.15 0.08 1.00 0.41 

Gallik asit  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

 

 

Çizelge 4.5. Kısmen saflaştırılmış POD için Km ve Vmax değeri 

Km(H2O2)(mM) Vm(1/dak.) Vm/Km 

6.486 0.0458 7.6x10-3 
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Çizelge 4.6. Marul LOX1 ve LOX2 izoenzimlerine ait kinetik parametreler (Vmax 
ve Km)  

 Km(mM) Vm (1/min) Vm/Km 

 LOX1 LOX2 LOX1 LOX2 LOX1 LOX2 

Linoleik asit 0.33 0.98 0.24 0.24 14.33 0.05 

 

 

4.2.4. PPO ve LOX aktivitelerine inhibitörlerin etkisi 

Dört farklı inhibitörün askorbik asit (0.012-0.040 mM), sistein (0.001-0.003 mM), 

okzalik asit (0.04-0.80 mM) ve sitrik asitin (0.04-0.80 mM) marul PPO1 ve PPO4  

aktivitelerine olan etkisi araştırılmıştır. İnhibisyon tipleri ve inhibisyon sabitleri (ki) 

Çizelge 4.7’de verilmiştir. Kullanılan inhibitörler arasında marul PPO1 ve PPO4 

aktivitelerine karşı en etkin inhibitörün sistein olduğu tespit edilmiştir. Her iki 

fraksiyon için askorbik asit ve sistein rekabetçi (competetive), sitrik ve okzalik asit 

ise rekabetçi olmayan(non-kompetetive) inhibisyon etkisi göstermişlerdir. Burada 

rekabetçi inhibisyon tipine örnek olarak askorbik asit, rekabetçi olmayan inhibisyon 

tipime örnek olarak da okzalik asit verilerek kinetic analiz açıklanmıştır.  

Kontrol (inhibitör olmayan durum) ile kıyaslandığında askorbik asitin marul PPO1 

enzimi üzerine etkisi Michaelis-Menten eğrisi (Şekil 4.4.) ve Linewear-Burk grafiği 

(Şekil 4.5.)’de açık bir şekilde görülmektedir.  
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Şekil 4.4. Oksidasyon reaksiyonu ortamına farklı konsantrasyonlarda askorbik asit 
ilave edildiğinde oksidasyon hızında oluşan değişimler 
 

 

Askorbik asit ile gerçekleşen PPO inhibisyonunun tipini belirlemek için Eşitlik1 de 

verilen Michaelis-Menten hız ifadesinin doğruşallaştıtılmış formu olan Linewear-

Burk eşitliği (Eşitlik 2) kullanılmıştır. 

Michaelis-Menten Hız eşitliği: 

 
 SKm

S
VmV


  

 

Michaelis-Menten hız eşitliğinin doğrusal formu, Linewear-Burk eşitliği: 

 
 SV

SKm

V max

1 
  

 

Burada; 

Vmax= Maksimum hız (1/dak.) 

Km= Maksimum hızın yarısına ulaşmak için gerekli kateşol konsantrasyonu (mM) 

[S]= kateşol konsantrasyonu (mM) 

 

Askorbik asit varlığında elde edilne kinetik veriler Michaelis-Menten modelinin 

doğrusallaştırılmış formu olan Linewear-Burk modeline göre ele alınıp, 1/kateşol 

konsantrasyonuna karşı 1/ reaksiyon hızı grafikleri çizildiğinde x-eksenini kestiği 

noktaların değiştiği ancak y eksenini kestiği noktaların değişmediği görülmektedir 

(Şekil 4.5.). Bu durum inhibitör varlığında marul PPO1 enzimi için Km değerlerinin 

arttığı ve Vmax değerlerinin değişmediğini göstermektedir. Marul PPO1 enziminde 

görülen bu davranış, askorbik asit varlığında gözlenen inhibisyonun rekabetçi 

inhibisyon modeline uyduğunu göstermektedir.  
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Şekil 4.5. Askorbik asit varlığında marul PPO1 enzimine ait Lineweaver-Burk 

grafikleri 

Şekil 4.6.’de rekabetçi inhibisyonun reaksiyon mekanizması şematik olarak 

gösterilmiştir.Rekabetçi inhibisyon modelinde inhibitor enzimin aktif bölgesine 

substratla yarışarak bağlanmaktadır. Enzim ile inhibitör kolaylıkla bağlanmakta 

ancak ürün oluşmamaktadır. Ortamdaki substrat konsantrasyonu arttıkça enzimin 

inhibitöre olan ilgisi azalmakta ve inhibisyon ortadan kalkmaktadır. Dolayısıyla Km 

değeri azalırken Vmax değeri değişmemektedir (Copeland, 2002).  

 

Şekil 4.6. Rekabetçi inhibisyon modeli  

 

Rekabetçi enzim inhibisyon modelinde Michaelis-Menten hız eşitliği eşitlik 3’deki 

gibi ifade edilmektedir. 
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Eşitlik 3: 

 
 













Ki

I
KmS

SV
V

1

max
 

 

 

Eşitlik 3 doğrusallaştırıldığında ise Eşitlik 4 elde edilmektedir: 

  max

1
1

1

max

1

VKi

I

SV

Km

V








  

 

Eşitlik 3 ve 4’de gösterilen [I] inhibitor konsantrasyonu, Ki inhibitor dissosiasyon 

sabitini belirtmektedir. Ki değeri düştükçe inhibitörün etkinliği artmaktadır.  

 

Oksidasyon ortamına okzalik asit ilave edildiğinde elde edilen Micahaelis-Menten 

eğrisi ise şekil 4.7’de görülmektedir.  

 

Şekil 4.7. Farklı konsantrasyonlarda okzalik asit ilave edildiğinde oksidasyon 
hızında oluşan değişim 

 

Yine aynı yöntemle elde edilen Michaelis-Menten eğrisi doğrusallaştırıldığında 

elde edilen Lineweaver-Burk grafikleri ise Şekil 4.8’de görülmektedir. Burada 
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askorbik asitle elde edilen grafikten farklı olarak y-eksenini kestiği noktaların 

değiştiği ancak x-eksenini kestiği noktaların aynı olduğu görülmektedir. Bu durum, 

okzalik asit varlığında marul PPO1 enzimi için Vmax değerlerinin azaldığını buna 

karşılık Km değerlerinin değişmediğini göstermektedir.  

     

 

Şekil 4.8. Okzalik asit varlığında marul PPO1 enzimine ait Lineweaver-Burk 

grafikleri 

 

Rekabetçi olmayan enzim inhibisyon modelinde Michaelis-Menten hız eşitliği, 

Eşitlik 5’deki gibi ifade edilmektedir: 

 
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SV
V

1

max
 

Bu eşitlik doğrusallaştırıldığında ise Eşitlik 6 elde edilmektedir 
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Rekabetçi olmayan enzim inhibisyon modelinde inhibitor madde, enzim veya 

enzim-substrat kompleksine etki ederek ürün oluşumunu engellemektedir. Ortama 
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ilave edilen inhibitor konsantrasyonu ile doğru orantılı olarak enzim inhibisyonu 

gerçekleşmekte, ortamda bulunan inhibe olmamış enzim miktarına bağlı olarak ise 

ürün oluşmaktadır. Bundan dolayı enzim kinetiğine ait parametrelerden Km değeri 

değişmezken Vmax değeri azalmaktadır (Copeland, 2000).   

 

 

Şekil 4.9. Rekabetçi olmayan inhibisyon modeli 

 

Çizelge 4.7. Farklı inhibitörlerin PPO1 ve PPO4 izoenzimlerini inhibisyon tipi  

 I (mM) Ki (mM) İnhibisyon tipi  

 PPO1 PPO4 PPO1 PPO4 PPO1 PPO4 

Askorbik asit 1.2x10-2 2.8x10-2 9.2x10-2 7.5x10-2 Rekabetçi  Rekabetçi  

 1.6x10-2 4.0x10-2     

L-sistein 1.1x10-3 2.0x10-3 3.0x10-3 2.0x10-3 Rekabetçi  Rekabetçi  

 2.4x10-3 3.6x10-3     

Okzalik asit  4.0x10-2 1.5x10-2 1.5x10-1 4.7x10-1 Rekabetçi 

olmayan 

Rekabetçi 

olmayan 

 7.8x10-2 2.5x10-2     

Sitrik asit  4.1x10-2 1.5x10-2 1.1 x10-1 4.17 x10-1 Rekabetçi 

olmayan  

Rekabetçi 

olmayan  
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 8.0x10-2 2.5x10-2     

 

Enzimatik esmerleşme, en önemli kalite kriterlerinden biri olduğundan, önlenmesi 

için çeşitli yaklaşımlar söz konusudur. Isıl işlem bu bağlamda önerilen 

yöntemlerden biri olmakta ancak olası olumsuz etkilerinden dolayı kimyasal 

inhibitörler daha çok tercih edilmektedir (Richard-Forge et al., 1992). Yapılan 

çalışmalarda PPO enzimlerinin katalizlediği bitkilerin enzimatik esmerleşme 

reaksiyonlarının, oksijen ve fenolik bileşikler gibi reaktantların uzaklaştırılması ile 

engellenebileceğini göstermektedir (Gawlik-Dziki et al., 2008). 

 

Askorbik asit en önemli besin öğelerinden biri olmakla beraber depolama 

esnasında kolaylıka ayrışmaktadır. Sıcaklık, pH, oksijen konsantrasyonu, metaller 

(demir, bakır) ve ışık gibi faktörlerin askorbik asitin parçalanmasını hızlandırdığı 

bildirilmektedir (Jung et al., 1995).  Askorbik asitin parçalanması hem besinsel 

değerin azalmasına hem de renk değişimine yol açmaktadır. 

 

Askorbik asit, indirgen bir moleküldür ancak PPO’a karşı direkt etki etmemektedir. 

Enzimatik oksidasyonla birlikte oluşan o-kinonları difenollere indirgemekte ve bu 

işlem “reaksiyon deaktivasyonu” olarak adlandırılmaktadır.  Ancak askorbik asit 

esmerleşmeyi geçici olarak önlemektedir (Santerre et al., 1988 ; Rapeau et al.,  

2006). Öncelikle dehidroaskorbik asite dönüşmekte daha sonra da 2,3 diketo- 

glukonik asite parçalanmaktadır (Gonzalez- Aguilar et al., 2005). Marul aynı 

zamanda askorbik asit oksidaz enzimini de içermekte ve marul parçalanıp 

oksijenle temas başladıktan sonra askorbik asiti dehidroaskorbik asite 

dönüştürmektedir. Askorbik asit miktarı bu nedenle oksidasyonla birlikte 

azalmaktadır (Yamaguchi et al., 2003). Sonuç olarak, enzimatik esmerleşme ve 

fenol kaybının önlenmesi açısından askorbik asitin depolama esnasındaki 

stabilitesi ciddi bir sorun olarak gözükmektedir (Larisch et al., 1996). 

