MEYVE VE SEBZELERDE BULUNAN OKSIDATIF ENZIMLERIN
ANTIOKSIDAN BILESIKLER VE ANTIOKSIDAN KAPASITE UZERINE
ETKILERININ BELIRLENMESI

EFFECT OF OXIDATIVE ENZYMES ON ANTIOXIDANT COMPOUNDS AND
ANTIOXIDANT CAPACITY IN FRUITS AND VEGETABLES

ARZU ALTUNKAYA

Hacettepe Universitesi
LisansUst Egitim — Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin
GIDA Mihendisligi Anabilim Dali igin Ongordiugu
DOKTORA TEZi

olarak hazirlanmistir.

2009



Fen Bilimleri Enstitist Mudurlagid’ne

Bu calisma jirimiz tarafindan GIDA MUHENDISLIGI ANA BiLiM DALI'nda
DOKTORA TEZI olarak kabul edilmigtir.

Bagkan

Uye

Uye

Uye (Danigsman)

Uye

Prof. Dr. Jale Acar

Prof.Dr. Vural Gokmen

Dog Dr. Umran Uygun

Butez .../.../.....tarihinde Enstitli Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki juri
uyeleri tarafindan kabul edilmistir.

Prof.Dr. Erdem Yazgan =~
FEN BILIMLERi ENSTITUSU MUDURU



MEYVE VE SEBZELERDE BULUNAN OKSIDATIF  ENZIMLERIN
ANTIOKSIDAN BILESIKLER VE ANTIOKSIDAN KAPASITE UZERINE
ETKILERININ BELIRLENMESI

Arzu Altunkaya
Hacettepe Universitesi, Gida Muhendisligi Ana bilim Dali

0z
Bu ¢alisma ile bugune kadar sadece enzimatik kaynakli renk ve tat-koku
bozulmalarindan sorumlu olan oksidatif enzimlerin meyve ve sebzelerde dogal

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

bilesiklerin oksidasyonu Uzerine etkileri arastiriimigtir.

Bu amagla calismanin ilk bélumunde, marulun (L.sativa) yapisinda dogal olarak
bulunan oksidatif enzimlerin farkli izoformlari ultrafiltrasyon ve iyon degistirme
kromotografisi teknikleri ile saflagtinimistir. Saflastirlmis peroksidaz (POD),
polifenoloksidaz (PPO) ve lipoksigenaz (LOX) izoenzimlerinin  kinetik
karekterizasyonu yapilmigtir. Farkl inhibitorlerin; enzimatik esmerlesme, toplam
antioksidan aktivite ve toplam fenol icerigine olan etkileri spektrofotometrik ve

kromotografik olarak belirlenmistir.

Cahgmanin ikinci bolimunde ise taze marul ekstraktinin kuersetin, a-tokoferol ve
askorbik asit gibi kimyasal antioksidanlar ile yesil cay ekstrakti ve GzUm c¢ekirdegi
ekstrakti gibi dogal antioksidanlar ile kombinasyonunda lipit oksidasyonuna karsi
sinerjistik etki gosterip gostermedikleri belirlenmigstir. Lipit oksidasyonu, suda
¢ozunen AAPH soya fosfotidil kolin lipozom sistemde konjuge dienlerin olusumu
ile gergeklestiriimistir.  Yine bu c¢alismanin devaminda marulun dogal
antioksidanlarla olan sinerjisminin farkli pH’lardaki degisimi lipozom ve demirin

katalize ettigi radikallerin indirgenmesini temel alan ESR metodlari ile izlenmistir.

Anahtar kelimeler: oksidasyon, enzim, inhibitor, antioksidan, sinerji
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EFFECT OF OXIDATIVE ENZYMES ON ANTIOXIDANT COMPOUNDS AND
ANTIOXIDANT CAPACITY IN FRUITS AND VEGETABLES
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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, a-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 ageuous 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. GIRIS

Taze meyve sebzeler ile bunlardan uUretilen c¢esitli UrGnler yluksek antioksidan
aktiviteye sahip olmalarindan dolay! giderek daha fazla 6énem kazanmaktadirlar.
Ancak meyve ve sebzelerin yapilarinda dogal olarak bulunan oksidatif enzimler
(POD,PPO,LOX) askorbik asit, karotenoidler ve fenolik bilesikler gibi hidrojen
donor olarak davranabilen, radikal sondurme kapasitesine sahip gesitli bilegiklerin
dolayl olarak okside olmalarina ve bu sekilde toplam antioksidan aktivitenin
azalmasina neden olabilirler. Bugune kadar yapilan c¢alismalar, s6zkonusu
enzimlerin Ozellikle kendi dogal substratlarini okside ederek bilinen renk ve tat-
koku kusurlari olusturmalarina deginirken, cesitli bilesikleri ne sekilde etkilendikleri
konusuna deginmemektedir. Bu tez caligmasi, bugline kadar sadece enzimatik
kaynakli renk ve tat-koku bozulmalarindan sorumlu olan oksidatif enzimlerin
meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunanan ve antioksidan etkiye sahip
askorbik asit, karotenoidler ve fenolik bilesiklein oksidasyonu Uzerine etkileri olup
olmadigi arastiriimistir. Bu tur bir bulgu, yuksek antioksidan aktivitelerinden dolayi
saglikh bir beslenme icin vazgecilmez kabul edilen meyve ve sebze Urlnlerinin
muhafazasi amaciyla uygulanacak iglemlerin tasariminda buyuk bir 6nem

tasimaktadir.

Bu calismada marulun (L.sativa) yapisinda dogal olarak bulunan oksidatif
enzimlerin farkli izoformlari iyon degistirme kromotografisi teknikleri ile
saflastinimistir. Saflastiriimis izoenzimlerin model reaksiyon kosullarinda askorbik
asit ve gesitli fenolik (gallik asit, katesin, kafeik asit, katesol,ferulik asit, floridzin,
klorojenik asit) bilesiklerin dolayli olarak oksidasyonu Uzerine etkilerinin
belirlenmistir. Bu amacgla POD, PPO ve LOX enzimlerinin primer oksidasyon
reaksiyon kosullarinda ortama ilave edilen askorbik asit, sistein, sitrik asit, okzalik
asit, p-karoten ve fenolik bilesiklerin ugradigi degisim spektrofotometrik ve
kromotografik olarak belirlenmigtir. Ayrica bu degisimler ile antioksidan aktivite
arasinda iligski ortaya konulmustur. Sicaklik, pH ve oksijen konsantrasyonu gibi
parametrelerin sekonder oksidasyon reaksiyonlari Gzerine etkileri arastiriimigtir.
Elde edilen bulgular 1s1ginda meyve ve sebzelerde baslangic POD, LOX ve PPO

aktivitesi, Urin kompozisyonu ve depolama kosullarina bagl olarak raf émri
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suresince meydana gelebilecek

belirlenmesi mumkuin olmustur.

toplam antioksidan

aktivite  kayiplarinin
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2. LITERATUR OZETi

Meyve ve sebzeler insan beslenmesinde esas olarak mineral maddeler ve
vitaminlerin kaynagi olarak gorulurler. Ancak antioksidan maddelerce zengin
gidalari tiketen kisilerde gesitli kanser ve kalp-damar hastaliklarinin rastlanma
oraninin dusuk olmasi, son yillarda meyve ve sebzelerin toplam antioksidan
aktivitelerinin saptanmasi ve yapilarindaki antioksidan etkiye sahip bilegiklerin

tanimlanmasi Uzerine yapilan ¢aligmalari yogunlastirmigtir.

2.1. Meyve ve Sebzelerin Bilegsimlerinde Bulunan Antioksidan Bilesikler ve

Antioksidan Kapasite

insan viicudunda lipit, protein, niikleik asit gibi farkli molekdiller serbest radikaller
tarafindan oksidatif hasar ugramakta ve yaslanmanin yaninda pek ¢ok dejeneratif
hastaligin baslamasina neden olmaktadirlar(Garcia-Alanson et al.,2004; Singh et
al.,2002).

Bir hicrenin gelisimini sirdurmesinde oksijeni tiketme gerekliligi, reaktif oksijen
turlerinin olusumunu da beraberinde getirmektedir ki bu olay oksidatif stres olarak
tanimlanmaktadir (Yen et.al.,2002). Super oksit anyon(Oy), hidroksil radikali(OH")
ve hidrojen peroksit(H,O;) gibi formlarda bulunan reaktif oksijen turleri, normal
metabolik prosesler veya bazi dis faktorler tarafindan olusturulmaktadir (Singh et
al., 2004). Serbest radikal, kendi molekiler ¢evresinin disinda ¢ok hizli hareket
edebilen radikaldir. Reaktif oksijen tirleri ise kimyasal olarak reaktif bir veya daha
fazla oksijen atomu iceren molekiller olarak tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen
turleri serbest radikalleri ve biyolojik molekulleri okside edebilen radikal olmayan
reaktif bilesikleri kapsar. Bu nedenle reaktif oksijen turleri ayni zamanda oksidanlar
veya prooksidanlar olarak ifade edilmektedir (El et al.,1999). Bu turler DNA'da
hasara neden olmakta DNA’nin kopyalanmasi ve hicre olusumunu da
etkilemektedirler. DNA’nin oksidatif hasara ugramasi ise kanserin bir gostergesi
olabilmektedir (Yen et.al.,2002).

Antioksidanlar, okside olabilen hlcresel substratlarin oksidasyonunu geciktiren

yada dnleyen maddelerdir. Reaktif oksijen tdrlerinin  olusumunu 6nleme yada
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sondurme gibi etkiler gostermektedir (Singh et al.,2004). Serbest radikalleri
notralize eden antioksidan bilesikler kanser, katarakt, serebral patoloji, romatoit
artrit gibi pek ¢ok hastaligin dnlenmesinde dnemli bir rol oynayabilmektedir. Meyve
ve sebzeler E vitamini, C vitamini, karotenoidler pek cok farkli antioksidan
icermektedir. Sadece bunlar degil fenolik bilesiklerden flavanoidlerinde antioksidan
aktiviteye sahip oldugu bildiriimigtir (Garcia-Alanson et al.,2004; Einbond et
al.,2004).

Antioksidanlar dogal olarak kombinasyon halinde bulunurlar ve antioksidan
etkilesimi onlarin etkileri icin Onemli gorinmektedir. Bazi antioksidanlarin
kombinasyonunda, toplam etki, beklenen toplam etkiden daha fazla
bulundugunda bu durum sinerjism olarak ifade edilmektedir (Uri, 1961). Pek ¢ok
calismada bitki polifenolllerinin bitkideki diger antioksidanlarla sinerjitik bir etki
gosterdikleri tespit edilmistir (Majchrzak et al., 2004; Roberts and Gordon, 2003;
Pedrielli and Skibsted, 2002; Miller and Rice-Evans, 1996).