 

PPO ile ilgili yapılan deneysel çalışmada, askorbik asitin spektrofotometrik 

davranışı model ortamda incelendiğinde  reaksiyonun başında, lag periyod 

gözlenmiştir. Benzer sonuçlar Dinçer et al., (2002) tarafından da bulunmuştur. 
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Askorbik asit bu aşamada bir enzim inhibitöründen çok antioksidan gibi aktivite 

göstermektedir. Çünkü oluşan o-kinonları, difenollere bitkide original formuna 

indirgemektedir. Lag periyodun ardından yaklaşık olarak askorbik asit 

dehidroaskorbik asite çevrildikten sonra, PPO aktivitesi ile oluşan o-kinon miktarı 

artmaktadır. Kinonlar daha sonra polimerize olmakta ve/veya diğer amino grupları 

ile birleşerek yüksek molekül ağırlıklı ve esmer renkli pigmentleri meydana 

getirmektedirler (Duangmal and Owusu Apenten, 1999). Aydemir and Kavrayan 

(2001), askorbik asitin nane ve Aydemir (2004) enginar PPO aktivitesine karşı 

kompetatif inhibisyon gösterdiğini bulmuşlardır. Benzer bulgular ham enzim marul 

PPO aktivitesine karşı da bulunmuştr (Altunkaya and Gökmen,2008).  

 

Sistein, PPO’a karşı bilinen en etkili inhibitördür (Eidhin et al., 2006). Sisteinin 

davranışı oldukça komplekstir. Enzimatik oksidasyon esnasında, o-kinonlara 

tutunarak kinon-sistein kompleksini oluştururlar (cysteinil adduct). Polagrafik 

çalışmalarla, bu kompleksin PPO substratı olmamasına rağmen PPO aktivitesine 

karşı kompetatif bir inhibisyon gösterdiği aynı zamanda fenollere göre de 

afinitesinin de yüksek olduğunu belirlenmiştir.  

 

Fazla miktarda sistenin kullanıldığı durumda (sistein/fenol>1), fenoller tamamen 

kinon-sistein kompleksine dönüşmektedir. Sistein/fenol<1 olduğu durumda ise, 

fazla miktarda o-kinon oluşmakta ve kinonlar, kinon-sistein kompleksi ile 

reaksiyona girerek fenollerin rejenerasyonunu sağlamakta dolayısıyla esmer renkli 

pigment oluşumuna neden olmaktadırlar. Bundan dolayı, kritik konsatrasyon 

aşıldıktan sonra, sistein PPO aktivitesi üzerinde kalıcı bir inhibisyon etkisi 

göstermektedir (Richard-Forget et al., 1992; Rapeanu et al., 2006).  

 

L-sisteinin, PPO aktivitesinin önlenmesinde kinonlarla yada direkt olarakk enzimle 

reaksiyona girip girmediği araştırılmıştır. Palmito PPO, L-sistein varlığında 

spektrofotometrik olarak karekterize edilmiştir. 4–metilkateşolün substrat olarak 

kullandığı bu çalışmada yapılan kinetik analizler sonucunda, PPO enziminin L-

sistein varlığında geri dönüşsüz olarak inhibi edildiği tespit edilmiştir. Bu durum, 

protein yapısı ve/veya enziminin iyonizasyonunun değişmesi şeklinde 
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açıklanmıştır (Robert et al., 1996). Aynı zamanda enzimatik oksidasyon esnasında 

sisteinin 5-pozisyonuna yer değiştirdiği de belirtilmektedir. Zincir yapıdaki karboksil 

grubu, sisteinin 2 pozisyonunda yer değiştirmesine olanak tanımamamktadır ( et 

al., 1991). 

 

Dolayısıyla sistein varlığında PPO inhibisyonu, birincil olarak sistein-kinon 

kompleksinin PPO üzerine kompetatif inhibisyon etkisi, ikincil olarak da kinonların 

bu kompleksle reaksiyona girerek fenolleri rejenere etmesi şeklinde 

açıklanabilmektedir. Tüm bu durumlarda, sistein-kinon kompleksinin oluşumu, 

fenol kaybı ile orantılıdır (Robert and Cadet,1996). 

 

Gorny et al. (2002), sülfitlerin pH 4’ün altında indirgeyici ajan olarak davrandığını 

pH 4 değerinin üstünde ise kinonlar sülfit, sistein yada glutatyon ile renksiz 

kompleksler oluşturduğunu göstermişlerdir. Sebze pH değerleri genellikle nötral 

yada nötral pH değerine yakın olduğu için enzimatik esmerleşmeye karşı sistein 

tek başına daha etkili olduğu bildirilmiştir. 

 

Okzalik asit; kuşkonmaz, brokoli, havuç, sarımsak, marul, soğan, maydonoz, 

bezelye, patates, ıspanak, domates gibi pek çok bitkinin doğal bileşenlerinden 

biridir. Bitkinin gelişimi esnasında fonksiyonel bir öneme sahiptir (Ilarslan et al., 

1997).  

 

Son et al. (2001); dikarboksilik asitleri üç kategoride incelemiş ve enzimatik 

esmerleşme reaksiyonlarındaki etkinliklerine göre en iyi, orta ve zayıf olarak 

sınıflandırmışlardır. Bu göre okzalik asitin en iyi inhibitör olduğu bildirilmiştir. 

Dikarboksilik asitlerin inhibisyon etkisi; zincir uzunluğu, dissosiasyon sabitleri, 

daha uzun zincirlerde stearik engelleme olasılığı ve çözeltideki iyonizasyon 

derecesine göre belirlenmiştir. Dolayısıyla okzalik asitin inhibisyon etkisi, kimyasal 

yapısından kaynaklanmaktadır.  

 

http://80-www3.interscience.wiley.com.ldapet.dvjb.kvl.dk/cgi-bin/fulltext/120120698/main.html,ftx_abs#b40#b40
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Okzalik asit varlığında PPO inhibisyonu, okzalik asitin enzimin aktif bölgesindeki 

bakıra bağlanarak enzimi inaktif hale getirmesi şeklinde gerçekleşmektedir 

(Prenen et al., 1984). İnhibisyon etkinliği, okzalik asit konsantrasyonu ve pH’nın 

düşmesi ile sağlanmaktadır. Okzalik asit; kateşol-kinon oluşumu azaltarak 

kinonlarda renk açılmasını sağlamaktadır. Farklı kaynaklardan elde edilen PPO 

aktivitelerine karşı okzalik asit farklı inhibisyon mekanizmaları göstermektedir. Son 

et al. (2001), mantar PPO aktivitesine karşı kompetatif inhibisyon tipi gösterdiğini 

bulmuşlardır. Ayrıca, enginar PPO aktivitesine karşı non-kompetatif, kereviz PPO 

aktivitesine karşı ise kompetatif inhibisyon gösterdikleri tespit edilmiştir 

(Aydemir,2004; Aydemir & Akkanlı, 2006). 

 

Okzalik asit, insan sağlığına zararlı olabilmektedir. Diyette yer aldığı zaman 

kalsiyum, potasyum, magnezyum gibi önemli mineralleri bağlayabilmekte ve  

okzalat olarak adlandırılan az çözünür tuzları oluşturmaktadırlar (Palaniswamy et 

al., 2004). Dolayısıyla okzalik asitin enzimatik esmerleşme reaksiyonlarına karşı 

kontrollü olarak kullanımı önerilmektedir.  

 

Sitrik asitin; minimal işlenmiş meyve ve sebzelerde, PPO aktivitesine karşı inhibitör 

özelliği yoğun bir şekilde bahsedilmektedir (Ahvenainen, 1996). Okzalik asitte 

olduğu gibi sitrik asitte, enzimin aktif bölgesindeki bakıra zayıfca bağlanarak ve  

pH’yı düşürerek çift etki göstermektedir (Ibrahim et al., 2004). Bu çalışmada marul 

PPO aktivitesine karşı sitrik asit, non-kompetatif bir etki göstermiştir.   

 

Marulda bulunan LOX1 ve LOX2 enzimlerine -karotenin (0.110-0.992 mM)  etkisi 

de belirlenmiştir. Elde edilen bulgular doğrultusunda, LOX enzimi katalizörlüğünde 

gerçekleşen linoleik asit oksidasyon reaksiyonunun, ortamda -karoten bulunması 

halinde inhibe olduğu sonucuna varılmıştır (Çizelge 4.8.). -karotenin marul LOX 

aktivitesine etkin bir şekilde etki ettiği belirlenmiştir. Reaksiyon boyunca -karoten 

ko-oksidasyonu gerçekleşmiş ve bu reaksiyon sonucunda ortamdaki -karoten 

tamamen okside olmuştur. LOX1 için ki değeri 0.804 iken LOX2 için 0.290 olarak 

http://80-apps.isiknowledge.com.ldapet.dvjb.kvl.dk/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&doc=25&db_id=&SID=X1K9KI9hlDjiA6ApB7B&name=Palaniswamy%20UR&ut=000189487500038&pos=1
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bulunmuştur. Her iki izoform için -karoten non-kompetatif bir inhibisyon özellik 

göstermiştir.  

 

Çizelge 4.8. -karoten varlığında LOX1 ve LOX2 enzimlerinin inhibisyon  

 I (mM) Ki (mM) İnhibisyon tipi  

 LOX1 LOX2 LOX1 LOX2 LOX1 LOX2 

-caroten 6.6x0-7 9.92x10-7 0.804  Non-kompetatif Non-Kompetatif 

       

 

 

LOX katalizörlüğünde gerçekleşen linoleik asitin hidroperoksidasyon 

reaksiyonunda -karoten etkin bir rol oynamaktadır. Buna gore, -karoten 

reaksiyon başlangıcında oluşan linoil radikali(L●) ile reaksiyona girerek konjuge 

dien oluşumunu (LOO●) engellediği ve bu etkinin linoleil radikaline -karoten 

molekülü tarafından hidrojen transferi şeklinde gerçekleştiği düşünülmektedir 

(Serpen and Gökmen, 2006). Böylelikle linoleil radikali başlangıç formuna(LH) 

dönerken, bir hidrojen atomu kaybeden -karoten molekülü -karoten radikaline 

(-karoten●) dönüşmektedir. Bu sırada LOX enzimi doğal çevrimini 

tamamlayamadan Fe(II) formunda kalarak inactive olmaktadır. İnaktive olan enzim 

miktarı ise reaksiyon ortamında bulunan -karoten miktarına bağlıdır (Serpen and 

Gökmen, 2007).   

 

 

4.2.5. PPO inhibitörlerinin toplam antioksidan aktiviteye olan etkisi 

 

Marul ekstraktının toplam antioksidan aktivitesi; askorbik asit, sistein, sitrik asit ve 

okzalik asit varlığında 4 ve 25 oC’lerde 24 saat süreyle izlenmiştir. Toplam 

antioksidan aktivite TEAC yöntemiyle belirlenmiştir. Şekil 4.5. farklı depolama 

koşullarında marul ekstrakttının toplam antioksidan aktivitesindeki azalmayı 

göstermektedir.  
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Marulun antioksidan aktivitesi, yapısında bulunan fenollerden kaynaklanmaktadır. 

Flavonoidler, fenol türevi olup marulun yapısında önemli miktarlarda 

bulunmaktadır. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi üzerine pek çok araştırma 

yapılmıştır. Doğal yada sentetik pek çok flavonoidin antioksidan aktivitesinin,  

özellikle süperoksit radikallerine karşı oldukça etkili olduğu bulunmuştur. 