Fizyolojik islemler ve dig etmenlerin etkisiyle olusan serbest radikal ve aktif
oksijenin diyetle alinan antioksidanlar tarafindan sonduruldigu bilinmektedir.
Gidalarda dogal olarak bulunan bazi bilesiklerin radikal séndirme kapasitesi
Olcimu genellikle kontrolll olarak olusturulan radikallerin saf antioksidan bilesikler
veya gida ekstraktlari ile reaksiyona sokularak indirgenmesi ve indirgenme
artnlerinin belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu amagla ABTS, DPPH ve
fremy’s salt gibi goérinir bolgede absorbans yapan renkli radikaller; lipit
peroksidasyonunu saglayan AAPH yada AMVN radikalleri kullaniimakta 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 molekullerden (askorbik asit, tokoferol, fenolik

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

Son yillarda yapilan epidemiyolojik ¢calismalar, saghgin korunmasi ve hastaliklarin
onlenmesinde meyve sebzelerin oldukga onemli rolleri oldugunu ortaya koymustur

(Hunter,et al.,2002; Piga et. al.,2002). Meyve-sebzelerin bu etkileri antioksidan
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madde igermesinden kaynaklanmaktadir. Saglikla iligkisi olmasi nedeniyle meyve

ve

sebzelerin

antioksidan

kapasiteleri  bir

belirlenmistir(Cizelge 1.ve Cizelge 2).

cok

arastirici

tarafindan

Cizelge 2.1. Baz gidalarda bulunan vitaminler ve fenolik bilesiklerin TEAC olarak
antioksidan kapasiteleri

Antioksidan TEAC (mM) *

bilesik Kaynak

Vitaminler

Askorbik asit Sebze ve meyveler 1.0 £0.02

Tokoferol Tahillar, findik, zeytin yagi 1.0+0.03

Fenolik Bilesikler

Siyanidin Uziimler, ahududu, cilek 4.4+0.11

Kuersetin Sogan, elma, Uzim, cay ve 4.7+0.10
brokoli

Kaemferol Pirasa, brokoli, greyfurt 1.3+£0.08

Rutin Sogan, elma, Uzim, cay ve 2.4+0.02
brokoli

Luteolin Limon, zeytin, kereviz, kirmizi 2.11£0.07
biber

Apigenin Kereviz, maydanoz 1.5+£0.08

Epikatesin Kara Uzum, kirmizi sarap 2.4+0.02

Epigallokatesgin Cay 3.8+0.06

Taxifolin Turuncgil 1.940.03

Naringenin Turuncgil 1.5+£0.05

Hasperidin Portakal suyu 1.0+0.03

Teaflavin Siyah cay 2.910.06

Teaflavin-3-gallat Siyah cay 4.7+0.16

Teaflavindigallat Siyah gay 6.2+0.43

* Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite
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Cizelge 2.2. Cesitli meyve ve sebzelerin ORAC olarak toplam antioksidan

kapasiteleri

Meyve ve sebze

ORAC Degeri/g*

Cilek

Ispanak
Ahududu
Brokoli
Avokado
Portakal
Uzim (Kirmizi)
Uziim (Beyaz)
Biber (Kirmizi)
Visne

Kiwi

Sogan

Misir

Patlican
Karnabahar
Bezelye
Patates
Kabak

Muz

Elma

Havug
Fasulye
Domates
Kayisi

Seftali

Armut

Karpuz

Hiyar

76.80
60.60
61.35
44.40
39.10
37.50
36.95
22.30
36.55
33.50
30.25
22.45
20.10
19.30
18.85
18.20
15.65
14.90
11.05
10.90
10.35
10.05
9.45
8.20
7.90
6.70
5.20
2.70

* Oksijen Radikali Absorplama Kapasitesi
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Cizelge 1 ve Cizelge 2’de agikga goruldugu gibi meyve ve sebzeler bilesimlerinde
dogal olarak bulunan antioksidan bilesikler nedeniyle yuksek antioksidan aktiviteye
sahiptirler. Ancak meyve ve sebzelerin igslenmesi sirasinda uygulanan iglemler bu

etkinin belli oranda azalmasina sebep olmaktadir.

Lipoksigenaz(LOX), Peroksidaz(POD) ve polifenoloksidaz(PPQO) gibi oksidasyon
enzimleri bir gok meyve ve sebzenin bilesiminde dogal olarak bulunmaktadir. Bu
enzimler meyve ve sebze UrUnlerinde isleme veya depolama sirasinda ortaya
clkan bazi kalite kayiplarindan sorumlu tutulmaktadir. Polifenoloksidazlar
enzimatik esmerlesme sonucu renk kusurlarina neden olurken, lipoksigenazlar ise
¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu kotu tat-koku olusumuna
neden olmaktadirlar. Peroksidazlar ise kismen renk esmerlesmelerine neden
olabilmektedirler. Bu nedenle enzimatik oksidasyon reaksiyonlari gergeklesirken
ortamda bulunan ve radikal sondurme kapasitesine sahip askorbik asit,
karotenoidler ve polifenoller gibi bilesiklerin birincil enzim substrati ile okside

olmalari beklenir.

2.2.Lipoksigenaz

Gidalarda meydana gelen lipit oksidasyonu, kaliteyi etkileyen ana unsurlarin
basinda gelmektedir. Lipid oksidasyonu, gidalarda aroma, tat, koku, flavor, renk ve
besinsel kalite degisimlerinde 6nemli rol oynamaktadir. Coklu doymamig yaglarin
oksidasyonu ile olusan UrUnlerle birlikte gidalarda renk, tat, koku, flavor gibi 6nemli
kalite kriterlerinde kayiplar meydana gelmektedir. Lipid oksidasyonu esnasinda
olugan radikal turleri gidalarda protein, pigment, vitamin ve karbonhidrat gibi
bilesenlerle etkilesime girmekte ve bu bilesenlerin yapilarinda degisikliklere sebep
olmaktadir (Whitaker,1991).

Gidalarda c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu katalizleyen enzim
LOX'dir. Yapilan arastirmalarda sebzelerde istenmeyen flavor gelisinden, klorofil
ve B-karoten pigmentlerinin yikimindan LOX enziminin sorumlu oldugu
bildirilmektedir (Sheu and Chen,1991; Williams et al.,1986).
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1928 yilinda Haas ve Bohn, soya fasulyesi ekstraktinin, ekmekgilikte kullanilan,
bugday unundan elde edilen hamurun sari rengini agtigini, bu etkinin soya
fasulyesinde bulunan ve karoten oksidaz olarak adlandirdiklari enzim tarafindan
gerceklestigini belirtmistir (Wolf, 1975). Daha sonra yapilan ¢alismalarda karoten
yikiminin lipit oksidasyonunun bir sonucu olarak gerceklestigi ve bu etkinin LOX

enzimi tarafindan gercgeklestirildigi bildirilmistir (Whitaker,1991).

LOX (linoleat oksidoreduktaz EC 1.3.11.12) cis,cis 1,4 pentadien sistem igeren
¢oklu doymamig yag asitlerini (LH) hidroperoksitlere oksidasyonunu katalizleyen
bir dioksigenazdir (Wong,1995; Robinson et.al.,1995; Smith et.al.,1996). Pek ¢ok
bitki ve hayvan dokusunda bulunmaktadir (Robinson et.al.,1995). LOX enzimin
substratini bitkilerde baskin olarak bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerinden
linoleik ve linolenik asit olusturmaktadir (Gardner,1991). LOX dogada genis bir
dagilim gostermekte ve Ozellikle gelismis bitki ve hayvan hucrelerinde yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu izoenzimler optimum pH, substrat spesifikligi, son Grln,
Isil direng ve ko-oksidasyon reaksiyonlarini gerceklestirme egilimi agisindan
farklihk gostermektedir (Robinson et al.,1995; Shibata and Axelrod,1995; Prigge et
al.,1997).

LOX enzimleri bitki hiicrelerinde hem organellerde, hem de sitoplazma igerisinde
bulunmaktadirlar (O’Connor and O’Brien,1991). Ayrica immunofloresans
etiketleme galismalarinin sonucunda, soya fasulyesindeki LOX enzimlerinin hicre

icerisinde rasgele dagildigi gosterilmistir (Vernooy- Gerritsen et al.,1984).

Yapilan calismalarda LOX enziminin tip1 ve tip2 olmak Uzere iki izoformunun
oldugu bulunmustur. Optimum pH’s1 6.5 civarinda olan LOX'lar serbest asit ve
metil esterleriyle reaksiyona girebilmektedirler. Coklu doymamig sistemde terminal
cift baglara baglanirlar. Linoleik asidi 9- ve 13- hidroperoksitlere, a-linoleik asidi de
9- vel6- hidroperoksitlere okside ederler. Hidroperoksidasyon reaksiyonlarina ek
olarak duyusal anlamda 6nemli olan ugucu karbonil bilegikleri de olugtururlar. Ayni
zamanda karotenoidlerin ko-oksidasyonuna da neden olurlar. Optimum pH’si 9-10
olan LOX’lar daha yuksek peroksidasyon spesifikligi gosterirler. Linoleik asidi 13-
hidroperoksite okside ederler. iz miktarlarda ugucu karbonil bilesikler olustururlar.
Karotenoid’i daha az okside ederler (O’Connor and O’Brien,1991).
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LOX'In gidalardaki 6nemi kotu tat ve aroma olusumu ile renk bozulumu uzerinde
etkin rol oynamasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica LOX, bugday ununun
agartiimasi amaciyla ekmek yapiminda kullanim alanina sahiptir (Aziz et al.,1999;
Robinson et al.,1995).

Enzimatik olarak olusan hidroperoksitler klorofil ve karotenoid pigmentlerinin
parcalanmasina neden olmakta dolayisiyla pigment renginde acgilmalar meydana
gelmektedir (Jeren-Galan et al.,1999). Pigment renginin acgilmasi ise taze

sebzelerde bozulmanin gostergesidir (Aziz et al.,1999).

LOX izoenzimlerinin molekll adihgr yaklasik 95-100 kDa olup her enzim basina bir
adet hem formda olmayan demir atomu icermektedirler (Wu,1996; Prigge et
al.,1997). Yapidaki demir atomunun enzime ¢ok siki bir sekilde bagh oldugu ve
sadece 4,5-dihidroksi-m-benzendisilfonik asit gibi kuvvetli Fe(ll) kelat yapici
bilesiklerle yapidan uzaklastirilabildigi, Fe(lll) kelat yapici bilesiklerin ise enzimdeki
demir molekulinu yapidan ayiramadigi tespit edilmistir (Wong,1995b).

LOX, konjuge olmamis ¢ift bag iceren yag asitlerinin oksigenasyonunu katalizler.
Substrat olarak genellikle linoleik, linolenik ve arasidonik asit gibi coklu doymamis
yag asitlerini kullanir. LOX enzimlerinin etki mekanizmasi Sekil 2.1 de
gOsterilmistir. Proses esnasinda, ¢ift baglar konjuge olur ve perhidroksi yag asitleri
olusur. Reaksiyon mekanizmasi iki basamaktan olusmaktadir. ilk basamakta
pentadien sistemden enzim-Fe(lll) kompleksine dogru elektron transferi
gerceklesir. Radikal olusur. ikinci basamakta ise radikalin, perhidroksi yag
asitlerindeki molekuler oksijen ile reaksiyona girmesiyle Fe(ll) tekrardan Fe(lll) ‘e
okside olur. Duguk oksijen konsantrasyonlarinda ise ikinci basamak farkl
olmaktadir. Zincirin kirilmasiyla dimerize yag asitleri, ketonlar ve terminal aldehitler
olugsmaktadir  (Cuperus et.al.,1995). Elektron paramagnetik rezonans
spektroskopisi teknigi ile yapilan c¢alismalarda LOX reaksiyonu sirasinda
pentadienil (L") ve peroksi radikallerinin (LOO’)'nin olustugu gozlenmistir (Garssen
et al., 1972; Vergagen et al., 1977).
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Sekil 2.1. LOX enzimlerinin etki mekanizmasi

LOX aktivitesi sonucu olusan hidroperoksitler, farkli enzim gruplari sayesinde
ugucu ozellige sahip ¢ok cesitli Urlnlere pargalanmaktadir. Asagidaki sekilde 1-4
petadien sisteme sahip linoleik ve linolenik asitin enzimatik olarak pargalanmasi

sonucu olugan ana Urunler gorulmektedir.

LOX aktivitesi sonucu olusan hidroperoksitlerin, farkli enzim gruplari tarafindan
parcalanmasi sonucunda olusan aldehitler ve aldehit asitleri, ketoller ve ketol yag
asitleri karekteristik aroma bilesikleridir. Cogu ugucu Ozellige sahip olan bu
karbonil bileglikleri icerisinde 6zelllikle hekzanalin istenmeyen flavor olusumu
acgisindan 6nem tasidigi belirtiimektedir (Erikssson, 1975; Gardner, 1975; Wolf,
1975, Grosch, 1976).

LOX karotenoidlerin ve klorofilin oksidasyonunu radikal mekanizmasi yoluyla,
coklu doymamis yag asitleri varhginda katalizlemektedir. LOX, ¢oklu doymamis
yag asidi olmadan pigmentleri okside edememektedir. Dolayisiyla LOX varliginda
gerceklesen hidroperoksidasyon reaksiyonlari esnasinda karotenoidler ve
klorofiller yikima ugradiklari igin bu tip reaksiyonlara pigment ko-oksidasyon

reaksiyonlari denilmektedir.
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Literatirde karotenoidlerin ko-oksidasyonu, LOX katalizorliginde gerceklesen
¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda olusan radikaller ile B-
karoten etkilesimi sonucu olustugu belirtiimektedir (Ikediobi and Snyder,1977; Aziz
et al., 1991, Calligaris,2002).

Karotenoidlerin enzim-pentadienil radikal kompleksine(E-Le) yada ortama salinan
pentadienil radikaline(Le) etki ettigi ve ko-oksidasyon esnasinda karotenoidin
yapisindan hidrojen atomu ayrilmasinin gergeklestigi belirtiimektedir ( Robinson et
al.,1995). Bu esnada kararli bir rezonans yapiya sahip karotenoid radikali
olusmakta olusan karotenoid aradikali de oksijenle birlesmekte ve karbonil
bilesiklerini olusturmaktadir. Yapisina oksijen alan karotenoid yikima ugramakta
ve bozulmaktadir (Klein et al.,1984).

Diger bir 6ngoérilen mekanizma da enzim peroksi radikal kompleksinin (E-LOOe)
yada peroksi radikalinin ( LOOe) ortama salinmasi ve karotenoidlerle reaksiyona
girerek yapilarindan hidrojen atomu ayrilmasina sebep olmaktadir. Boylece yag
asidi peroksiti (LOOH) olusmakta ve daha sonra yapisina oksijen alan
karotenoidler yikima ugrayarak bozulmaktadir (Robinson et al. 1995; Wu et
al.,1999).

Karotenoidler bir ok meyve sebzenin yapisinda bulunan, sari ile kirmizi arasinda
degisen renklere sahip pigmentlerdir. Domates ve havug gibi sebzeler yuksek
oranda karotenoid icermektedir (Desorby et al.,1988; Calligaris et al.,2002).
Karotenoilerin temel yapisi, 8 tane izopren birimin ard arda baglanmasiyla olugan,
birbirin simetrik iki tane 20 karbonlu birimden meydana gelmektedir (Ege, 1994).
Batin karotenoidler 40 karbonlu iskelet yapisinin degisik varyasyonlari sonucu
ortaya c¢ikmaktadir. Sadece karbon ve hidrojen atomundan meydana gelmis
karotenoidlere karoten, yapisinda hidroksi, epoksi ve keto gibi oksijen gruplari
iceren karotenoidlere ise ksantofil (ksantin) denilmektedir (Oliver and Palou,2000).
Karotenoidlerin karekteristik 6zelligi, uzun konjuge polien zincir boyunca tek ve cift
baglarin surekli olarak yer degistirmesidir. Bu olgu, yapisindaki {[-elektronlarinin,
polien zincir boyunca surekli delokalize olmasi sonucu konjuge bir sistem

olusturmasindan kaynaklanamkatadir. Bu 6zellik karotenoidlerin molekul yapisini,
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kimyasal aktivitesini, 1911 absorplama Ozelliklerini ve bdylece rengini
belirlemektedir (Britton,1995).

Karotenoidlerin polien zincirindeki her bir ¢ift bag, cis ve trans geometrik izomerleri
olmak Uzere iki farkli konfigirasyonda bulunabilmektedir. Yapida cis formda bir
c¢ift bagin bulunmasi, ardasik durumdaki hidrojen atomlari ve/veya metil gruplari
arasinda buyuk bir sterik engelleme yaratmakta, bu da termodinamik acidan
karotenoidlerin cis izomerlerinin trans formlarina gére daha az kararli olmasina
neden olmaktadir. Bu sebepten dolayl dodada bulunan butin karotenoidler

cogunlukla ail-trans formunda bulunmaktadir (Britton,1995).

Karotenoidler beslenme fizyolojisi agisindan énemli bir yere sahiptir. Bunun nedeni
bazi karotenoidlerin provitamin A aktivitesine sahip olmalaridir. Karotenoidlerin
provitamin A aktivitesi gosterebilmesi i¢in yapilarinda en az bir tane keto, hidroksi
veya epoksi grup icermeyen b-halkasi bulunmasi gerekmektedir. Karotenoidler
icerisinde en yuksek provitamin A aktivitesi gosteren molekul p-karotendir

(Minguez- Mosquera et al.,2002b). Teorik olarak bir birim 3-karoten molekulinden,
2 birim vitamin A elde edilmesi gerekmetedir. Fakat metabolik sire¢ sonunda bu
oranin 6 birim B-karotenden, 1 birim retinol (vitamin A) elde edilecek sekilde
gerceklestigi belirtiimigtir (Desorby et al.,1998). B-karoten disinda, a-karoten, y-
karoten, B-kriptoksantin, -apo-8-karotenal ve bunarin yapi izomerleri, yapilarinda
bir tane B-halkasi igerdiklerinden dolayi potansiyel A vitamini aktivitesine sahip

diger bazi karotenoidlerdir (Minguez- Mosquera et al.,2002b).

Bununla birlite, Peto et al.(1981) tarafindan, meyve ve sebzelerle alinan -
karotenin, bazi kanser c¢esitlerine kargi koruyucu etki gosterdiginin belirtiimesinden
sonra, karotenoidler potansiyel antioksidan madde olarak genis bir calisma alani
kazanmiglardir. Daha sonralari epidemiyolojik calismalarda besinlerle alinan
karotenoidlerin cilt kanseri (Mathews-Roth and Krinky,1987; Greenberg,1990)
akciger kanseri,(Omenn et al.,1996) kalp damar hastaliklari(Morris et al.,1994) ve
katarakt (Knekt et al.,1992) gibi hastaliklara yakalanma riskini 6énemli &lgtde

azalttigini ortaya koymustur.
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B-karoten ve diger karotenoidlerin bir bagka dnemli 6zelligi ise elektronca zengin
konjuge bag yapilari sayesinde, uyariimis formdaki oksijen molekulinu (singlet
oksijen, 0O2*) sonumlendirerek tekrar dogal formdaki oksijen molekuline
(triplet,03*) donusturmeleidir. Singlet formdaki oksijen molekilll son derece reaktif
yapidadir ve kimyasal reaksiyonlar sonucunda oksidatif hasarlara yol agmaktadir.
B-karoten uyariimis oksijen molekllindeki fazla enerjiyi blnyesine alarak,
yapisindaki uzun polien zincir boyunca molekuler titresim sayesinde ortama isi
seklinde aktarmakta ve bu etki neticesinde B-karoten molekulinin yapisinda hig
bir degisiklik meydana gelmeden uyarilmig formdaki oksijen molekula (O2*) tekrar
dogal formuna dénudsmektedir (Krinski,1994; Britton,1995; Edge et al.,1997). B-
karotenin bu 6zelligi sayesinde, klorofil pigmenti tarafindan uretilen reaktif formdaki
oksijen molekullerinin sonumlendiriimesi sonucunda gerek krolofil pigmentinin
yapisinda, gerekse lipidlerin yapisinda meydana gelebilecek oksidatif hasarlarin

Oonlenmesi saglanmaktadir (Chen and Liu,1998; Rontani,2001).

2.3. Peroksidaz

Enzimatik esmerlesme olayina katilan diger bir enzim POD enzimidir. POD
(dondr:H202 EC 1.11.1.7), oksidoreduktazlar adi verilen genis bir enzim
grubunun Udyesi olup hemen hemen tum bitki ve hayvanlarda ve cesitli
mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunur (Burnette, 1977; Adams,1991).
Enzimin ¢ok genis bir dagilim gostermesi biyolojik 6nemini de arttirmaktadir
(Padiglia et al.,1994). Hucre igerisinde sitoplazmada ¢ozunur formda veya hicre
duvarina bagh olarak bulunur (Wang et al.,2000). Hidrogen peroksitle reaksiyona
girerek pek cok farkli substrati okside edebilen demir iceren 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 reaksiyonlarinin
gerceklesmesi yaninda ayrica, katalitik etkiye de sahiptirler (Robinson,1991;
Wong,1995a). POD enzimleri, enzimatik reaksiyonlari esnasinda hem
yukseltgeyici hem de indirgeyici substratlari kullanirlar. Yukseltgeyici substratlar
genellikle peroksitler yada peroksiasitlerdir. Farkli kaynaklardan elde edilen POD

enzimleri farkli yikseltgeyici substratlar kullanabilmektedir. Ornegin 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 bilesigin peroksitler varliginda okside edilmesidir. Bu

reaksiyonun gergeklesmesi igin ortamda bir peroksitin bulunmasi sarttir.

Peroksidasyon reaksiyonlarinin genel esitligi asagidaki sekilde verilmektedir:

ROOH+AH;—H,0+ROH+A* (Burnette, 1977, Robinson,1991).

Reaksiyondaki okside edici substrat, ROOH; genellikle bir peroksit veya

peroksiasittir. Reaksiyon U¢ agsamada gerceklesmekte olup hidrojen dondr substrat

(AH>), iki hidrojen kaybederek serbest radikal (A*) olusmaktadir (Robinson,1991).

POD+H,0,—> Bilesik |

Bilesik 1+AH,— Bilesik II+AH

Bilesik II+AH— POD+A*( Burnette,1977)

POD enzimlerinin katalizérligunde gergeklesen hidrojen peroksitin oksidasyon

reaksiyonu Sekil 2.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Peroksidaz enziminin reaksyon mekanizmasi (Wong, 1995a)

POD, enzimatik reaksiyonun ilk asamasinda hidrojen peroksitin yapisindaki
oksijen baginin (O-O) heterolitik olarak kiriimasini gergeklestirmektedir. Bu
asamada hidrojen peroksit, enzimin yapisindaki iki elektronu yapisina alarak su
moleklline doénusmekte ve peroksidaz enzimi ise O=Fe(IV)-porfirin-{-katyon
yapisindaki demir-okso formuna yukseltgenmektedir (POD-1). Reaksiyonun ikinci
asamasinda ise ylUkseltgenmis formdaki enzimin hidrojen donér substratlar
tarafindan (AH,) 6nce POD-II formuna, daha sonra da dogal formu olan POD

formuna indirgenmesi gerceklesmektedir (Wong, 1995a).

Hidrojen dondr substratlar tarafindan POD enziminin indirgenmesi asamasinda
olusan serbest radiller, kendi aralarinda enzimatik olmayan yollarla birleserek
dimer yada polimer formlarini olusturmaktadirlar. Ornegin POD enziminin fenolik
yapidaki hidrojen donér substrati olan guayakol molekuld, reaksiyon esnasinda

okside olarak guayakol radikaline donusmekte ve guayakol radikallerinin kendi
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aralarinda polimerlesmesi sonucunda da renkli yapidaki tetraguayakinonlara
donusmesi, POD aktivitesinin belirlenmesi amaciyla bir gok arastirmaci tarafindan
kullaniimaktadir (Hemeda and Klein, 1991; Gunes and Bayindirh, 1993;
Yeminicioglu et al.,1998).

Hucre igerisinde sitoplazmada ¢dzunur formda, hdcre duvarlarina ve kloroplast
membranina bagli olarak bulunan POD enziminin meyve ve sebzelerin yapisinda
bulunan bir ¢ok fenolik madde ve besleyici degere sahip bilesikleri substrat olarak
kullanabilmesi, serbest radikallerinde iginde bulundugu cok genis aralikta Urun

olugsmasina sebep olmaktadir (Robinson, 1991Db).