Süperoksit radikali, fenoller tarafından çok yavaş fakat etkin bir şekilde 

sönümledirilmektedir. Çünkü fenolllerin redoks potansiyeli süperoksit 

radikallerinden daha yüksektir. Bir başka deyişle, flavonoid radikallerinin redoks 

potansiyeli, alkilperoksil ve süperoksit radikallerinin redoks potansiyelinden daha 

düşüktür. Böylece, flavonoidler oksil türlerini kolayca inaktive etmekte ve bu 

reaksiyonların meydana getirebileceği olumsuzlukları da önlemektedirler 

(Jovanovic et al., 1994). 

 

Maruldaki toplam antioksidan aktivitenin her iki sıcaklıkta da azaldığı gözlenmiştir. 

Marul ve brokolinin radikal sönümleme kapasitesinin zamana bağlı değişimi 

üzerinde yapılan çalışmalarda da benzer sonuçlar bulunmuştur (Yamaguchi et 

al.2003). Örnekler parçalandıktan sonra ilk 15 dakika içinde radikal sönümleme 

kapasitesinin önemli ölçüde azaldığını  tespit etmişlerdir.  

 

Toplam antioksidan aktivitenin, 25oC sıcaklıkta 4oC sıcaklığa göre daha hızlı bir 

azalma göstermiştir. Soğuk koşullar, fenolik bileşik ve aynı zamanda toplam 

antioksidan aktivite kaybını azaltmaktadır.  Ancak askorbik asit, sistein, sitrik asit 

ve okzalik varlığında bu bileşiklerin antioksidan olmasından dolayı artış 

göstermiştir. 

 

Askorbik asit, pek çok gıda maddesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Askorbik 

asit, askorbil radikalleri oluşturarak serbest radikalleri sönümlemektedir 

(Yamaguchi et al., 1999). Askorbik asitin ene-diol yapısı, radikallerin 

sönümlenmesinde önemli rol oynamaktadır (Darkwa et al., 1998). Fenolik 

bileşiklerle birlikte sinerjism göstermektedir. Miller and Rice-Evans (1996), 

portakal, elma ve karadut gibi meyve içeceklerindeki C vitamininin oksidatif 
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parçalanmanın gecikmesinde bu içeceklerin yapısında bulunan fenollerin askorbat 

koruyucu etkisinden kaynaklandığını bildirmişleridir. Buna ek olarak, hafif 

oksidasyon koşullarında, 24 saat sonunda antioksidan aktivite değerinde önemli 

bir azalma olduğunu kaydetmişlerdir. Fenolik bileşiklerin içinde kuersetinin 

askorbik asit üzerinde en yüksek koruyucu etkiyi sahiptir.  Heimler et al., 2007; 

farklı marul türlerinde önemli miktarlarda kuersetin olduğu bulmuşlardır. Bazı çay 

ekstraktlarına askorbik asit eklenrek yapılan bir diğer çalışmada ise antioksidan 

aktivitenin lineer olarak arttığı bildirilmiştir (Majchrzak et al., 2004). 

 

Sistein, yapısındaki bulunan tiyol grubundan dolayı radikal sönümleme özelliği 

gösteren bir aminoasittir. Üç adet reaktif merkezi bulunmaktadır: karboksilik asit, 

amino grubu ve sülfür içeren merkez. Reaktivitenin fizyolojik önemi merkezindeki  

sülfürden kaynaklanmaktadır. Sisteinin özellikle reaktif oksijen türleriyle olan 

reaksiyonu ve serbest radikalleri sönümlemesi, kendisin thil radikaline dönüşümü 

şeklinde gerçekleşmektedir (Darkwa et al., 1998). Bassil et al. 1995, fenolik 

hidroksillerle zayıf O-H bağlarının oluşumu ile sisteinin antioksidan aktivitesinin 

arttığını göstermişlerdir. Yine sistein ile bitki polifenollerinden protekateşuik asit 

arasındaki sinergistik etki Saito and Kawaba (2004) tarafından da doğrulanmıştır.  

 

Sitrik ve okzalik asitin ise marulun antioksidan aktivitesine herhangi bir etkisinin 

olmadığı görülmüştür. Bu asitler pH yı önemli ölçüde düşürmektedirler. Düşük pH 

aynı zamanda PPO aktivitesini de azaltmakta dolayısıyla fenolller okside 

olmamaktadırlar. Benzer şekilde askorbik asitte pH yı düşürmektedir ancak 

askorbik asit sitrik ve okzalik asitten farklı olarak indirgen bir özelliğe sahiptir 

(Yamaguchi et al., 2003). 
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    (d) 

 

     (e) 

Şekil 4.5. (a) kontrol, (b) %0.5 askorbik asit, (c) %0.05 sistein, (d) %0.5 sitrik asit 
ve (e) %0.5 okzalik asit varlığında 6 saat süreyle 4 ve 25 °C’lerde marulun toplam 
antioksidan aktivitesindeki değişim 

 

4.2.6. PPO inhibitörlerinin toplam fenol içeriğine olan etkisi 

Toplam fenol içeriğindeki değişim % 0.5 askorbik asit, % 0.05 sistein, % 0.5 sitrik 

asit ve  % 0.5 okzalik asit varlığında 4 ve 25 oC’ lerde araştırılmıştır. Elde edilen 

sonuçlar Şekl 4.6.’da gösterilmiştir. Marulun fenol içeriğini belirlemek için Folin–

Ciocalteu metodu kullanılmıştır.  
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Toplam fenol içeriğinin zaman bağlı olarak azaldığı tespit edilmiştir. Fenol miktarı 

4°C sıcaklıkta, 25oC’ye gore daha yavaş bir azalma göstermiştir. Çünkü düşük 

sıcaklık, solunum, etilen oluşumu ve enzim aktivitesi gibi pek çok metabolik 

faaliyeti yavaşlatmaktadır. Uygun depolama sıcalığı tür ve çeşide göre değişim 

gösterebilmektedir. Ancak özellikle yapraklı sebzeler için 4 oC, optimum depolama 

için en çok tercih edilen sıcaklık değeridir. Düşük sıcaklık, hasattan hemen sonra 

kalitenin korunması için mutlaka sağlanmalıdır (Ferrante and Maggiore, 2007). 

 

Yamaguchı et al. (2003),  ısıl işlem görmüş ve görmemiş marullardaki toplam fenol 

içeriğini incelemişleridr. Isıl işlem uygulanmış marul örneklerinde fenol miktarı 

hemen hemen aynı kalırken, ısıl işlem uygulanmayan örneklerde belirgin bir 

azalma olduğunu belirlemişleridir.  Marulun yapısında bulunan bazı fenolik 

bileşikler PPO’ ın en iyi substratlarından biri olduğundan, fenol içeriğindeki azalma 

PPO’ın oksidasyonundan kaynaklanmış olabilmektedir.  

 

Askorbik asit ve sistein varlığında, fenol miktarı artmaktadır. Bu durum bir önceki 

bölümde anlatılan fenollerle aralarındaki sinergismden kaynaklanabilmektedir.  

Okzalik ve sitrik asit varlığında ise fenol miktarında çok az bir azalma görülmüştür. 

Bu durumda pH’daki azalmadan kaynaklanabilmektedir. Okzalik ve sitrik asit 

varlığında fenol içeriğindeki yavaş azalma, fenollerin oksidasyonunun önlenmesi 

şeklinde açıklanabilir.  

 

Toplam antioksidan aktivite ve fenol içeriğindeki azalma parallelik göstermektedir. 

Dolayısıyla toplam antioksidan aktivite ve fenol içeriği arasında askorbik asit ve 

sistein varlığında  çok iyi bir korelasyon bulunmaktadır (r>0.90). Ancak sitrik ve 

okzalik varlığında herhangi bir korelasyon bulunmamıştır.  
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                                            (d) 

 

                                                (e) 

Şekil 4.6. (a) kontrol, (b) askorbik asit, (c) sistein, (d) sitrik asit ve (e) okzalik 
varlığında 4 ve 25 °C’lerde 6 saat süreyle toplam fenol içeriğinde meydana gelen 
değişim.  

 

4.2.7. PPO inhibitörlerinin marulun fenolik bileşik profiline olan etkisinin 

kromotografik olarak incelenmesi  

Marul ekstrakttının fenolik bileşik profili, HPLC analizleri ile belirlenmiştir (Şekil 

4.7.). Her bir fenolik bileşiğin % 0.5 askorbik asit, %0.05 sistein,% 0.5 sitrik ve 

okzalik asitler varlığındaki değişimi 25 oC’ de izlenmiştir. Protekateşuik asit, 

klorojenik asit, kaffeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve floridzin, bu bileşiklerin saf 
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belirlenmiştir. Belirlenen fenolik bileşiklerin kimyasal yapıları daha sonra, saf 

çözeltilerlerinin UV spektrumu alınarak doğrulanmıştır.  

 

 
      

Şekil 4.7. t=0 anında marulun fenolik bileşik profili 

Belirlenen fenolik bileşikler: 1.protekateşuik asit; 2. klorojenik asit; 3. kaffeik asit;  

4. p-kumarik asit ; 5. ferulik asit; 6. floridzin 

 

Askorbik asit, sistein, sitrik ve okzalik asitler varlığında depolama süresince 

fenollerin oksidasyonu gecikmektedir. Şeki 4.8.’de klorojenik asitin inhibitörler 

varlığında ve inhibitör olmaksızın miktarında meydana gelen değişim 

görülmektedir. Bu sonuçlar toplam fenol içeriği ile ilgili yapılan sonuçlarla benzerlik 

göstermektedir (Altunkaya and Gökmen, 2008). 
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Şekil 4.8. İnhibitörler varlığında 24 saat süreyle klorojenik asit miktarında meydana 
gelen değişim (◊:kontrol, X: 0.5 % askorbik asit,  ∆: 0.05 % sistein, ¥: 0.5 % sitrik 
asit, □: 0.5 % okzalik asit )  
 

Marulda belirlenen her bir fenolik bileşiğin kaybı, birinci dereceden parçalanma 

hızı (k) ile ifade edilmiştir. Sonuçlar, Çizelge 4.9.’da özetlenmiştir. Elde edilen 

sonuçlar Nourian et al., 2003 tarafından elde edilen sonuçlarla benzerlik 

göstermektedir. Bitki hücresinde PPO ve fenoller farklı organellerde 

bulunmaktadır. Bitki dokusu hasara uğradığında, fenoller ve PPO birbirleriyle 

temas etmekte dolayısıyla fenoller de izomerize olmaktadırlar (Rigal et al., 2000). 

Dolayısıyla, enzimatik oksidasyonun sonucunda fenolik bileşik miktarında ciddi 

azalmalar görülmektedir.  

 

Çizelge 4.9. Marulda belirlenen fenolik bileşiklerin birinci dereceden parçalanma 
hızları 

Fenolik bileşik  

Hız sabitleri, 1/dak. 

Kontrol 
Askorbik 

asit Sistein  Sitrik asit  
Okzalika 

sit 

Protekateşuik asit 0.557 0.056 0.576 0.447 0.083 

Klorojenik asit 0.333 0.036 0.667 0.434 0.055 

p-kumarik asit 0.668 0.030 0.386 0.183 0.080 

Ferulik asit 0.890 0.016 0.929 0.862 0.396 

Phloridzin 0.985 0.027 0.113 0.167 0.068 
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Her bir fenolik bileşiğin enzimatik oksidasyon esnasındaki kaybı, birinci dereceden 

kinetik modele uygun parçalanma göstermektedir. Bozunma hızı değerleri her bir 

fenolik bileşik için bulunmuştur. Buna göre, sisteine varlığında elde edilen 

bozunma hızı, askorbik asit, sitrik ve okzalik avrlığında elde edilen değerlerden 10 

kat daha fazladır. Yüksek k değeri daha hızlı bir bozunmaya işaret etmektedir. 