Bitki dokularinda bulunan bir c¢ok fenolik bilesigin oksidasyonu, c¢ok dustk
miktarlarda hidrojen peroksit varliginda bile POD tarafindan katalizlenebilmektedir.
POD enzimi farkh oksidasyon formlarinda bulunabildiginden, en az Ug farkl tipte
oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyebilmektedirler. Ayrica butun bitki dokulari,
askorbik asit peroksidaz gibi substrat spesifik POD enzimlerini de igerebilmektedir.
Meyve ve sebzelerin yapisinda, fenolik bilesiklerin de iginde bulundugu ¢ok sayida
substrattan, serbest radikal reaksiyonlari sonucunda oldukg¢a fazla miktarda trin
meydana gelebilir. Ornegin sadece portakal suyu igerisinde yer alan substrat
niteligindeki bilesikler arasinda askorbik, kafeik, genistik ve kumarik asitler yer alir.
Bunlar igerisinde askorbik asitin hidrojen dondr substrat olarak kullaniimasi, bu
bilesenin dehidroaskorbik aside oksidasyonuna neden olur. Dehidroaskorbik asitin
hidroliz ile diketoglukonik asite dénisimu ise besinsel dede acisindan etkinliginin
kaybolmasi  sonucunu  dogurur. Bununla Dbirlikte  hidrojen  peroksit
konsantrasyonunun, gerek turunggil meyvelerinde ve gerekse diger bitkisel
urtnlerde dusik olmasi ve nispeten askorbik asit miktarinin fazla olmasi, bu yolla

bir oksidasyonu oldukga sinirlamaktadir (Robinson,1991).

POD enziminin ¢ok fazla miktarda bilesigin oksidasyonunu gerceklestirebilmesi ve
bunun sonucunda da ¢ok genis perspektifte Uriin olusturmasi nedeniyle, bitkilerin
hasat edildikten sonra renk, aroma ve yapisal degisimlerden sorumlu olabilecegi
fakat kesin bir iligki kurulmasinin ise zor olabilece@i dusunutlmektedir (Robinson,
1991a; Burnette, 1977).
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POD enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarda difenoller indirgen substrat olarak rol
alabilirler. Bu durumda POD enzimleri kismen enzimatik esmerlesme
reaksiyonlarinda yer alabilmektedirler (Zhang et al.,2005; Mdluli ,2004). Bu durum
POD enzimlerinin oksidatif etkisi olarak ifade edilmektedir. POD enzimleri,
oksidasyon igin gerekli oksijeni hidroperoksitlerden alarak fenolik bilesiklere, renk
maddelerine veya tirozin veya askorbik asit gibi akseptorlere tagiyarak enzimatik
esmerlesme reaksiyonlarina katilirlar. POD enzimlerinin bu aktivitesi oldukca
dasktar (Mdluli ,2004).

POD enziminin bir diger aktivitesi olan hidroksilasyon; PPO enziminin kresolaz
aktivitesine benzerlik gostermektedir. POD’in bir diger aktivitesi olan katalitik etki
ise; hidrojen peroksitten su ve oksijen olusumunu gergeklestiren bir aktivitedir.
Dolayisiyla POD enzimi bir anlamda katalaz enziminin iglevine sahiptir

(Yemenicioglu,1998).

POD enzimleri tarafindan oksidasyon reaksiyonlarinin gercgeklestiriimesi,
peroksidatik etkiye baglidir. Ancak meyve ve sebzelerde bu enzimin ihtiyag
gOsterdigi peroksitlerin oldukga dusuk duzeylerde bulundugu dikkate alinirsa,
PPQO’a gore ikinci derecede bir 6neme sahip oldugu duistnulebilir (Adams,1991;
Williams et al.,1986). Ayrica POD enzimi, varolan peroksitlerin kullaniminda da
oldukgca secicidir. Ornegin turp POD’I peroksitlerden yalnizca hidrojen peroksiti ve

etil hidrojen peroksiti kullanabilmektedir (Burnette, 1977).

POD enzimleri tarafindan kullanilan hidrojen donér substratlarin bazilar ve

reaksiyon sonucu olusan urunler asagidaki gizelgede verilmistir(Burnette,1977).
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Substrat Uriin

Pirogallol Purpuragallin
Hidrokinon Kuinhidron
Guayakol Tetraguayakinon

o-fenilendiamin fenazin

Katesol o-kinon
o-kresol sari ¢ozelli
Tirosin Yesil ¢ozelti
Adrenalin Kirmizi ¢ozelti

2.4. Polifenoloksidaz

PPO (monofenol,oksidorediktaz) meyve ve sebzelerin islenmesi ve depolanmasi
esnasinda hasarli dokulardaki istenmeyen esmerlesme reaksiyonlarindan sorumiu
olan ve bakir iceren bir enzimdir (Brun-Merimee, et al.,2004; Kavrayan and
Aydemir, 2001; Chazarro et al.,1997; Valero et al.,1991). PPO enzimleri tirosinaz,
fenolaz, katesol oksidaz, monofenol oksidaz, kresolaz ve katesolaz gibi isimlerle
de anilmaktadir (Wong,1995).

PPO enzimleri bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Bitkideki PPO
seviyesi; tur, ¢esit, olgunluk ve yasa bagl olarak degismektedir. Saglikli hicrede
PPO inaktif formdadir. Dokunun hasara ugramasi ile aktif hale gegmekte ve
fenolleri okside ederek esmer renkli pigment olusumuna neden olmaktadir
(Zawistowski et al.,1991). Bitki hiicresinde, PPO enzimleri plastidlerde ve fenoller
vokuollerde yer almasina ragmen hucresel parcalanma meydana geldiginde

enzimatik esmerlesme gergeklesmektedir (Rigal, Gauillard, Richard-Forget, 2000).
PPO oksijen varliginda iki farkli reaksiyonu katalizlemektedir

1. Monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu,

2.0-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3.PPO enzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyonlar. (a) monofenollerin o-difenollere
hidroksilasyonu (monofenolaz aktivitesi) (b) o-difenollerin o-kinonlara dehidrojenizasyonu
(difenolaz aktivitesi)

Bu reaksiyolardan ilki monofenolaz ya da krezolaz ikincisi ise difenolaz yada
kategolaz olarak adlandiriimaktadir. Bu aktivitelerden ilki, yani krezolaz aktivitesi
sonucu; esmer renkli pigmentler olusmaz. Ancak hidroksilasyon sonucu o-difenolik
bilesikler, katesolaz aktivitesiyle esmer renkli bilesiklere donugurler. Boylece
krezolaz aktivitesi adeta katesolaz aktivitesini besleyerek enzimatik esmerlesme
olayinda dolayli olarak rol oynar. Bu agsamada kinonlar; diger fenolik bilesikler,
aminoasitler, proteinler ve diger hucresel bilesenlerle enzimatik olmayan
reaksiyonlara girerek renkli polimer yada pigmentleri olustururlar (Montero et
al.,2001; Duangmal et al.,1999; Richard-Forget et al.,1992).

Ayni enzimin iki farkh etki mekanizmasi olan katesolaz ve krezolaz aktiviteleri
enzim sistematiginde farkli kodlarla anilmaktadir. Bu siniflandirmada krezolaz
aktivitesi E.C.1.14.18.1 ve katesolaz aktivitesi E.C.1.14.18.2 kodlariyla
gosterilmigtir (Mayer,1987).
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Her PPO enzimi aktif merkezinde molekul basina 2 adet bakir atomu icermektedir.
Bu bakir kompleksi met, oksi ve dioksi olmak (izere (i¢ formda bulunmaktadir. iki
adet bakir atomunun her biri 3 adet histidine baghdir (Huber et al. 1985). PPO aktif
hale gecebilmek icin bakira ihtiyagc duymaktadir (Zawistowski et al.,1991). Enzim
once oksijen baglayarak oksi forma gecer. Bu arada Cu*, Cu?" halini alir ve
kompleks olusturur. Bu formdaki enzim o-fenollerin oksidasyonu ve monofenollerin
hidroksilasyonunu katalize eder (Martinez and Whitaker, 1995). PPO substratlari
okside olabilen OH grubu igceren (OH gruplari birbirine gére orta konumda) olan
bilesiklerdir. Buna gore meyve ve sebzelerin bilesiminde bulunan kafeik asit,
klorojenik asit, katesinler ve I6ko-antosiyanidinler gibi fenolik bilesikler
enzimatik esmerlesme reaksiyonlarini katalize etmektedirler (Miller and Rice-
Evans,1996).

Dogada bulunan diger PPO enzimi lakkazdir!!

Enzimatik esmerlesmenin ilk asamasi o-kinonlarin olusmasidir. O-kinonlar ise, o-
dihidroksibenzol (o-difenol) birimleri iceren her c¢esit fenolik bilesikten
olugsabilmektedir. Buna gore, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan dogal
flavonoid maddelerden, katesinler, I0koantosiyanidinler, antosiyanidinler,
flavanonlar ile ayrica hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik asit ve bunlarin tarevleri
olan cesitli bilegikler, kafeik, ferulik, p-kumarik, kuinik, gallik, sinapik ve klorojenik
asitler gibi ¢cok cesitli basit fenolik bilesiklerle c¢esitli polifenoller enzimatik
esmerlesmelerde rol oynarlar. Enzimatik esmerlesmelerde rol alan bu maddeler
yaninda, bir cok meyve ve sebzede ¢ok az miktarda bulunmasina kargin onlarin
enzimatik yolla esmerlesmelerinde 6nemli rol oynayan diger maddelerden biri de
tirozindir. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinda birgok polifenolik madde
substrat olarak rol oynamasina karsin, bazi fenolik maddeler inhibitér olarak rol
oynamaktadirlar. Bazilari ise ne substrat ne de inhibitdr niteligine sahiptirler (Acar
and Gokmen, 2004).
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Bitkinin normal yasam sureci iginde enzimatik esmerlesme olay! belki de lehine
¢alisan bir koruma mekanizmasidir. Ancak buna kargin 6zellikle hasattan sonra bu
enzimler normal iglevleri digina ¢ikarak kontrolstiz bir faaliyet gostermektedirler.
Esasen bu durum taze meyve ve sebzelerin gerek iglenmesinde, gerekse
depolanmasinda biylk sorunlara yol agmaktadir. Ozellikle isleme sirasinda
uygulanan kabuk soyma, dilimleme, pulpa isleme gibi dokuyu tahrip eden
prosesler; enzimleri, fenolik bilesikleri ve hava oksijenini bir araya getirerek adeta
enzim faaliyetini kamgcilayici bir etki gostermektedirler. Bunun sonucunda, daha
islemenin hemen baslangicinda urtn hi¢ arzu edilmeyen koyu esmer renkli bir hal
alabilmekte, fenol kaybindan dolayi besinsel degeri dusmekte ve dolayisiyla ticari
degeri azalmaktadir. Ayrica reaksiyon sonucu olusan okside urunler hig
istenmeyen bir tada sahip olduklari gibi indirgeyici 6zellikteki C vitamini gibi
oksidasyona duyarli 6gelerin de kaybina neden olmaktadirlar (Yemenicioglu,
1998).

PPO ve POD enzimleri bitkisel dokularda bir ¢ok farkli formda
bulunabilmektedirler. Ornegin katesol oksidazlar bitkisel dokularda aktif olmayan
proenzimler olarak sentezlenmekte ve daha sonra kloroplastlardaki tilakoitlerde
yogunlagsmaktadirlar. Bu enzimlerden bir kismi buradaki protezlarca aktif hale
getirilerek dogal islevine kavusmakta, onemli bir kismi da latent halde yani ihtiyag
halinde kullanilabilecek bir rezerv olarak dokulardaki varligini surdirmektedir
(Mayer,1987; Soderhall and Soderhall, 1989). PPO ve POD enzimlerinin bir kismi
hlcre sivisinda ¢ozunur halde bulunurken, bir kismi da yogunlastiklari bolgelerde
zayif iyonik baglarla veya daha glcli kovalent baglarla, bagh olarak

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

Katesollerin o-benzokinonlara oksidasyonu sirasinda, PPO enziminin geri
donlsuimslz bir sekilde inaktive oldugu gdézlenmistir (Golan-Goldhirsh and
Whitaker, 1984). NMR teknigi kullanilarak PPO enzimlerinin katalizledii
reaksyonlar sirasinda ara urin olarak semikinon radikallerinin olustugu
gozlenmigtir (Sekil 2.4.) (Peter et al. 1985; Korytowski et al. 1987). PPO

enzimlerinin etki mekanizmasi Sekil 2.5.’de detayli olarak gdsterilmektedir.
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Sekil 2.4. Polifenol oksidazin katalizlegi reksiyon esnasinda semi-kinon
radikallerinin olusumu.
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Sekil 2.5. o- difenollerin (A) ve monofenollerin (B) polifenol oksidaz enziminin katalizledigi
reaksiyon sonucu oksidasyonu.
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Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarinin  Onlenmesinde g¢esitli  yaklagimlar
arastirimaktadir. Genellikle, PPO’un termal inaktivasyonu ile bu durum 6nlemeye
calisiimakta ancak isil islem doku yumusamasi gibi bazi olumsuzluklara da neden
olmaktadir. Isil igslem yerine, kimyasal inhibitérler bu amagla tercih edilmektedir
(Tortoe, Orchard ve Bezer, 2006). Enzimatik esmerlesmeyi kontrol etmek igin
kullanilan inhibitorin etkinligi; inhibitérin konsantrasyon ve yapisina, PPO’nun
kaynadina ve substrata bagl olmaktadir. PPO enzimlerini inaktive eden pek ¢ok
inhibitor bilinmektedir. Kullanilan inhibitorlerin bir kismi enzime, bir kismi substrata
bir kismi ise olusan Uriine etki etmektedir. Ornegin inorganik iyonlar enzim
uzerinde etkilidir. PPO metalloprotein oldugu icin; siyanid, CO, ve
sodyumdietiltiyokarbamat(DIECA) gibi kelat yapici ajanlarla inhibe edilebilmektedir
(Zawistowski et al.,1991). Bunlardan baska inhibitér olarak sulfitler, askorbik asit
ve tiyol iceren bilesiklerde kullaniimaktadir (Ding et al.,2002; Richard-Forget et
al.,1992; Zawistowski et al.,1991; Molnar-Perl et al.,1990; Sayavedro-Sota et
al.,1986).

Indirgeyici ajanlar ve antioksidanlar o-kinonlari renksiz difenollere indirgeyerek
renk bozulmasini onlemektedirler (McEvily et al.,1992). Enzimatik esmerlesme
reaksiyonlarinin olustugu ortamda renk degismelerinin kilit maddesi olan kinonlari,
o-difenollere indirgenmektedir. indirgeyici ajanlardan en c¢ok bilineni askorbik
asittir. Askorbik asit ortamda dehidroaskorbik asite okside olarak indirgen bir
Ozellik gostermektedir. Ayrica askorbik asidin etkisiyle meyve ve sebze
dokularinda bulunan oksijeni de indirgeyerek, esmerlesme reaksiyonlarini ikinci bir

yolla inhibe etme 6zelligine sahiptir (Kavrayan and Aydemir, 2001).

Sitrik, okzalik, malik veya fosforik asit gibi asidulantlar ise pH'y1 dusurerek ve/veya
urundeki bakir ile kelat olusturarak enzimatik esmerlesmeyi Onlemektedirler.
Meyve ve sebzelerin islenmeleri sirasinda ortaya ¢ikan enzimatik esmerlesmeler,
ortamin pH ile yakindan ilgilidir. PPO enzimlerinin optimum pH degeri, kdkenine ve
substrata gore pH 4 ile 7 arasina degismektedir (Vamos-Vigyazo,1981). Bu
nedenle enzimatik esmerlesmeler pH degerinin 4.5'in Uzerine c¢ikmasiyla hizla
artar ve 5-7 arasinda maksimum duzeye ulasir. pH 4'Un altinda PPO aktivitesinin
azalmasinda PPO enziminin merkezinde bulunan bakirin bu dusuk pH

degerlerinde enzime daha gevsek baglandigi ve enzim aktivitesinin azaldigi
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dusundlmektedir. Bu nedenle meyve ve sebzelerin iglenmelerinde enzimatik
esmerlesmeleri onlemek amaciyla bazen haslama veya ylkama suyuna % 0.1
dizeyinde sitrik asit kullanilmaktadir (Martinez and Whitaker, 1995).

Sulfuroz asit ve tuzlar (sulfit, bisulfit ve metabisulfit) da kuvvetli bir inhibitor etkisi
gOsterir. Ortamda bulunan % 0.01 duzeyindeki SO, esmerlesmeleri onlemektedir.
Ancak ozellikle son zamanlarda, bu maddenin astim hastalarinda olusturugu gibi
saglik Uzerinde bazi olumsuz etkilere neden oldugunun saptanmig olmasi,
kullanimina FDA tarafindan sinirlamalar getiriimesine yol agmistir (Sapers and
Miller, 1992; Oszmianski and Lee, 1990). Ayrica SO2’nin uygulandigi Urinun tad
ve kokusu Uzerinde belirgin olumsuzluklara neden olmasi ve tiamin gibi besin
ogelerini pargalamasi da bu maddenin kullaniminin giderek azalmasina neden
olmaktadir. Bu nedenlerden dolayi son yillarda alternatif kimyasallarin kullanimi
uzerinde durulmaktadir. Anak SO, kadar etkin bir kimyasal bulunamamigtir.
Askorbik asit ve turevleri esmerlesmeyi, ortamdan kendileri tUkenene kadar yani
belli bir slUre durdurabilmektedir. Ayrica urlUnidn uzun sure depolanmasi
durumunda bu maddelerin bizzat kendileri enzimatik olmayan esmerlesmeye

neden olmaktadirlar (Tronc et al., 1997).

Meyve ve sebzelerin enzimatik yolla esmerlesmeleri, yapilarindaki enzim ve
substrat (fenolik madde) derigsimleri ile yakindan ilgilidir. Her iki parametre, meyve
ve sebzelerin cinslerine ve ayni zamanda olgunluk durumlarina goére farkh
derisimlerde olabilirler. Tam olgunlasmamis urinlerde PPO aktivitesi yluksek
oldugu gibi, kolay okside olabilen maddelerin miktarlari da fazladir. Turunggillerde
ise okside olabilir nitelikte fenolik bilesik ve PPO bulunmadigindan ve pH degerleri
de disuk oldugundan bu meyve ve JUrUnlerinde enzimatik esmerlesme

gorulmemektedir (Vamos-Vigyazo, 1981).

Bu tez caligmasi kapsaminda oksidasyon enzimlerinin (POD.PPO,LOX) primer
reaksiyon kosullarinda ortama ilave edilen askorbik asit, karotenoidler ve fenolik
bilesiklerin ugradid1 degisimlerin belilenmesi amaglanmigtir. Bu kapsamda elde
edilen bulgularin, meyve ve sebzelerdeki antioksidan bilesikler ile oksidasyon
enzimleri arasindaki iligkinin  belirlenmesi konusuna acgiklhk getireceqi

disunulmustur. Bodylece sadece renk ve tat-koku gibi duyusal 6zelliklerin
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bozulmasindan sorumlu tutulan oksidasyon enzimlerinin ayni zamanda toplam

antioksidan kapasite, yani besinsel kalite Uzerine etkileri belirlenmistir.

3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu tez calismasinda marul 6rnegine ait deneyler yapilmigtir.

3.2. Ham Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi:

PPO,POD ve LOX ham enzim kaynagi olarak secilen marul (yak.3 g) tampon
cozelti ile (yak.9ml) karistirilarak homojenizatérde pargalanmistir. Homojenat daha
sonra +4°C’de 15 dak sureyle 15000 rpm de santrifljlenmistir. Hedef enzimleri

iceren berrak supernatantlar birlestiriimistir.

3.3. Enzim Saflagtirma

Ham enzim ekstrakti, DEAE-sellloz igeren kolona (10 x 2.5 cm) uygulanmistir.
DEAE kolonu, DEAE-selulozdan 10 g alinip pH 4 tamponu ile karistirilarak elde
edilmistir. Kolonun igerisindeki hava kabarciklari uzaklastirilmistir. Kullaniimadan
once kolondan bol miktarda pH 4 tamponu gegirilmigtir. TUm bu islemlerden sonra
kolon kullanima hazir hale geldiginden, kolona yaklasik 30 ml enzim ekstrakti
uygulanmigtir. Kolonun muslugu acilarak 5 er ml lik fraksiyonlar toplanmis ve bu
isleme enzim ekstrakt seviyesi kolon dolgu seviyesine inene kadar devam
edilmistir. Boylece enzim ekstrakti ham enzim kolonuna emdirilmigtir. Bu
asamadan sonra kolona pH 4 tampon ¢ozeltisi ilave edilerek kolondan 5 er ml‘lik
fraksiyonlar toplanmaya baslanmis ve zaman igerisinde kolona ilave edilen
tampon c¢ozeltisinin pH si 0.25 araliklarla pH 9 a kadar arttinimistir. Kolon
cikisindan toplanan fraksiyonlarda (eluat) PPO, POD ve LOX aktiviteleri, kinetik

Ozellikleri ve protein miktarlari tespit edilmistir.
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3.4. Protein Tayini

Protein miktari Bradford (1976) boya baglama yontemine gore tayin edilmistir.
Hazirlanan bradford reaktanti ile karistirilan 6rnedin 595 nm’deki absorbansi,
bovin albumin ¢ozeltisi standart egrisi ile (eslestirilerek) karsilastirilarak protein

derisimi saptanmistir.

3.5. Enzim Aktivitelerinin Olgiimii:

3.5.1. POD aktivite olgumii:

POD aktivite dlcumlerinde substrat olarak 240 mM guayakol ve 240 mM hidrojen
peroksit ¢ozeltileri kullanilmigtir. Guayakol ¢ozeltisi %50’lik etil alkol kullanilarak
hidrojen peroksit ise deiyonize su ile hazirlanmistir. Bir spekrofotometre kiveti
icerisine pH 6.5 tamponu(POD igin optimum pH), substrat ve enzim ekstrakti
kullanilarak kuavet igerisinde 420 nm dalgaboyundaki absorbans artisi 3 dakika
sureyle kaydedilmistir. Elde edilen absorbans-zaman grafiginin dogrusal degistigi

kisminin egiminden POD aktivitesi hesaplanmistir.

3.5.2. LOX aktivite olgumui:

LOX aktivite élgiminde substrat olarak linoleik asit kullaniimistir.12 ul linoleik asit
(%99 saflikta) 200 ul tween 20ve 1920 ml deiyonize kullaniimistir.Reaksiyon
karisimi 130 ul 0.1 M NaOH eklenerek berraklastiriimis ve Uzerine 2 ml saf su
eklenerek 4.5 mM linoleik asit ¢odzeltisi elde edilmistir. Bir spekrofotometre kiveti
icerisine pH 6 tamponu(LOX icin optimum pH), substrat ve enzim exkrakti
kullanilarak kavet igerisinde 234 nm dalgaboyundaki absorbans artisi 3 dakika
sureyle kaydedilmistir. Elde edilen absorbans-zaman grafiginin dogrusal degistigi

kisminin egiminden LOX aktivitesi hesaplanmistir.