Okzalik ve askorbik asit, bu sonuçlara göre en etkin inhibtörler olarak 

görülmektedir. Ancak, askorbik, sitrik ve okzalik asitler enzimatik esmerleşmesinde 

ve fenolik kaybının önlenmesi bakımından önerilebilir.  

 

Sistein varlığında elde edilen bozunma hızı, kontrol ile benzerlik göstermektedir. 

Sistein, enzimatik esmerleşmeyi önlemekte ancak fenol kaybına engel 

olamamaktadır. Besinsel kalite kaybının önlenmesi bakımından fenol kaybı da 

istenmeyen bir durumdur.  

 

4.3. Lipozom Sistemde Marul Ekstraktı ile Fenolik Antioksidanlar 

Arasındaki Sinerjism 

 

Heterojen sistemlerde oksidasyon, su ve yağ fazı arasındaki arayüzde 

gerçekleşmektedir. Bu tür sistemlerdeki oksidatif stabilite, arayüzün kompozisyon 

ve yapısına önemli ölçüde bağlıdır (Schwarz et al., 2001). AAPH, peroksil 

radikallerinin sulu  fazda membran dışında oluşumunu sağlarken AMVN  lipit fazda 

ve mebran içinde oksidatif strese neden olabilmektedir (Tsuchiya et al., 2001).  

 

Suda çözünen marul ekstraktının farklı polaritedeki antioksidanlarla (kuersetin, -

tokoferol ve askorbik asit) etkileşimi, soya fosfoditil kolinden yapılan lipozomun lipit 

peroksdasyonunu inhibe etme kabiliyetleri araştırılmıştır. Oksidasyon, 234 nm’de 

UV-Vis spektrofotometre ile konjuge dienlerin oluşumu üzerinden incelenemiştir. 

Konjuge dien oluşumu AAPH yada AMVN eklenmesiyle başlamaktadır. Lipozom 

biyolojik membranlar için bir modeldir ve su ve yağda çözünen antioksidanların 

aynı sistemde araştırılmasına olanak verdiği için seçilmiştir (Hassimotto, 

Genovesse & Lajolo, 2005).  
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Şekil 4.9. Lipozomun şematik gösterimi 

 

4.3.1. Lipozom peroksidasyon sistemine marul ekstraktı konsantrasyonu ve 

depolama  sıcaklığının etkisi 

 

Farklı fenol içeriğine sahip marul ekstraktları lipozom sistemine ilave edilerek 

oksidasyon AAPH ve AMVN varlığında izlenmiştir (Şekil.4.9.). Lipozom sistemde 

30 dakika süresince oluşan toplam radikal miktarı Ri (mol/L/s) = 1.36x10-6 [AAPH] 

(Niki, 1990) ve Ri (mol/L/s) = 3.88x10-6 [AMVN] (Shi et al., 1999) eşitlikleri 

kullanılarak hesaplandığında AAPH varlığında 1.8 x 10-6 mol/L ve AMVN 

varlığında 2.6 x 10-6 mol/L’dir. Bu bağlamda AMVN varlığında oluşan radikal 

miktarı, AAPH varlığında oluşan radikal miktarından 1.5 kat daha fazladır. 

Dolayısıyla AMVN varlığında oluşan lag faz, AAPH varlığında oluşan lag fazdan 

daha azdır. 

 

 

Sulu faz 

Fosfolipit bilayer 
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Şekil 4.10. Farklı miktarlarda fenol içeren marul örneğinin pH 7.4 ve 37 C de 

AAPH (◆)ve AMVN()öncüğünde soya fosfoditil kolin lipozomla gerçekleştirilen 

oksidasyonunda konjuge dienlerin spektrofotometrik olarak ölçümü ile elde edilen 
lag fazlar 

 

Marul ekstraktının AAPH öncülüğünde oksidasyonu ile daha iyi bir antioksidan 

etkinin görülmesi polifenollerin su fazda veya arayüzde yer alması ile su fazdaki 

radikallerin lipitleri koruması şeklinde açıklanabilir. Lag faz, marul fenol içeriğine 

bağlı olarak artmakta ve 1.84 X 10 -5 mg GAE/L düzeyinde doygunluğa (Şekil 4.3.).  

Marul ekstraktının oksidasyona etkisi, hazırlandıktan hemen sonra ve 24 saat 

sonra oda ve buzdolabı sıcaklıklarında ve 80C de 10 dakika ısıtma işlemi 

uygulandıktan sonra belirlenmiştir. Marul ekstraktının antioksidan etkisi, artan 

sıcaklık ve zamana bağlı olarak azalmaktadır Isıl işlem uygulamış marul 

örneklerinde ise hemen hemen taze örnekle aynı lag fazı göstermiştir (Çizelge 

4.3.). Depolama  esnasında sıcaklığın gözlenen etkisi, düşük sıcaklıklarda 

solunum, etilen üretimi ve genellikle enzim aktivitesi gibi bitkideki metabolik 

faaliyetlerin azalması ile açıklanabilir (Ferrante and Maggiore, 2007) ki bu 

durumda marul ekstraktının antioksidan içeriğini etkilemektedir. Yamaguchi et al., 

(2003) , ısıl işlem görmüş ve görmemiş marul örneklerindeki toplam fenol içeriği ve 

radikal söndürme kapasitesini incelemişlerdir. Isıl işlem görmüş örneklerde bu 

değerler sabit kalırken, ısıl işlem uygulanmamış olanlarda ciddi düşüşler 

gözlemişlerdir. Bu bulgular yapılan çalışmada da gözlenmiştir ki PPO enziminin 

inaktivasyonuna bağlı olarak fenol içeriği ve radikal söndürme kapasitesinde 

azalma olmamıştır. Isıl işlemle inaktive olan PPO enzimilerinin substratları  olarak  
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bilinen fenolik bileşiklerin kaybının önlenmesi bakımından ısıl işlem önemli 

taşımaktadır. Fenolik içeriği ve radikal söndürme kapasitesideki azalma PPO 

enzimlerinin oksidasyonundan kaynaklanmaktadır. PPO ve polifenoller bitki 

hücresinde farklı organellerde bulunmaktadır. Bitki dokusu herhangi bir hasar 

uğradığında bunlar reaksiyona girmekte ve fenol içeriği ile antioksidan aktiviteyi 

azaltmaktadırlar (Takenaka et al., 2006).  

 

4.3.2. Lipozom peroksidasyon sistemde marul ekstraktının -tokoferolle 

etkileşimi 

 

AAPH ve AMVN varlığında, 1 mol %  TOH için gözlenen lag fazlar; 90±1 ve 42±1 

dakika iken 1.84x10-5 mg GAE fenol içeriğine sahip marul ekstraktı ile sırasıyla 

132±1 ve 68±2 dakikadır. TOH ve marul ekstraktının kombinasyonunda oluşa lag 

faz, her bir bileşenin lag fazları toplamından daha uzundur. Bu durum sinerji 

olduğunu göstermektedir (Çizelge 4.10.). 

 

Çizelge 4.10. pH 7.4 ve 37 C de AAPH  veya AMVN varlığında fosfoditil kolin 
lipozom ile oluşan konjuge dienlerin spektrofotometrik ölçümü ile elde edilen lag 

fazlar (-tokoferol:TOH, marul ekstraktı:ME) 
 

  Depolama 
koşulları 

Lag faz sürsi (dak.) 

örnek zaman sıcaklık AAPH AMVN 

   deneysel hesaplanan deneysel hesaplanan 

Kontrol 0 - 3±1 - 4±1 - 

ME 0 - 32±1 - 16±2 - 

ME 24 s 4˚C 14±1 - 9±2 - 

ME 24 s 25˚C 8±2 - 5±1 - 

ME 10 
dak. 

80˚C 31±1 - 15±1 - 

TOH 0 - 90±1 - 42±1 - 

TOH+ME 0 - 132±1 122±1 68±2 58±2 

TOH+ME 24 s 4˚C 108±2 104±1 58±1 51±2 

TOH+ME 24 s 25˚C 96±1 98±2 45±2 47±1 
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TOH+ME 10 
dak. 

80˚C 141±1 121±1 64±2 57±1 

 

 

Antioksidanların oksidasyona karşı sağladıkları göreceli koruma etkisi sadece 

yapısal özelliklere değil aynı zamanda gıda sistemlerinde sinerjiye olanak 

sağlayan antioksidanların bulunduğu yere de bağlı olmaktadır. Heterojen 

sistemlerde TOH ile polifenoller arasındaki sinerjitik etki, farklı fazlarda 

antioksidanların bulunduğu yer ve farklı çözünürlüklerinden kaynaklanmakatadır 

(Zhou et al., 2005). TOH, arayüze yakın olan lipit fazda yer almakta ve sulu 

fazdaki polifenollerden kolayca etkilenebilmektedir. Böylece sinerji 

gerçekleşmektedir (Murakami et al., 2003). 

 

TOH ile farklı koşullarda depolanmış marul ekstraktı bileşiminde, gözlenen lag 

fazlar, oda sıcaklığında depolanmış marul örneği için buzdolabı koşullarında 

depolanmış ve  80 ˚C de  10 dakika ısıl işlem görmüş marul örneğinden daha 

kısadır. 24 saat süreyle oda sıcaklığında bekletilen marul örneği ile TOH arasında 

sinerjitik etki görülmemiştir. TOH ile 80 ˚C de 10 dakika süreyle ısıtılmış marul 

örneği arasında en yüksek sinerji gözlenmiştir. Bu durum bu sıcaklıkta PPO 

enzimlerinin inaktivasyonu ile açıklanabilir (Yamaguchi et al., 2003). Soğuk 

koşullar, fenol kaybını önleyebilmekte dolayısıyla TOH ile buzdolabı koşullarında 

saklanan marul örneği arasında da sinerji gözlenebilmektedir (Altunkaya and 

Gökmen, 2007). 

 

 

4.3.3. Lipozom peroksidasyon sistemde marul ekstraktının kuersetin ile 

etkileşimi 

Lipozom sistemde kuersetin, AAPH ve AMVN öncülüğünde gerçekleştirilen 

oksidasyonunda 171±1 ve1171 dakika lag faz gösterirken 1.84x10-5 mg GAE 

enol içeriğine sahip marul ekstraktı ile 212±1 ve 1431 dakika lag faz 

bulunmuştur(Çizelge 4.11.). Kuersetin ve marul ekstraktı kombinasyonunda elde 

edilen lag fazlar, her bir bileşenin lag fazları toplamından fazla olduğundan sinerji 

göstermişlerdir. 
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Çizelge 4.11. pH 7.4 ve 37 C de AAPH  veya AMVN varlığında fosfoditil kolin 
lipozom ile oluşan konjuge dienlerin spektrofotometrik ölçümü ile elde edilen lag 
fazlar (kuersetin:QC, marul ekstraktı:ME) 
 

  Depolama 
Koşulları 

Lag faz süresi (dakika.) 