3.5.3. PPO aktivite olgumu

PPO aktivite olgiminde substrat olarak 10mM katesol kullaniimigtir. Bir

spekrofotometre klveti icerisine pH 7 (PPO igin optimum pH) tamponu, substrat ve
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enzim ekstaktl kullanilarak kuvet icerisinde 420nm dalgaboyundaki absorbans
artisi 3 dakika sureyle kaydedilmigtir. Elde edilen absorbans-zaman grafiginin

dogrusal degistigi kisminin egiminden PPO aktivitesi hesaplanmistir.

3.6. Kinetik Karekterizasyon

PPO, LOX ve POD enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarin hizi tGzerine substrat
konsatrasyonunun etkisi Lineveawer-Burk modeline gore belirlenmigtir. Bu amacla
POD, LOX ve PPO enzimleri i¢in primer substrat olarak sirasiyla hidrojen peroksit
ve guayakol, linoleik asit ve katesol kullanilarak bu enzimlerin primer subtrat
affiniteleri belirlenmistir. Ayrica her t¢ enzimin sekonder substrat varliginda olusan
reaksiyonlarda incelenmigstir.Primer substrat affiniteleri ve sekonder oksidasyon

reaksiyonlari ayrica potansiyometrik olarak da incelenmistir.

pH ve sicaklik aktiviteleri POD,LOX,PPO enzim aktiviteleri pH 4.0-9.0 ve 10-60 °C
araliklarinda Olgulerek optimum aktivite goOsterdikleri pH ve sicaklik araliklar

belirlenmistir.

3.6.1. Ki Hesaplanmasi

Ki, inhibitdrin enzime olan affinitesini ifade eder. Kinin hesaplanmasi igin
kullanilan yontem asagidaki grafikte gosterilmistir. Buna gore ok ile ifade edilen

deger —Ki degerini vermektedir.
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Sekil 3.1. Sisteine ait ki degerinin hesaplanmasi

3.7. Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Analizleri

ince dogranmis 3 g marul érnedi 9 ml saf su, % 0.5 askorbik asit, %0.05 sistein,
%0.5 sitrik asit ve %0.5 okzalik asit ile karistirilip homojenizatérde parcalanmigtir.
Elde edilen bulamagtan 10 dakika surelerle ornekler alinmig, HPLC analizine
kadar derin dondurucuda muhafaza edilmistir. 10000 rpm’de 10 dakika santrifdj
isleminden sonra berrak supernatantlar HPLC'de izlenmistir. Kromotografik
seperasyon C18 25 cm uzunlugundaki C18 kolon kullanilarak gerceklestirilmistir.
Kromotogramlar 280 nm de izlenmigtir. 1 ml/dak akis hizinda farkli derisimlerde

formik asit (gradiyent)-metanol kullanilarak seperasyon gergeklestirilmistir.

3.8. Marul Antioksidanlarinin Karekterizasyonu
3.8.1. Marul ekstraktinin hazirlanmasi

3 g marul ekstrakti 6 ml su ile homojenize edilmig, baglangi¢ta ve 24 saat sonra
homojenize edilmis maruldan ornekler alinmigtir. Isitma iglemi igin ise homojenize
edilmis marul ekstrakti 80 °C de 10 dakika sureyle isitilmigtir. 15000 rpm de 30
dakika sureyle santriflij edilmis ve elde edilen supernatant suda c¢o6zinen

antioksidan kaynagi olarak kullaniimistir.
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3. 8.2. Toplam fenol konsantrasyonu
Marul ekstraktinin toplam fenol igerigi, Folin-Ciocalteu’s phenol reagent

kullanilarak 765 nm de spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

3.8.3. Antioksidan ¢ozeltiler

Yagda ¢ozunen antioksidanlar, ¢ozunurliklerine bagh olarak farkli ¢ozuculerde
¢cozundurulmuslerdir. TOH hekzanda QC ise metanolde ¢ozundurtlmustir. Suda
¢bzunen antoksidan (AA) 0.01 M fosfat tamponda ¢oézindurilerek elde edilmistir.
TOH, QC ve AA konsantrasyonu, soya fosfoditil kolin molekiler agirhdr 900g/mi

olarak alinarak yag fraksiyoundaki % mol olarak hesaplanmistir.

3.8.4. Lipozom hazirlanmasi

Lipozom, Roberts & Gordon, 2003’de aciklanan metoda gére hazirlanmistir. 1.5
umoL soya fosfoditii kolin igceren ¢ozeltiden 2 ml alinarak, kloroformda
¢6zundurulmus ve 1 mL saf hekzan,1 mL a-tokoferol ¢ozeltisi veya 1 mL kuersetin
cOzeltisi ile karistirlmistir. Oksidayon AMVN o6ncullugiande gercgeklestirildignde
absolute etanolde hazirlanan 43 mM AMVN‘'den 86 pl hazirlanan 6rnege ilave
edilmistir. Cozuculer, sicakligi 30 "C ye ayarh su banyosu ve rotary evaporator ile
yak.100 mbar basingta uzaklastiriimistir. Buharlastirmadan sonra atmosferik
basin¢c azotla muamele edilmistir. Lipit parcalari daha sonra 10 ml 0.01 M fosfat
tamponu ile ¢oézundurilmis ve 10 dakika vorteks islemi uygulanmis 30 saniye
sureyle de sonikasyona tabii tutulmustur. Sonugta homojen ve multilamellar bir
lipozom elde edilmistir. Unilamelllar lipozom, Avestin Lipofast Basic small volume
(500 pL) extrusion aleti (Avestin Europe Gmbh, Mannheim, Germany) kullanilarak
hazirlanmistir.  Suspansiyon, 200 nm por c¢apindaki 2 kath polikarbonat
membranlardan 21 kez gecirilmistir. Marul ekstrakti ve askorbik asit, lipozom
sistemine fosfat tamponda ¢ozinduruldikten sonra ilave edilmistir. Marul ekstrakti,
1000 kat seyreltildikten sonra 165 ul alinarak ilave edilmis ve bu sekilde fenol

icerigi de 1.84x10°> mg GAE ayarlanmistir.
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3.8.5. Lipozomlarin Peroksidasyonu

Unilamellar lipozom suspansiyonu (2.5 mL) kuvartz kuvetlere ilave edildikten sonra
su ceketli kiivetlerde 37 °C de 10 dakika inkiibasyona birakilmigtir. 75 mM AAPH
(pH 7.4) c¢ozeltisinden 25 ul eklenip kivetler 5 kez ters yuz edilip ¢evrildikten ve
kapatildiktan sonra (evaporasyonu Onlemek igin) reaksiyon AAPH onculiginde
baglatiimistir. 234 nm’deki absorbans 900 dakika sureyle her 10 dakidada bir
kaydedilmistir. Elde edilen absorbans-zaman grafiginin dogrusal degistigi kisminin
egiminden lag faz hesaplanmigtir (Roberts & Gordon, 2003).
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Sekil 3.1. Kuersetin ve marul ekstrakti kombinasyonunda AAPH varliginda elde
edilen spektrofotometrik sonuctan lag fazin hesaplanmasi
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Enzim saflagtirma

Bu amagcla materyal ve metot bolimuinde anlatilmig olan ultra-filtrasyon ve DEAE-
seluloz kolon kromotografisi tekniklerinden faydalaniimistir. Uygulanan iglemler
sonucunda saflastirmaya iliskin olarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.1., 4.2. ve
4.3.’de verilmistir. Buna goére ham ekstrakttan itibaren kolon kromotografisi

uygulamasiyla daha ylksek saflik oranlarina ulagiimistir.

Cizelge 4.1. Taze maruldaki PPO enzimlerinin kismi saflastirmasi

Saflastirma Hacim(ml)  Toplam toplam Spesifik Verim(%) Saflik(kat)
basamaklari aktivite(U) protein(mg) aktivite(U/mg)
Ham ekstrakt 2.83 478.8 0.006 100 1

DEAE-kolon 30

kromotografisi

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

Cizelge 4.2. Taze maruldaki POD enzimlerinin kismi saflastirmasi

Saflastirma Hacim(ml) Toplam Toplam Spesifik Verim(%) Saflik
basamaklari aktivite(U) protein(mg) aktivite(U/mg) (kat)
Ham ekstrakt 0.58 478.8 0.0012 100

DEAE-kolon 30

kromotografisi

POD1 5 0.052 18 2.9 9 2417
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Cizelge 4.3. Taze maruldaki LOX enzimlerinin kismi saflagtirmasi

Saflagtirma Hacim(ml)  Toplam Toplam Spesifik Verim(%) Saflik
basamakalari aktivite(U) protein(mg) aktivite(U/mg) (kat)
Ham ekstrakt 1.19 478.8 0.003

DEAE-kolon 30

kromotografisi

LOX1 5 0.24 217 11 20 367
LOX2 10 0.17 194 0.86 14 292

PPO, POD ve LOX enzimlerinin karekteristik 6zellliklerinin daha iyi agiklanabilmesi
icin saflastirma islemi yapiimigtir. Kolon, DEAE-sellloz ile doldurulmus ve pH 4-9
arasinda gradient uygulanmigtir. En aktif fraksiyonlar, PPO igin PPO1, PPO2,
PPO3 ve PPO4; POD igin POD1 ve LOX igin LOX1 ve LOX2 fraksiyonlari
toplanmistir. PPO icin pH 4.25, 4.5, 4.75 ve 8.275'de; POD pH 4.75'de; LOX igin
pH 5.75 ve 7.5°de en aktif fraksiyonlar elde edilmigtir. PH gradientinden dnce tuz
gradienti denemis ancak sonug basarili bulunmamistir. PPO ve POD enzimlerinin
esmerlesme reaksiyonlarina neden olmasi dolayisiyla polifenollerin  olumsuz

etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla PVPP kullaniimistir (Goulart, et al., 2003).

Sekil 4.1°deki elusyon profili incelediginde, ellisyonun hemen basinda enzim
aktivitesi icermeyen bilesiklerin topluca kolondan ayrildigi goruimektedir. Bu durum
gradient baslamadan o6nce kolonun bol miktarda tamponla yikanmis olmasindan
kaynaklanmakta olup, bu yolla PPO, POD ve LOX disindaki tim unsurlarin
uzaklastirimasi hi¢ kuskusuz saflastirma islemine katkida bulunmaktadir. Yine
ayni eltsyon profilinde kolondan tutulmadan gegebilmis PPO enzimlerinin baslica
iki ana fraksiyonu (PPO1 ve PPO4) ve bunlari takip eden iki alt fraksiyondan
(PPO2 ve PPO3) olustugu anlasiimaktadir. Bu fraksiyonlardan PPO1 ve PPO4’Un
safligi, bir 6nceki islem asmalarindakine kiyasla artarken dort alt fraksiyonun saflik
dizeyleri yaklasik ham ekstrakttaki saflik dizeyine dismustir. Bu nedenle
sadece iki alt fraksiyon (PPO1 ve PPO4) karekterize edilmigtir.
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Sekil 4.1. DEAE-sellloz dolgulu kolondan elde edilen (A) PPO (B) POD ve (C)
LOX enzimlerine ait aktivite degerleri

4.2. Polifenoloksidaz, Peroksidaz ve Lipoksigenaz Enzimlerinin Ana

Fraksiyonlarinin Bazi Ozellikleri

4.2.1. Optimum sicaklik derecesi

Bu amacla 10-80 °C araliginda aktivite dlgumleri yapilmis ve sonuglar Sekil 4.2.’de
gosterilmigtir. Sekilde goruldug gibi PPO1 fraksiyonu 40 °C’de ve PPO4 fraksiyonu
ise 30 °C’de optimum aktivite gostermektedir. Bu degerler PPO enzimi igin ham
ekstraktta da belirlenmis olup 40 °C olarak bulunmustur. 40°C’yi dereceyi asan
sicakliklarda PPO enzimlerinin denatlirasyonu sonucu aktivite azalmaktadir. Buna
gore, PPO1ve PPO4 fraksiyonlari ham ekstraktta bulunanlar gibi yuUksek

sicakliklarda c¢aligabilen enzim fraksiyonlari icermemektedir.

Saflastirnimis POD enzimi igin de optimum sicaklik 30 °C olarak tespit edilmigtir.
Ayni deger cilek POD aktivitesi icin de bildirilmistir (Civello et al.,1995).
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LOX enzimlerinin izoformlari ise 40 ve 30 °C’lerde optimum aktivite

gOstermektedirler. Muz yapragi (banana leaf) LOX aktivitesi de 40 °C de optimum

aktivite gostermektedir (Kuo et al., 2006).
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(c)
Sekil 4.2. (a) PPO, (b) POD ve (c) LOX enzimlerine ait optimum sicaklik grafikleri

4.2.2. Optimum pH derecesi

Bu amacla pH’si 4.0 ve 9.0 arasinda degisen ortamlarda aktivite olgumleri
yapilmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.3."de gosterilmistir da pH 7’de optimum
dizeyde calisabildigi tespit edilmistir. LOX1 ve LOX2 fraksiyonlari i¢in sirasiyla 6
ve 7 olarak bulunmustur. PPO enzimleri i¢in bulunan deger ham ekstrakttan elde
edilen deger ile aynidir (Altunkaya and Gokmen, 2008). Marul POD enzimleri i¢in
optimum pH araliginin 6-8.5 arasinda degigstigi bildirilmistir (Fang et al.,2008). Bu
kadar genis bir aralikta yer almasi, izoenzimlerin farkli pH degerlerinde optimum
aktivite gostermesinden kaynaklanabilmektedir. LOX izoenzimleri ise asidik
kosullarda, noétral ortamlara gore daha stabil olmaktadirlar. Soya fasulyesi LOX
enzimlerinin de benzer pH degerlerinde optimum aktivite gosterdikleri tespit

edilmistir (Civello et al.,1995).
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Sekil 4.3. (a) PPO, (b) POD ve (c) LOX enzimlerinin optimum pH degerleri

4.2.3. Vmax ve Km degerleri

Km ve Vmax degerleri bir enzimin substratina kargi olan kinetik davranisi
hakkinda bilgi veren degerlerdir. Km degeri bir enzimin substratina karsi olan
afinitesini gostermekte olup, bu dederlerin disik olmasi afinitenin yuksek
olduguna isaret etmektedir. Diger yandan Vmax degeri, ortamdaki tUm enzimin
substratiyla birlestigi zaman, gelisen reaksiyonun maksimum hizidir. Bu hizin
yarisina ulagsmak icgin, substrat konsantrasyonunun Km degerine esit olmasi

gerekmektedir.
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Km degeri ayrica, bir enzimin dokunun original ortamdaki substrat konsantrasyonu
hakkinda da bilgi veren bir degerdir. Dokudaki substrat konsantrasyonunun g¢ogu

zaman Km degerine yakin oldugu bildiriimektedir (Segel,1976).

Literatlrde, pek ¢ok fenolik bilesigin PPO enzimlerinin substrati olarak davrandigi
gosterilmistir (Dogan and Dogan, 2004). Bu baglamda, dihidroksi ve trihidroksi
fenoller sirasiyla katesol, klorojenik asit, kafeik asit, katesin ve gallik asitin marul
PPO enzimlerine kargsi substrat spesifikligi  belirlenmistir.  Substrat
konsantrasyonlari bu konuda yapilmig diger arastirmalarda genellikle kullaniimis
degerler dikkate alinarak secilmistir. Marul PPO enziminin en aktif formlari (PPO1
ve PPO4) icin apparent kinetik parametreler belirlenmistir (Cizelge 4.4.). Marul
PPO enzimleri dihidroksi fenolleri substrat olarak kullanirken trihidroksi fenollere
kargl herhangi bir aktivite tespit edilmemistir. Katalitik etkinligin agiklanabilmesi igin
Vmax/Km degerleri hesaplanmistir. Yine tablodan da goérilecedi gibi Vmax/Km
degerleri her iki fraksiyon icin farkliik gostermektedir. Substrat afinitesi PPO1
izoenzimi icin sirasiyla klorojenik asit>kafeik asit>katesin>katesol>gallik asit olarak
bulunmustur. PPO4 izoformu igin bu siralama katesol>katesin>kaffeik
asit>klorojenik asit>gallik asit seklinde tespit edilmistir. PPO1 ve PPO4
izoformlarinin her ikisinde gallik aside karsi bir aktivite belirlenmemistir. Klorojenik
asitin, kahve yapragindan elde edilen PPO enzimleri iginde en iyi substrat oldugu
bildirilirken katesol de pek ¢ok bitki igin ayni 6zelligi gostermektedir (Rapeanu et
al.,2006; Mdluli, 2005). Substrat spesifikligine iliskin bu sonuglarin daha anlamh bir
nitelik kazanmasi i¢in marul érneginin fenolik bilesik profile de belirlenmistir. Bu

konu ile ilgili calisma ileri bolumlerde yer alacaktir.

POD enzimine ait kinetik parametreler, indirgeyici substrat olarak guayakol
kullanilarak belirlenmistir. POD aktivitesi degisen H,O, konsantrasyonlari igin
Michaelis-Menten iligkisi gostermektedir (Cizelge 4.5.). Marul POD igin Km 0.33 ve
Vm 0.24 olarak bulunmustur. H,O, ic¢in disuk km degeri, enzimin aktif
bolimindeki hem grubu ile substrat arasindaki hidrofobik etkilesimleri

yansitmaktadir (Onsa et al., 2006).
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LOX enzimlerine ait kinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in de 0-12 mM arasinda

degisen linoleik asit konsantrasyonlarinda Michaelis-Menten egrileri elde edilmigtir
(Cizelge 4.6.). LOX1 icin Km 0.33 ve Vm 0.24 olarak bulunurken LOX i¢cin Km 0.98

ve Vm 0.24 olarak tespit edilmistir. LOX1 icin substrat afinitesinin daha yuksek

oldugu sonucuna ulagiimistir.

Cizelge 4.4. Marul PPO1 ve PPO4 izoenzimlerinin farkli substratlar igin kinetik

parametreleri (K, veVp)

Kmn(mM) Vn (1/dak.) Vin/Knm
PPO1 PPO4 PPO1 PPO4 PPO1 PPO4
Klorojenik asit 2.18 0.22 31.25 0.01 14.33 0.05
Katesol 15.00 0.14 75.18 0.08 5.02 0.57
Katesin 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

Cizelge 4.5. Kismen saflastiriimis POD icin Km ve Vmax degeri

Km(H202)(mM)

Vm(1/dak.)

Vm/Km

6.486

0.0458

7.6x10°
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Cizelge 4.6. Marul LOX1 ve LOX2 izoenzimlerine ait kinetik parametreler (Vmax
ve Km)

Km(mM) Vi (1/min) Vin/Knm

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 inhibitorlerin etkisi

Dért farkli inhibitérin 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 arastiriimistir. inhibisyon tipleri ve inhibisyon sabitleri (ki)
Cizelge 4.7°de verilmigtir. Kullanilan inhibitérler arasinda marul PPO1 ve PPO4
aktivitelerine kargi en etkin inhibitorin sistein oldugu tespit edilmigtir. Her iki
fraksiyon igin askorbik asit ve sistein rekabetc¢i (competetive), sitrik ve okzalik asit
ise rekabetci olmayan(non-kompetetive) inhibisyon etkisi gostermislerdir. Burada
rekabetci inhibisyon tipine drnek olarak askorbik asit, rekabet¢i olmayan inhibisyon

tipime 6rnek olarak da okzalik asit verilerek kinetic analiz agiklanmistir.

Kontrol (inhibitér olmayan durum) ile kiyaslandiginda askorbik asitin marul PPO1
enzimi Uzerine etkisi Michaelis-Menten egrisi (Sekil 4.4.) ve Linewear-Burk grafigi
(Sekil 4.5.)'de acik bir sekilde gorulmektedir.
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Sekil 4.4. Oksidasyon reaksiyonu ortamina farkli konsantrasyonlarda askorbik asit
ilave edildiginde oksidasyon hizinda olugan degisimler

Askorbik asit ile gerceklesen PPO inhibisyonunun tipini belirlemek icin Esitlik1 de
verilen Michaelis-Menten hiz ifadesinin dogrusallastitiimis formu olan Linewear-

Burk esitligi (Esitlik 2) kullaniimistir.

Michaelis-Menten Hiz esitligi:

Vv =VmW[S+][S—-|

Michaelis-Menten hiz esitliginin dogrusal formu, Linewear-Burk esitligi:

1 _ Km+[s]
V VmaxS]
Burada;

Vmax= Maksimum hiz (1/dak.)
Km= Maksimum hizin yarisina ulasmak icin gerekli katesol konsantrasyonu (mM)
[S]= katesol konsantrasyonu (mM)

Askorbik asit varliginda elde edilne kinetik veriler Michaelis-Menten modelinin
dogrusallastiriimis formu olan Linewear-Burk modeline gore ele alinip, 1/katesol
konsantrasyonuna karsi 1/ reaksiyon hizi grafikleri cizildiginde x-eksenini kestigi
noktalarin degistigi ancak y eksenini kestigi noktalarin degismedigi gortulmektedir
(Sekil 4.5.). Bu durum inhibitér varliginda marul PPO1 enzimi icin Km degerlerinin
arttig1 ve Vmax degerlerinin degismedigini gostermektedir. Marul PPO1 enziminde
gorulen bu davranig, askorbik asit varliginda goézlenen inhibisyonun rekabetgi

inhibisyon modeline uydugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. Askorbik asit varliginda marul PPO1 enzimine ait Lineweaver-Burk

grafikleri

Sekil 4.6.’de rekabetci inhibisyonun reaksiyon mekanizmasi sematik olarak
gosterilmigtir.Rekabetci inhibisyon modelinde inhibitor enzimin aktif bodlgesine
substratla yarigsarak baglanmaktadir. Enzim ile inhibitdr kolaylikla baglanmakta
ancak Urun olusmamaktadir. Ortamdaki substrat konsantrasyonu arttikga enzimin
inhibitore olan ilgisi azalmakta ve inhibisyon ortadan kalkmaktadir. Dolayisiyla Km

degeri azalirken Vmax degeri degismemektedir (Copeland, 2002).

E+S —— ES —— E+P

4
I

\ K,

EI

Sekil 4.6. Rekabetci inhibisyon modeli

Rekabetgi enzim inhibisyon modelinde Michaelis-Menten hiz esitligi esitlik 3’deki

gibi ifade edilmektedir.
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Esitlik 3:

V maxS ]|

S+ Kﬂ‘(l—l- HD

V =

Esitlik 3 dogrusallastirildiginda ise Esitlik 4 elde edilmektedir:

1_ Km 1(1+I
\% Vmax[ﬂ

—|to—=
Klj V max

Esitlik 3 ve 4’de gosterilen [l] inhibitor konsantrasyonu, Ki inhibitor dissosiasyon

sabitini belirtmektedir. Ki degeri dustikge inhibitorin etkinligi artmaktadir.

Oksidasyon ortamina okzalik asit ilave edildiginde elde edilen Micahaelis-Menten

egdrisi ise sekil 4.7°de gorulmektedir.
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——4uM

—A— 7.8 uM

0,05

0,1
katesol(mM)
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda okzalik asit ilave edildiginde oksidasyon
hizinda olugan degisim

Yine ayni ydntemle elde edilen Michaelis-Menten egrisi dogrusallastirildiginda

elde edilen Lineweaver-Burk grafikleri ise $Sekil 4.8'de gorllmektedir. Burada
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askorbik asitle elde edilen grafikten farkl olarak y-eksenini kestigi noktalarin
degistigi ancak x-eksenini kestigi noktalarin ayni oldugu gorulmektedir. Bu durum,
okzalik asit varhginda marul PPO1 enzimi icin Vmax dederlerinin azaldidini buna

karsilik Km degerlerinin degismedigini gostermektedir.