Sample zaman  sıcaklık.  AAPH AMVN 

   deneysel hesaplanan deneysel hesaplanan 

QC 0 - 171±1 - 117±1 - 

QC+ME 0 - 212±1 203±1 143±1 133±1 

QC+ME 24 s. 4˚C 198±1 185±1 134±2 126±2 

QC+ME 24 s. 25˚C 184±1 178±2 121±3 123±1.4 

QC+ME 10 
dak. 

80˚C 224±2 202±1 147±3 132±1 

 

Marul ekstraktının 24 saat oda ve buzdolabı sıcaklığında bekletildikten ve 80 C de 

10 dakika süreyle ısıtılmasından sonra kuersetin ile kombinasyonu da 

incelenmiştir. 24 saat oda sıcaklığında bekletildikten sonra marul ekstraktı ile 

kuersetin kombinasyonunda herhangi bir sinerji gözlenmemiştir. Marul pek çok 

fenolik bileşik ve PPO içermektedir. Bunlar pişirme veya bazı işlemler esnasında 

az veya çok reaksiyona girmektedirler. Sıcaklığa bağlı olarak marul ekstraktının 

fenol içeriğinin değişmesi, kuersetin-marul ekstraktı arasındaki sinerji etki 

derecesini de değiştirmektedir (Takenaka et al., 2006). 

 

 

4.3.4. Lipozom peroksidasyon sistemde marul ekstraktının askorbik asit ile 

etkileşimi 

 

% 1 mol askorbik asitin AAPH ve AMVN varlığında lag fazı 72±1  ve 341 dakika 

iken of 1.84x10-5 mg GAE fenol içeriğine sahip marul ekstraktı ile 74±1 vee 451 

dakika olarak bulunmuştur. Askorbik asitin marul ekstraktı ile olan 

kombinasyonunda elde edilen lag faz, sadece askorbik asitle elde edilen lag fazla 

hemen hemen aynıdır (Çizelge4.12.).    
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Çizelge 4.12. pH 7.4 ve 37 C de AAPH  veya AMVN varlığında fosfoditil kolin 
lipozom ile oluşan konjuge dienlerin spektrofotomtrik ölçümü ile elde edilen lag 
fazlar (askorbik asit:AA, marul ekstraktı:ME) 
 

  Depolama 
koşulları 

Lag faz süresi (dak.) 

örnek zaman  sıcaklık  AAPH AMVN 

   deneysel  hsaplanan deneysel  hesaplanan 

AA 0 - 72±1 - 34±1 - 

AA+ME 0 - 104±1 74±1 45±1 50±2 

AA+ME 24 s 4˚C 71±1 86±1 38±2 43±2 

AA+ME 24 s 25˚C 72±1 80±2 37±1 39±1 

AA+ME 10 
dak. 

80˚C 82±3 103±1 41±2 49±1 

 

 

 

Farklı  sıcaklıkta bekletilen marul ekstraktı ile askorbik asit arasında sinerjitik etki 

görülmemiştir. Askorbik asit, antioksidan etkisinin yanında, marulda bulunan PPO 

enzim ürünlerinin de indirgenmesinde rol almaktadır. (Dinçer et al., 2002).  

 

Lipozom sistemde askorbik asit, AAPH tarafından oluşturulan radikallerle ve PPO 

ürünleri ile reaksiyona girebilmektedir. Aynı zamanda düşük redoks 

potansiyelinden dolayı polifenollein tekrar rejenerasyonuna da neden 

olabilmektedir. Rejenerasyon yada sinerji oluşabilmesi için, askorbik asit ve 

polifenoller diğer reaksiyonlarla etkin bir şekilde yarışmalıdırlar. Sinerjinin 

olmaması, askorbik asit ile enzimin ürünleri arasındaki reaksiyonun daha hızlı 

olmasından kaynaklanabildiği gibi askorbik asit konsantasyonun düşük 

olmasından da olabilir 

 

Marul ekstraktının -tocoferol, kuersetin and askorbik asit ile kombinasyonunda 

oksidasyon derecesi , sulu fazda lipit fazdan daha fazladır. Kuersetin ve TOH gibi 

antioksidanlar arayüze yakın bir yerde yer aldıkları için kuersetin ve TOH ile sinerji 

oluşturabilmektedirler. Buna karşın, AA gibi suda çözünen antioksidanlar bunu 
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yapamazlar. Marul lipit oksidasyonuna karşı koruyucu doğal antioksidanlar 

bakımından oldukça zengindir. Marul ekstraktındaki polifenoller, oksidasyona karşı 

dirençlidirler. Marul ekstraktındaki fenol içeriği arttıkça oksidasyona karşı direnç 

artmış ve 1.84X 10 -5 mg GAE/L konsantrasyonunda doygunluğa ulaşmıştır. Marul 

ekstraktının 24 saat süreyle 4ºC ve 25ºC de bekletildikten sonra antioksidanlarla –

askorbik asit hariç-oluşturan kombinasyonlarında, antioksidatif etkinin depolama 

süre ve sıcaklıpının artışıyla azaldığı gözlenmiştir. 80C de 10 dakika süreyle 

ısıtıldıktan sonraki marul ekstraktının antioksidan aktivitesinde ise belirgin br 

değişim gözlenmemiştir. Isıtılmış marul ekstraktının antioksidanlarla 

kombinasyonu ise en yüksek sinerjiyi göstermiştir.   

 

 

4.4. Marulun pH’ya Bağlı Olarak Antioksidan Aktivitesindeki Değişim ve 

Fenolik Antioksidanlarla Sinerjismi  

 

Marul ekstraktının kuersetin, ÜÇE ve YÇE ile radikal sönümleme kapasitesi farklı 

pH değerlerinde araştırılmıştır. Lipit oksidasyonu ve radikal sönümleme 

kapasitesini temel alan metotlar bu bölümde kullanılmıştır.  

 

Heterojen sistemlerde oksidasyon, su ve yağ fazı arasındaki arayüzde 

gerçekleşmektedir. Bu tür sistemlerdeki oksidatif stabilite, arayüzün kompozisyon 

ve yapısına önemli ölçüde bağlıdır (Schwarz et al., 2001). AAPH, peroksil 

radikallerinin sulu  fazda membran dışında oluşumunu sağlarken AMVN  lipit fazda 

ve mebran içinde oksidatif strese neden olabilmektedir. (Tsuchiya et al., 2001).  

 

ESR, serbest radikal konsantrasyonunu direkt olarak ölçen bir metottur. Fremy’s 

salt radikalini sönümlemek için gerekli antioksidan kapasite, ESR sinyallerinin 

ortamda herhangi bir antioksidan yokken ölçülen sinyale göre azalmasına bağlı 

olarak belirlenir.  Fremy’s salt, bazı ürünlerde fenol ve flavonoid gruplarının miktarı 

ile orantılı sinyal veren, yarı stabil bir radikaldir. Bu radikal aynı zamanda çok iyi bir 

hidrojen donördür (Gardner et al.,1999).  
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4.4.1. Marul ekstraktının antioksidan aktivitesine pH’nın etkisi 

 

Marul ekstraktının a) soya fosfoditil kolinden yapılan lipozomun lipit 

peroksidasyonunu suda çözünen AAPH radikali varlığında b) Fremy’s salt 

radikalini sönümleme kabiliyeti farklı pH değerlerinde araştırılmıştır. Lipit 

oksidasyonu, 234 nm de UV-Vis spektrofotometre ile konjuge dienlerin oluşumu 

üzerinden incelenmiştir. Fremy’s salt radikalini sönümleme kapasitesi ise ESR’ da 

izlenmiştir.  Elde edilen sonuçlar Şekil 4.10’da gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 4.11. Farklı pH’larda taze marulun inhibisyonu(%)  

mg GAE, ∆: 3.45 mg GAE. X: 4.6 mg GAE)  

 

Marul ekstraktının antioksidan kapasitesi ortam pH’sının artışına bağlı olarak artış 

göstermektedir. Sadece pH 7’de çok az bir azalma belirlenmiştir. Marul gibi pek 

çok bitkinin PPO aktivitesi için optimum pH değeri nötral yada nötrale yakındır. pH, 

enzimatik aktivitenin karekterize edilmesinde kullanılan en önemli parametrelerden 

biridir. Amino asit zincirleri yada substratların iyonizasyonunu değiştirebilmektedir.  

pH 7’de antioksdan aktivitenin azalmasının nednelerinden biri PPO aktvitesinin bu 

noktada fenol parçalanmasını maksimize etmesi  olabilir (Doğan and Salman, 

2006).  

 

Marul ve benzeri bitki ekstraktlarının antioksidan kapasitesi fenol içeriklerinden 

kaynaklanmaktadır. Lactuca sativa, Cicorium intybus, Plantago coronopus, Eruca 

sativa ve Diplotaxis tenuifolia gibi marulun farklı genotiplerinin olduğu bildirilmiştir. 
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Kuersetin, kaempferol, luteolin, apigenin ve krisoriol gibi fenolik bileşikler de 

incelenen genotiplerde tespit edilmiştir (Heimler et al., 2007). Fenolik bileşiklerin 

antioksidan kapasitesi içerrdikleri OH grupları ve hidrojen radikali verme 

kabiliyetlerine bağlı olabilmektedir (Lemanska et al., 2001).  

 

Ortamın pH değeri, fenolik bileşiklerin radikal sönümleme kapasitesini 

etkilyebilmektedir (Borkowski et al., 2005). Lipit peroksidasyonu ve ESR 

sonuçlarında pH’ya bağlı olarak antioksidan kapasite de görülen artış en basit 

anlamda yapıki OH grubunun, proton vermesi (deprotonation) sonucunda 

gerçekleşmektedir. Proton veren formların antioksidan aktivitesi, hidrojen atomu 

ve/veya elektron vermelerinden kaynaklanmaktadır.   

 

Muzolf  et al.,(2008) kateşindeki kimyasal bağların ayrışma enerjisini (BDE) farklı 

pH değerlerinde (TEAC metotu ile) araştırmışlardır. Kateşinin proton vermesine 

bağlı olarak BDE değerlerinde belirgin bir azalma gözlemlemişlerdir. Buna göre, 

BDE değerleri temel alındığında, sadece hidrojen atomu verme kabiliyetine bağlı 

olarak antioksidan aktivitenin açıklanmasında yeterli olamamaktadır. Buna ek 

olarak, antioksidan aktiviteyi yansıtan temel parametrenin  iyonizasyon potansiyeli 

(IP) olduğunu belirlemişlerdir.  IP değeri, kateşinin proton veren formlarında nötral 

formlarına göre daha düşüktür. pH’ya bağlı olarak radikal sönümleme 

kapasitesindeki artış bu şekilde açıklanmaktadır.  

 

Pek çok fenolik asit ve esterin antioksidan aktivitesi organik çözelti ve fosfotidil 

kolin lipozom sistemde AAPH radikali varlığında incelenmiştir. Fosfotidil kolin 

lipozom sistemde, antioksidan aktivite kesin olarak ortam pH’sına bağlı olmaktadır. 

Asit ortamda (pH 4) tüm fenol ve esterleri, lipit peroksidasyonunu çok zayıf bir 

şekilde inhibe ederken, pH artışına bağlı olarak antioksidan aktivitenin arttığını 

gözlemlemişlerdir (Amorati et al., 2006).  

 

Yüksek pH değerlerinde görülen yüksek antioksidan aktivite fenolat iyonunun ( I-2) 

oluşumundan kaynaklanmaktadır. (I-2) ‘nun peroksil radikalleri ile reaksiyonu, 

düşük pH değerlerindeki fenol türlerine göre daha hızlı olmaktadır. Örneğin kateşol 

pH 7.2 de, pH 8 değerine göre daha az ( I-2) içerdiği için daha az reaktiftir.  Bazik 



 83 

ortamda yan zincirlerden daha bağımsız hale gelerek daha reaktif olmaktadır.  Bu 

sonuçlar I-2  anyonunun, daha düşük pH lardaki türlerine göre daha aktif olduğunu 

göstermektedir (Amorati et al., 2006). Benzer şekilde Mukai et al.,(2008) 

tarafından da kateşinin aroksil radikalleri ile reaksiyonu farklı pH değerlerinde 

incelenmiştir. İyonize türlerdeki hidroksil gruplarının daha reaktif olmasının O- 

grubunun daha yüksek oranda elektron vermesi ile OH gruplarının daha aktif hale 

gelmesi şeklinde açıklamışlardır.   

 

Bazik ortamda gözlemlenen daha yüksek antioksidan aktivite, I-2 anyonundan 

peroksil radikallerine daha hızlı bir elektron transferi sonucunda gerçekleşmektedir 

(Amorati et al., 2006).  

 

Benzer sonuçlar farklı araştırmacılar tarafından misel peroksidasyonu (Roginsky 

and  Barsukova, 2001), flow kolon elektroliz (Hotta, Sakamoto, Nagano, Osaki and 

Tsujino,2001), TEAC (Tyrakowska and Soffers,1999) veya DPPH (Nanjo et al., 

1996) yöntemlerinde fenollerin antioksidan aktivitesi çalışılarak da gösterilmiştir.  

Misel peroksidasyonu ve flow kolon elektroliz çalışılarak elde edilen sonuçlarda 

antioksidan aktivitenin artışı, fenollerin polimerizasyon reaksiyonlarında 

yeralmalarından dolayı alkali çözeltilerde stabilizasyonu ile açıklanmıştır (Roginsky 

and  Barsukova, 2001; Hotta et al.,2001). Fenolik antioksidanların polimerizasyon 

reaksiyonları ile polimerize ürünlerde okside olabilen OH grupları meydana 

gelebilmektedir. Yüksek antioksidan aktivite bu OH gruplarının oluşumundan 

kaynaklanabilmektedir.  

 

4.4.2. Marul ve kuersetin etkileşimine pH’ nın etkisi 

 

Kuersetin (3,3′,4′,5,7-pentahidroksiflavon), pek çok meyve ve sebzede bulunan bir 

bioflavonoiddir (Bors et al., 1990).  

 

pH’daki artışa bağlı olarak kuersetin ve marul ekstraktı-kuersetin 

kombinasyonunun radikal sönümleme kapasitesi yukarıda bahsedilen her iki 

metodla incelenmiştir.  Kuersetin ve marul ekstraktı-kuersetin kombinasyonunun 

sönümleme kabiliyetinin pH artışına bağlı olarak arttığı tespit edilmiştir  (Şekil 4.11.  

ve Şekil 4.12.). Marul ekstraktı-kuersetin kombinasyonundan elde edilen lag fazın 
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pH artışıyla birlikte, her bir bileşenin lag fazlarının toplamından daha fazla olduğu 

görülmüştür ki bu durum sinerjism olarak nitelendirilmektedir (hesaplanan lag faz, 

Çizelge 4.13.). ESR metodu kullanılarak hesaplanan inhibisyon derecesinin de 

marul ve kuersetin inhibisyon dereceleri toplamından daha fazla olduğu 

saptanmıştır.  Kuersetin ve marul ekstraktı içeren tüm pH değerlerinde sinerjism 

görülmüştür. En yüksek oranda sinergism ise pH 9 değerinde gözlenmiştir.  

 

 

Şekil 4.12. Kuersetinin farklı pH değerlerinde inhibisyonu  

 

Şekil 4.13. Kuersetin-marul ekstraktının farklı pH değrlerinde inhibisyonu 

 

Çizelge 4.13. 37 C‘de AAPH  varlığında fosfoditil kolin lipozom ile oluşan konjuge 
dienlerin farklı pH değerlerinde spektrofotomtrik ölçümü ile elde edilen lag fazlar 
(Kuersetin: 1 mol % QC, marul ekstraktı: 1.84x10-5 mg GAE/L ME) 
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pH ME QC Deneysel  Hesaplanan 

4 14±1 105.5±2 122.5±2 119.5±2 
5 19±1 121.5±1 156±1 140.5±1 
6 27±1 130±1 180±1 157±1 
7 23.5±1 153±3 202.5±1 176.5±3 
8 31.5±2 172.5±2 231±2 204±2 
9 37.5±1 202.5±1 275±2 240±1 

 
 

Kuersetin-marul ekstraktı arasındaki sinerjism, lipozom interfazında kuersetinin 

yerleşim yerinden kaynaklanmaktadır (Beer et al., ;2005; Becker et al., 2008). Bu 

bulgu, diğer çalışmalarda da görülmüştür. Spin etiketleme (spin labelling) tekniği 

kullanılarak yapılan çalışmalarda, 1,2- diasil-sn-glisero-3-fosfokolin (DPPC) 

akışkanlığına kuersetinin etkisi araştırılmıştır. Kuersetinin membran içindeki 

yerleşimin pH ve konsantrasyona bağlı olduğu gösterilmiştir (Movileanu et al., 

2000). Kuersetin, asit ortamlarda lipit tabakanın hidrofobik merkezinde yer 

almaktadır. Bu durumda, kuersetin tam olarak ayrışmamakta ve yağda çözünür 

formda bulunmaktadır. Nötral yada alkali ortamlarda ise kuersetinin proton vermesi 

gerçekleşmekte ve flavonoid hidrofilik bölüme geçmektedir. Negatif yüklü kuersetin 

molekülü, polar gruplar arasında sandviç pozisyonunda bulunmaktadır. Ollila  et 

al.(2002)’da membranın su fazındaki pH artışına bağlı olarak hidrofilik karekterinin 

arttığını ve dolayısıyla hidroksil gruplarının proton vermesinin gerçekleştiğini 

göstermişlerdir. Aynı zamanda daha çok hidroksil grubu içeren flavonoidin DPPC 

membranı arafazı ile daha çok etkileşime girdiğini bu sayede hidrofilik 

flavonoidlerin daha çok bağlandığını belirtmektedirler (Ollilaet al.,2002; 

Pawlikoeska-Pawleka et.al., 2007). 

 

Lemanska et al.(2001), pH değerindeki artışa bağlı olarak hidroksiflavanoidlerin 

TEAC değerlerinde  görülen artış flavonoidlerin proton vermesine bağlı olarak 

olarak elektron verme kabiliyetinin artması şeklinde açıklamışlardır. Hesaplanan IP 

değerleri ile de bu açıklamayı desteklemektedirler. Proton verme genellikle BDE 

ve IP değerlerindeki azalmaya bağlı olarak hidroksiflavonoidlerin antioksidan 

aktivitesini arttırmaktadır.  

 

Hidroksiflavonoidlerin antioksidan aktivitesine pH’nın etkisi, kullanılan metoda 

bağlı olmayıp proton vermesine bağlı olmakta dolayısıyla flavonoidlerin radikal 
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sönümleme kapasiteleri artmaktadır. Çünkü deprotonasyon, hidroksi flavonoidlerin 

antioksidan aktivitesini ve IP ve BDE değerlerini de azaltmaktadır. Elektron verme 

kabiliyetinin hidroksiflavonoidlerin proton vermesinden sonra antioksidan 

aktivitelerinin artmasındaki en baskın mekanizma olduğu sonucuna varılabilir 

(Tyrakowaska et al., 1999; Peyrad-Maillard et al.,2003).  

 

Radikal sönümleme kapasitesindeki artışın bir diğer nedeni de, hidroksil 

gruplarının pKa değerlerini etkileyen OH substituentlerinin sayı ve pozisyonlarıdır. 

pKa değerleri, fizyolojik pH’da deprotonasyona duyarlı C4’ ve C7’ deki hidroksil 

gruplarını göstermektedir. Bu nedenle, C4’ ve C7’deki hidroksil gruplarının pKa 

değerleri pH’ya bağlı radikal sönümleme aktivitesin ölçümlerinde dikkate alınması 

gereken faktörlerden biri olabilmektedir (Borkowski et al., 2005). Kuersetinin 

radikal sönümleme kapasitesinde yapısındaki 3 farklı grup etkili olmaktadır. 

Bunlar: B halkasındaki ortodihidroksi grup, C halkasındaki okso fonksiyonu ve C 

halkasındaki 3-hidroksil grubudur. Dolayısıyla, B halkasındaki hidroksil 

substituentlerinin sayı ve pozisyonu pKa değerlerini etkilemektedir (Bors et 

al.,1990).  

 

Şekil 4.14. Kuersetinin kimyasal yapısı  

 

 

4.4.3. Marul ve yeşil çay ekstraktı  etkileşimine pH’ nın etkisi 

 

YÇE ve marul ekstraktı-YÇE kombinasyonunun  radikal sönümleme kapasitesine 

pH’nın etkisi ESR sinyallerinin Fremy’s salt radikali ile indirgenmesi ve lipozom 

metotları kullanılarak araştırılmıştır.  

 

YÇE tek başına yada marul ekstraktı-YÇE kombinasyonunun antioksidan 

aktivitesinin pH arttıkça artmaktadır (Şekil 4.15 ve Şekil 4.16.). Bununla beraber, 
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YÇE’nın marul ekstraktı ile kombinasyonu, her bir bileşenin tek başına oluşturduğu 

lag fazlar toplamına hemen hemen eşit olduğu gösterilmiştir (hesaplanan lag faz, 

Çizelge 4.14). YÇE ve marul ekstraktı arasında çok düşük düzeyde sinerjism 

gözlenmiştir. YÇE-marul ekstraktı kombinasyonu ESR spectroskopisi ile 

izlendiğinde de inhibisyondaki azalma benzer şekilde gerçekleşmiştir.  

 

 

Şekil 4.15. Farklı ph değerlerinde yeşil çay ekstraktının inhibisyonu (◊:0.187 mg 
GAE,□  

 

 

Şekil 4.16. Marul ekstraktı-yeşil çay ekstraktının farklı pH’larda inhibisyonu 

 

Çizelge 4.14. 37 C’de AAPH  varlığında fosfoditil kolin lipozom ile oluşan konjuge 
dienlerin farklı pH değerlerinde spektrofotomtrik ölçümü ile elde edilen lag fazlar 
(GTE: 9.35×10−4mg GAE/L GTE, marul ekstraktı: 1.84x10-5 mg GAE/L ME) 
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4 31±2 51±2 45±2 
5 39±2 67±2 58±2 
6 48±1 89±2 75±1 
7 61±2 99±2 84.5±2 
8 72±2 118±1 103.5±2 
9 79±1 130±1 116.5±1 

 

 

Elde edilen bulgular, heterojen sistemlerde bitkisel kaynaklı fenol çiftleri ile 

gözlenen küçük sinerjistik etkilerle ve pirogallol ve galloil grup içeren kateşinlerde 

TEAC metodu kullanılarak elde edilen toplama etki (additive effect) sonuçları ile 

benzerlik göstermektedir (Muzolf et al., 2008; Peytar-Maillard et al., 2003). Linoleik 

asit peroksidasyonu esnasında sulu dispers sistemde fenol çiftleri arsında oluşan 

sinerjistik etki, kısmen de olsa, rejenerasyon mekanizması, molekülün kimyasal 

yapısı ve sitabil aramolekül komplekslerinin oluşum ile açıklanabilmektedir 

Moleküllerin polaritesi, antioksidanların lipitlerle peroksidasyon hızı, mikro çevrenin 

etkisi, oksidasyon esnasında etkin antioksidan konsantrasyonu gibi nedenler de bu 

sinerjistik etkinin açıklanması için sayılabilir (Peyrad-Maillard et al., 2003).  pH 3.5 

in üzerinde YÇE’nın pH ya bağlı olarak TEAC profili incelendiğinde, C3 

pozisyonunda flavon-3-ol’e bağlanan galloil grubunun radikal sönümleme 

kapasitesini arttırıcı etki yaptığı sonucuna varılmıştır. TEAC değerlerinde pH’ya 

bağlı olarak meydana gelen artış, OH grubundaki proton verme kabiliyeti ile 

kısmen de olsa açıklanabilmektedir. Kolay ayrışabilen OH grubunun proton 

vermesi ile kateşinler daha iyi bir antioksidan haline gelmektedirler. Her bir kateşin 

molekülü bağımsız bir radikal sönümleme grubuna sahip olduğundan toplama 

(additive) bir sönümleme etkisi ile sonuçlanmaktadır (Muzolf et al., 2008).  

 

Çay kateşinleri, flavonoid grubuna ait olup taze çay yapraklarının en temel bileşeni 

ve yeşil çayın çözünen kısmını oluşturmaktadırlar. Yeşil çayda bulunan kateşinler; 

(-)-epikateşin, (-)-epigallokateşin, (-)-epikatelin gallat ve (-)-epigallokateşingallat 

olarak sıralabilir. Flavonoid grubunun bir üyesi olarak, kateşinler( flavan-3-ol) 

difenilpropan(C6C3C6) iskeleti içerirler ancak 4-okso fonksiyonuna sahip değillerdir 

ve doymuş heterosiklik halkaları bulunmamaktadır (şekil 4..). Bu yapısal özellikler 

A ve B halkaları arasında elektron delokalizasyonunu da engellemekte dolayısıyla 

elektron verme esnasında oluşan fenonil radikallerinin de sitabilizasyonunu 
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sağlamaktadır. Bu lokalizasyon aynı zamanda flavonoidlerin antioksidan 

aktivitesini arttıran bir faktör olarak da incelenmektedir (Miller and Rice-

evans,1996; Tsuchiya, 2001). Çay kateşinleri hidrojen atomu vererek, serbest 

radikalleri sönümlendirerek, oksidasyon reaksiyonlarını engelleyerek ve metallerle 

kelat oluşturarak antioksidan aktivite göstermektedirler (Gramza et al.,2006).   

 

Şekil 4.17. Kateşinin kimyasal yapısı 

 

Çay kateşinlerinin ve epimerize, asile ve glikosile türevlerinin DPPH radikali 

üzerine etkileri ESR spektroskopisi ile araştırılmıştır. Her bir kateşinin sönümleme 

kabiliyetinin pH arttıkça arttığı belirlenmiştir. Farklı pH’larda kateşinle DPPH 

radikali arasındaki reaktivitenin, B halkasındaki orto-trihidroksil grubu ve flavan-3-

ol iskeletinin 3 pozisyonunda galloil grubundan kaynaklandığı düşünülmektedir . 

Trihidroksil grup ve galloil grubunun önemi süperoksit anyonlarının ve ABTS (2,2-

azanobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonik asit) diamonyum tuzu) radikalinin 

sönümlenmesinde de görülmüştür (Salahet al.,1995).  

 

Çay kateşinlerinin sönümleme etkisi, kimyasal yapıya bağlıdır. Epigallokateşin, 

epikateşin gallat ve epigallakateşin gallat çok geniş pH aralıklarında etkin radikal 

sönümleme kapasitesine sahipken kateşin ve epikateşinin etkisi nötral ve alkali pH 

larda sınırlı kalmaktadır. Bu kateşinler arasındaki reaktivite farkı, bileşiklerin 

redoks potansiyeli ile açıklanabilmektedir (Jovanıviç et al., 1994; Hasanaki et 

al.,1994).  YÇE’ındaki antioksidan aktivitenin % 70 den fazlası da yine 

epigallokateşin, epikateşin gallat ve epigallakateşin gallattan gelmektedir (Salah et 

al.,1995).  
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Bu nedenle, polarite, iyonizasyon durumu, sterik engelleme ve enzim inhibisyonu 

gibi antioksidan özelliklerin radikal sönümleme üzerinde etkili olduğu 

düşünülmektedir (Hasanaki et al.,1994).  

 

4.4.4. Marul ve üzüm çekirdeği ekstraktı  etkileşimine pH’nın etkisi 

 

ÜÇE ve ÜÇE-ME kombinasyonunun radikal sönümleme kapasitesine pH’nın etkisi 

AAPH radikali kullanılarak lipit peroksidasyonu ve Fremy’s salt radikalinin ESR 

spektroskopisi ile indirgenmesi yöntemleri kullanılarak incelenmiştir. ÜÇE ve ÜÇE-

marl ekstraktı kombinasyonunun radikal sönümleme kapasitesinin pH arttıkça 

arttığı bulunmuştur (Şekil 4.17. ve Şekil 4.18.). ÜÇE-marul ekstraktı 

kombinasyonuna ait lag faz, her bir bileşenin lag fazları toplamından fazladır ki bu 

durum sinerjism olarak tanımlanmaktadır. Sinerjistik etki pH artışıyla birlikte 

artmaktadır (hesaplanan lag faz, Çizelge 4.15.). İnhibisyon derecesi de ÜÇE ve 

marul ekstraktı değerlerinin toplamından fazla bulunmuştur. ÜÇE ve marul 

ekstraktı içeren tüm pH değerlerinde sinerjistik etki gözlenmiştir. En yüksek 

sinerjistik etki pH 9’da görülmüştür.   

 

 

Şekil 4.19. Farklı pH değerlerinde üzüm çekirdeği ekstraktının inhibisyonu (◊:0.321 
0.642 mg GAE, ∆: 1.285 mg GAE. X: 2.57 mg GAE) 
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Şekil 4.20. ÜÇE-marul ekstraktının farklı pH’larda inhibisyonu 

 

Çizelge 4.15.  37 C’de AAPH  varlığında fosfoditil kolin lipozom ile oluşan konjuge 
dienlerin farklı pH değerlerinde spektrofotomtrik ölçümü ile elde edilen lag fazlar 
(ÜÇ: 9.35×10−4mg GAE/L ÜÇE, marul ekstraktı: 1.84x10-5 mg GAE/L ME) 
 

pH ÜÇE Deneysel  Hesaplanan  

4 58±2 83±2 72±2 
5 69±1 98±1 88±1 
6 85±2 135±3 112±2 
7 140±1 176±1 163.5±1 
8 148±2 193±3 179.5±2 
9 162±3 223±2 199.5±3 

 
 

Üzüm çekirdeği ekstraktı özellikle oligomerik proantosiyanidinler (OPCs) denilen 

antioksidan maddeleri ve çeşitli polifenolleri konsantre halde içermektedir (Nawaz 

et al., 2006; Mielnik et al., 2006; Guendez et al., 2005; Amico et al., 2004; Cao and 

Ito, 2003; Yamakoshi et al., 2002; Jayaprakasha et al., 2001; Bagchi et al., 2000; 

Shrikhande, 2000; Bonilla et al., 1999; Lu and Foo, 1999; Foo et al., 1998). Üzüm 

çekirdeği ekstraktının antioksidan kapasitesi içerdiği flavanoller ve 

proantosiyanidinlerden (kondense taninler) kaynaklanmaktadır (Bozan et al., 

2008). Bilimsel çevreler OPCs’in C, E vitaminleri ve beta-karotenden daha güçlü 

antioksidanlar olduğunu kabul etmektedir. OPC’leri de içeren üzüm çekirdeği 

ekstraktının kalp-damar, beyin, deri ve göz sağlığını artırdığı ve antibakteriyel, 

anti-viral ve ateş düşürücü etkilerinin olduğu belirtilmektedir (Shaker, 2006; 

Sreemantula et al., 2005; Amico et al., 2004; Negro et al., 2003; Bonilla et al., 

1999; Palma and Taylor, 1999).  
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Üzüm çekirdekleri kateşin, epikateşin ve epikateşin-3O-gallat gibi monomerler ile 

dimer, trimer ve tetramer prosiyanidinler açısından kabuğa göre daha zengindir. 

Kabuk kateşinleri ve gallokateşinleri içerir, oysaki çekirdek esas olarak kateşinleri 

içermektedir (Mulinacci et al., 2008; Cerpa-Calderon and Kennedy, 2008; Bañón 

et al., 2007; Shrikhande, 2000).  

 

 

Hu et al. (2004) % 0.2 peynir altı suyu protein izolatı içeren su-yağ emülsiyonunda 

pH 3.0-7.0 aralığında proantosiyanince zengin ÜÇE‘nın antioksidan aktivitesini 

incelemişlerdir.  Emülsiyon sistemde, (+)kateşin ve askorbik asitin (620 M) pH 

3.0’da pro-oksidatif, pH 7.0 da ise herhangi bir etkisinin olmadığını bulmuşlardır. 

Ancak, ÜÇE’nın her iki pH değerlerinde lipit peroksidasyonu ve propanal 

oluşumunu inhibe ettiğini gözlemlemişlerdir. ÜÇE’nın antioksidan aktivitesi 

yapısındaki monomerik gruplara göre daha yüksek antioksidan aktivite gösteren 

oligomerik proantoosiyanisinlerden kaynaklanmaktadır.   

 

Üzümdeki fenolik bileşikler, potansiyel sinerjistik etkiye sahiptirler. Fenolik 

bileşikler, serbest radikallerle reaksiyona girerek ve/veya metallerle kelat 

oluşturarak primer antioksidan olarak davranırlar (Yi et al.,1997). Buna ek olarak, 

yüksek molekül ağırlıklı prosiyanisinler, lipit peroksidasyonunu hızlandıran yağda 

çözünen peroksil radikallerini etkin bir şekilde inhibe etmektedirler. (+)kateşin ve (-

)-epikateşinin daha büyük oligomerlerinin de yağda çözünen veya yüzey aktif 

olabileceği düşünülmektedir. Apolar antioksidanlar lipit tarafında yer aldığından 

polar antioksidanlar daha etkin olmaktadırlar (Sarni-Manchado et al.,1999). Bu 

durum marul ekstraktı fenolleri ile ÜÇE’nın sinerjitik etkisi açıklamaktadır. Proton 

vererek OH gruplarının da eklenmesi ile hem ÜÇE hem de ÜÇE-marul ekstraktı 

kombinasyonunun antioksidan aktivitesini arttırmaktadır.  

 

ÜÇE, özellikle proantosiyanisinlerce zengin doğal olarak oluşan bitki bileşenleridir. 

Proantosiyanidinlerin, prosiyansin tipi sadece üzüm çekirdeğinde mevcuttur 

(Yamakoshi et al., 2002). Üzüm çekirdeği proantosiyanidinleri (prosiyanidin veya 

kondense tannin) (+)kateşin, (-)-epikateşin ve (-)-epikateşin-3-gallatın gallik asitle 

asilasyonu ile oluşan bileşiklerdir(şekil..) ( Vidal et al., 2004). Üzüm çekirdeğinden 

elde edilen prosiyanidin % 55’i 5 den fazla monomer biriminden ve 2.4 ile 16.7 
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arsasında değişen polimerizasyon derecsinden oluşmaktadırlar (Prieur et al., 

1994).  

 

Proantosiyanidinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik özellikleri yapılarına ve 

polimerizasyon derecelerine bağlı olmaktadır (Hellstrom and  Matrila, 2008). 

Proantosiyanidinler, polifenolik yapılarından dolayı çok güçlü antioksidanlardır. 

OPCs(oligomerik proantosiyanidiler)in antioksidan özellikleri askorbat/demir 

radikali varlığında fosfotidil kolin peroksidasyonu ve sulu fazda ABTS radikalini 

sönümleme kapasitesi incelenmiştir. Lipit fazdaki antioksidan aktivitenin gallik 

asitin lipit peroksidasyonunda çok zayıf bir inhibitör olmasından dolayı azaldığı 

tespit edilmiştir. Buna karşın, sulu fazdaki antioksidan aktivite monomerlerden 

trimerlere doğru artmakta ve trimerlerden tetramerlere doğru azaldığı görülmüştür. 

Bunun nedeni, ester yapısındaki çift bağın karbonil adjacent fonksiyonudur. Bu 

moleküke şeker grubunun eklenmesi, B halkasının hidroliz kabiliyetini azaltmakta 

ve böylece hidrojen verebilmektedir. Yapısal farklılıklar aynı zamanda lipit fazdaki 

aktiviteyi de etkilemektedir (Plumb et al., 1998). Ricardo Da silva et al.(1992) farklı 

yapıdaki antosiyanidinlerin süperoksit ve hidroksil radikalleri varlığında antioksidan 

aktivitesini incelemişlerdir. Araştırmacılar, gallik asitle yapılan esterifikasyon 

işleminin dimer prosiyanidinlerde süperoksit ve hidroksil radikallerini sönümleme 

kapasitesini arttırdığı sonucuna varmışlardır. 3 pozisyonundaki esterifikasyon, 

daha yüksek radikal sönümleme sağlamaktadır. Bu nedenle, prosiyanidin B2-3’-O-

gallat en etkin antioksidan olarak bulunmuştur.  
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Şekil 4.21. Prosiyanidinin kimyasal yapısı 

 

ÜÇE’nın radikal sönümleme kapasitesinde en önemli faktörlerden biri pH 

olmaktadır. Prosiyanidin B-3’ün antioksidan kapasitesi linoleik asit--karoten-su 

sisteminde asit ortamda (pH 3-5), nötral yada hafif alkali ortamlara (pH 7-9) göre  

oldukça zayıf olarak bulunmuştur (Ariga and Hamano, 1990). Bu sonuçlar, bu 

çalışmada elde edilen sonuçlara benzerlik göstermekte ve durumun prosiyanidin 

B-3 yapısındaki orto-trihidroksil grubunun olmamasından kaynaklanabileceği 

düşünülmektedir. Bu nedenle, yapıya bağlı olarak yüksek antioksidan aktivite yada 

radikal sönümleme kapasitesi yüksek pH değerlerinde elde edilebilmektedir.  

 

Şarap antosiyanidinlerinin radikal sönümleme kapasitesine pH’nın etkisi 

araştırılmış pH arttıkça artış gösterdiği tespit edilmiştir (Borkowski et al., 2005). 

Sulu fazda antosiyanidinler; pelargonidin, siyanidin ve delfidin gibi farklı 

moleküllerin karışımı şeklinde bulunmaktadır. Pelargonidin, siyanidin ve delfidinin 

TEAC profilleri incelendiğinde, orto pozisyondaki B halkasında bulunan OH 

gruplarının artışı ile antioksidan aktivitenin arttığını gözlemlemişlerdir. 

Antosiyanidinlerin bu profili, pH ya bağlı olarak radikal sönümleme kapasitesindeki 

artışı açıklamaktadır ki bu durum  düşük pH da daha baskın olan flavyum 

katyonunun da dönüşümü ile de ilişkilidir. pH arttıkça falavyum katyonu; kuidoinal 

baza, sonra karbinol pseudo baz ve en son olarak da E-şalkona dönüşmektedir. 
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Bu bileşikler antioksidan aktiviteyi daha da arttırmakra ki bu sonuçta TEAC 

değerlerine yansımaktadır.  

 

pH’ya bağlı olarak radikal sönümleme kapasitesi biyolojik olarak da önemli bir 

olaydır. Vücut sıvısı pH’sı mide de 1, ince bağırsak da 5.3, ağız florasında 6.8, kan 

ve doku sıvısında 7.4, kalın bağırsak da 8, pankreasta 7-8.7 ve düodenum da 8.3-

9.3 civarındadır. Asidik koşullarda, test edilen fenolik bileşikler etkin bir radikal 

sönümleme göstermemektedirler. Diğer taraftan, kan yada hücre dışı sıvılarda pH 

7-8’e ulaştığında bu fenoliklerin daha iyi bir antioksidan olarak davranmaları 

beklenebilmektedir (Muzolf et al., 2008). 
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5.  SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda fenolik bileşikler içeren çeşitli bitki 

materyallerinin model sistemlerde etkili antioksidan özellik gösterdiği ve en etkin 

antioksidan bileşikler olan flavanoidlerin çeşitli sebze, meyve, otlar ve çay 

yapraklarında bulunduğu belirtilmektedir. Marul da antioksidan bakımından zengin 

materyallerden biridir. Ancak yapısında doğal olarak bulunan oksidatif enzimler 

(POD,PPO,LOX), hidrojen donör olarak davranabilen, radikal söndürme 

kapasitesine sahip bu tür bileşiklerin okside olmalarına ve bu şekilde toplam 

antioksidan aktivitenin azalmasına neden olmaktadırlar. 

 

Dolayısıyla marulun yapısında bulunan oksidatif enzimlerin saflaştırılması ve 

kinetik karekterizasyonu önem taşımaktadır. Enzimlerin mekanizmalarının 

anlaşılması, raf ömrü hatta tazeye yakın kalitenin korunması için uygun koşulların 

belirlenmesindende kullanılabilmektedir.  

 

 

Yapılan bu çalışma ile gıdalarda antioksidan aktivite veya radikal sönümleme 

kapasitesinin raf ömrü süresince korunması konusuna açıklık getirilmeye 

çalışılmıştır. Oksidatif bozulmaların önlenmesinde kullanılan çeşitli inhibitörler, 

aynı zamanda ürünün besinsel kalitesini de raf ömrü süresince korumaktadırlar. 

Askorbik asit, sistein, okzalik ve sitrik asit bu amaçla önerilmektedir. Ancak 

kullanılan inhibitör konsantrasyonu önem taşımaktadır. Sistein bilinen en etkin 

inhibör olmasına rağmen fazla miktarda kullanıldığı durumda marul fenol içeriğini 

önemli ölçüde azalttığı tespit edilmiştir.  

 

 

Pek çok çalışmada bitki polifenolllerinin bitkideki diğer antioksidanlarla sinerjitik bir 

etki gösterdikleri tespit edilmiştir. Bizim yaptığımız araştırma da da marul 

ekstraktının -tocoferol, kuersetin and askorbik asit gibi kimyasal kaynaklı 

antioksidanlar ile yeşil çay ekstraktı ve üzüm çekirdeği gibi doğal kaynaklı 

antioksidanlar ile kombinasyonunda lipit oksidasyonuna ve Fremy’s salt 

radikalininin indirgenmesine karşı sinerjistik etki gösterdikleri bulunmuştur.  
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Kuersetin, yeşil çay veya üzüm çekirdeği ekstraktının tek olarak yada marul 

ekstraktı ile kombinasyonunda antioksidan aktivitenin pH ya bağlı olarak arttığı her 

iki yöntemde de gözlenmiştir.  Bundan dolayı bu tür bulgular, marul yada benzeri 

gıda madeelerinin antioksidan aktivite ve antioksidanların korunmasında veya 

arttırılmasında kullanılabilmektedir. 

 

 

 

 

 

Marul lipit oksidasyonuna karşı koruyucu doğal antioksidanlar bakımından 

zengindir. Marul ekstraktındaki polifenoller, oksidasyona karşı dirençlidirler. Marul 

ve benzeri bitki ekstraklarının antioksidan aktivitesi, polifenol içeriklerinden 

kaynaklanmaktadır.  Fenolik bileşiklerin antioksidan aktivitesi ise yapılarındaki OH 

grupları ve ve bu grupların hidrojen verme kabiliyetleri ile ilişkilendirilmektedir.   

Marul yüksek miktarda oksidatif enzim aktivitesi içermektedir. Antioksidan aktivite 

ve fenol içeriği oksidasyonla birlikte azalmaktadır. Elde edilen bulgular, raf ömrü 

süresince iz miktarda bulunan  değerli bileşenlerin korunması için kullanılabilir. 

Ancak kullanım dozları önem taşımaktadır.  

 

Taze meyve sebzeler ile bunlardan üretilen çeşitli ürünler yüksek antioksidan 

aktiviteye sahip olmalarından dolayı giderek daha fazla önem kazanmaktadırlar. 

Bugüne kadar yapılan çalışmalar, sözkonusu  

Bu çalışmada çeşitli meyve ve sebzelerin yapılarında doğal olarak bulunan 

oksidatif enzimlerin farklı izoformları iyon değiştirme kromotografisi teknikleri ile 

saflaştırılmıştır. Saflaştırılmış izoenzimlerin model reaksiyon koşullarında askorbik 

asit, -karoten ve çeşitli fenolik (gallik asit,kateşin,epikateşin,kumarik 

asit,klorojenik asit,kuersetin,floridzin gibi) bileşiklerin dolaylı olarak oksidasyonu 

üzerine etkilerinin belirlenmiştir. Bu amaçla POD, PPO ve LOX enzimlerinin primer 

oksidasyon reaksiyon koşullarında ortama ilave edilen askorbik asit, çeşitli 

karotenoidler ve fenolik bileşiklerin uğradığı değişim spektrofotometrik ve 

kromotografik olarak belirlenmiştir. Ayrıca bu değişimler ile antioksidan aktivite 

arasında ilişki ortaya konulmuştur. Sıcaklık, pH ve oksijen konsantrasyonu gibi 
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parametrelerin sekonder oksidasyon reaksiyonları üzerine etkileri araştırılmıştır. 

Elde edilen bulgular ışığında meyve ve sebzelerde başlangıç POD, LOX ve PPO 

aktivitesi, ürün kompozisyonu ve depolama koşullarına bağlı olarak raf ömrü 

süresince meydana gelebilecek toplam antioksidan aktivite kayıplarının 

belirlenmesi mümkün olmuştur. 

 

Fenolik antioksidanların,  antioksidan aktivitesindeki pH ya bağlı olarak gözlenen 

artış proton verme kabiliyetinin bir sonucudur. 

Yine yüksek pH değerlerinde fenolate iyonu oluşumuna bağlı olarak da 

antioksidan aktivite artmaktadır. 
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