D
-
I

—o— kontrol
—0—4 uM
0,1 {—2— 7.8puM

1/Hiz (dak./A)

f% o 100 200

=0,0Z

1/katesol konsantrasyonu(mM™)

Sekil 4.8. Okzalik asit varliginda marul PPO1 enzimine ait Lineweaver-Burk

grafikleri

Rekabet¢i olmayan enzim inhibisyon modelinde Michaelis-Menten hiz esitligi,
Esitlik 5’deki gibi ifade edilmektedir:

vo_ VY max{S ]|
(s]+ Km{l+E]j

Bu esitlik dogrusallastirildiginda ise Esitlik 6 elde edilmektedir

\% :\%([%](l+%)+\%ax(l+%)

Rekabetgi olmayan enzim inhibisyon modelinde inhibitor madde, enzim veya

enzim-substrat kompleksine etki ederek urin olusumunu engellemektedir. Ortama
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ilave edilen inhibitor konsantrasyonu ile dogru orantili olarak enzim inhibisyonu
gerceklesmekte, ortamda bulunan inhibe olmamis enzim miktarina baglh olarak ise
uran olusmaktadir. Bundan dolayi enzim kinetigine ait parametrelerden Km degeri

degismezken Vmax degeri azalmaktadir (Copeland, 2000).

E+S Es —— E+P
_|_

|

K

ESI

Sekil 4.9. Rekabetci olmayan inhibisyon modeli

Cizelge 4.7. Farkl inhibitérlerin PPO1 ve PPO4 izoenzimlerini inhibisyon tipi

I (mM) Ki (mM) inhibisyon tipi
PPO1 PPO4 PPO1 PPO4 PPO1 PPO4
Askorbik asit 1.2x10%  2.8x10? 9.2x10%  7.5x10% Rekabetci Rekabetgci

1.6x10%  4.0x10%
L-sistein 1.1x10°  2.0x10° 3.0x10° 2.0x10° Rekabetci Rekabetgci
2.4x10°  3.6x10°

Okzalik asit 4.0x10%  1.5x10% 1.5x10% 4.7x10" Rekabetci Rekabetgi

olmayan olmayan
7.8x10%  2.5x10%

Sitrik asit 4.1x10% 1.5x10% 1.1x10% 4.17x10" Rekabetci Rekabetgi

olmayan olmayan
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8.0x102  2.5x107?

Enzimatik esmerlesme, en onemli kalite kriterlerinden biri oldugundan, dnlenmesi
icin gesitli yaklagsimlar s6z konusudur. Isil islem bu baglamda Onerilen
yontemlerden biri olmakta ancak olasi olumsuz etkilerinden dolaylr kimyasal
inhibitorler daha c¢ok tercih edilmektedir (Richard-Forge et al., 1992). Yapilan
calismalarda PPO enzimlerinin katalizledigi bitkilerin enzimatik esmerlesme
reaksiyonlarinin, oksijen ve fenolik bilesikler gibi reaktantlarin uzaklastirilmasi ile

engellenebilecegini gostermektedir (Gawlik-Dziki et al., 2008).

Askorbik asit en Onemli besin 0gelerinden biri olmakla beraber depolama
esnasinda kolaylika ayrismaktadir. Sicaklik, pH, oksijen konsantrasyonu, metaller
(demir, bakir) ve isik gibi faktorlerin askorbik asitin pargcalanmasini hizlandirdigi
bildirilmektedir (Jung et al., 1995). Askorbik asitin parcalanmasi hem besinsel

degerin azalmasina hem de renk degisimine yol agcmaktadir.

Askorbik asit, indirgen bir molekuldir ancak PPO’a karsi direkt etki etmemektedir.
Enzimatik oksidasyonla birlikte olugsan o-kinonlari difenollere indirgemekte ve bu
islem “reaksiyon deaktivasyonu” olarak adlandiriimaktadir. Ancak askorbik asit
esmerlesmeyi gecici olarak dénlemektedir (Santerre et al., 1988 ; Rapeau et al.,
2006). Oncelikle dehidroaskorbik asite doniismekte daha sonra da 2,3 diketo-
glukonik asite parcalanmaktadir (Gonzalez- Aguilar et al., 2005). Marul ayni
zamanda askorbik asit oksidaz enzimini de icermekte ve marul parcgalanip
oksijenle temas basladiktan sonra askorbik asiti dehidroaskorbik asite
donusturmektedir. Askorbik asit miktari bu nedenle oksidasyonla birlikte
azalmaktadir (Yamaguchi et al., 2003). Sonug olarak, enzimatik esmerlesme ve
fenol kaybinin 6nlenmesi acisindan askorbik asitin depolama esnasindaki

stabilitesi ciddi bir sorun olarak gozukmektedir (Larisch et al., 1996).
PPO ile ilgili yapilan deneysel calismada, askorbik asitin spektrofotometrik
davranigi model ortamda incelendiginde reaksiyonun basinda, lag periyod

g6zlenmigtir. Benzer sonuglar Dinger et al., (2002) tarafindan da bulunmustur.
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Askorbik asit bu agsamada bir enzim inhibitérinden ¢ok antioksidan gibi aktivite
gOstermektedir. CUnklU olusan o-kinonlari, difenollere bitkide original formuna
indirgemektedir. Lag periyodun ardindan vyaklasik olarak askorbik asit
dehidroaskorbik asite cevrildikten sonra, PPO aktivitesi ile olusan o-kinon miktari
artmaktadir. Kinonlar daha sonra polimerize olmakta ve/veya diger amino gruplari
ile birleserek yuksek molekual agirlikli ve esmer renkli pigmentleri meydana
getirmektedirler (Duangmal and Owusu Apenten, 1999). Aydemir and Kavrayan
(2001), askorbik asitin nane ve Aydemir (2004) enginar PPO aktivitesine karsi
kompetatif inhibisyon gosterdigini bulmuslardir. Benzer bulgular ham enzim marul

PPO aktivitesine kargi da bulunmustr (Altunkaya and Gokmen,2008).

Sistein, PPO’a karsi bilinen en etkili inhibitordir (Eidhin et al., 2006). Sisteinin
davranisi oldukga komplekstir. Enzimatik oksidasyon esnasinda, o-kinonlara
tutunarak kinon-sistein kompleksini olugtururlar (cysteinil adduct). Polagrafik
calismalarla, bu kompleksin PPO substrati olmamasina ragmen PPO aktivitesine
kargi kompetatif bir inhibisyon gosterdigi ayni zamanda fenollere goére de

afinitesinin de yuksek oldugunu belirlenmistir.

Fazla miktarda sistenin kullanildi§i durumda (sistein/fenol>1), fenoller tamamen
kinon-sistein kompleksine doénismektedir. Sistein/fenol<1 oldugu durumda ise,
fazla miktarda o-kinon olusmakta ve kinonlar, kinon-sistein kompleksi ile
reaksiyona girerek fenollerin rejenerasyonunu saglamakta dolayisiyla esmer renkli
pigment olusumuna neden olmaktadirlar. Bundan dolayi, kritik konsatrasyon
asildiktan sonra, sistein PPO aktivitesi Uzerinde kalici bir inhibisyon etkisi

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

L-sisteinin, PPO aktivitesinin dnlenmesinde kinonlarla yada direkt olarakk enzimle
reaksiyona girip girmedigi arastirimistir. Palmito PPO, L-sistein varliginda
spektrofotometrik olarak karekterize edilmistir. 4—metilkatesolin substrat olarak
kullandigi bu galismada yapilan kinetik analizler sonucunda, PPO enziminin L-
sistein varliginda geri dontssuz olarak inhibi edildigi tespit edilmistir. Bu durum,

protein yapisi vel/veya enziminin iyonizasyonunun degismesi seklinde
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aciklanmigtir (Robert et al., 1996). Ayni zamanda enzimatik oksidasyon esnasinda
sisteinin 5-pozisyonuna yer degistirdigi de belirtiimektedir. Zincir yapidaki karboksil
grubu, sisteinin 2 pozisyonunda yer degistirmesine olanak tanimamamktadir ( et
al., 1991).

Dolayisiyla sistein varliginda PPO inhibisyonu, birincil olarak sistein-kinon
kompleksinin PPO Uzerine kompetatif inhibisyon etkisi, ikincil olarak da kinonlarin
bu kompleksle reaksiyona girerek fenolleri rejenere etmesi seklinde
aciklanabilmektedir. Tum bu durumlarda, sistein-kinon kompleksinin olusumu,
fenol kaybi ile orantilidir (Robert and Cadet,1996).

Gorny et al. (2002), stilfitlerin pH 4’Gn altinda indirgeyici ajan olarak davrandigini
pH 4 degerinin Ustinde ise kinonlar sulfit, sistein yada glutatyon ile renksiz
kompleksler olusturdugunu gostermislerdir. Sebze pH degerleri genellikle noétral
yada noétral pH degerine yakin oldugu icin enzimatik esmerlesmeye karsi sistein

tek basina daha etkili oldugu bildirilmistir.

Okzalik asit; kuskonmaz, brokoli, havug, sarimsak, marul, sogan, maydonoz,
bezelye, patates, ispanak, domates gibi pek ¢ok bitkinin dogal bilesenlerinden
biridir. Bitkinin gelisimi esnasinda fonksiyonel bir 6neme sahiptir (llarslan et al.,
1997).

Son et al. (2001); dikarboksilik asitleri U¢ kategoride incelemis ve enzimatik
esmerlesme reaksiyonlarindaki etkinliklerine gore en iyi, orta ve zayif olarak
siniflandirmiglardir. Bu goére okzalik asitin en iyi inhibitdér oldugu bildirilmistir.
Dikarboksilik asitlerin inhibisyon etkisi; zincir uzunlugu, dissosiasyon sabitleri,
daha uzun zincirlerde stearik engelleme olasihigi ve c¢ozeltideki iyonizasyon
derecesine gore belirlenmigtir. Dolayisiyla okzalik asitin inhibisyon etkisi, kimyasal

yapisindan kaynaklanmaktadir.
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Okzalik asit varliginda PPO inhibisyonu, okzalik asitin enzimin aktif bolgesindeki
bakira baglanarak enzimi inaktif hale getirmesi seklinde gergceklesmektedir
(Prenen et al., 1984). inhibisyon etkinligi, okzalik asit konsantrasyonu ve pHnin
dismesi ile saglanmaktadir. Okzalik asit; katesol-kinon olusumu azaltarak
kinonlarda renk acilmasini saglamaktadir. Farkli kaynaklardan elde edilen PPO
aktivitelerine karsi okzalik asit farkli inhibisyon mekanizmalari gostermektedir. Son
et al. (2001), mantar PPO aktivitesine kargi kompetatif inhibisyon tipi gosterdigini
bulmuslardir. Ayrica, enginar PPO aktivitesine karsi non-kompetatif, kereviz PPO
aktivitesine kargl ise kompetatif inhibisyon goOsterdikleri tespit edilmigtir
(Aydemir,2004; Aydemir & Akkanli, 2006).

Okzalik asit, insan saghgina zararli olabilmektedir. Diyette yer aldi§gi zaman
kalsiyum, potasyum, magnezyum gibi onemli mineralleri baglayabilmekte ve
okzalat olarak adlandirilan az ¢ozunur tuzlari olugturmaktadirlar (Palaniswamy et
al., 2004). Dolayisiyla okzalik asitin enzimatik esmerlesme reaksiyonlarina karsi

kontrolli olarak kullanimi dnerilmektedir.

Sitrik asitin; minimal islenmis meyve ve sebzelerde, PPO aktivitesine karsi inhibitor
Ozelligi yogun bir sekilde bahsedilmektedir (Ahvenainen, 1996). Okzalik asitte

oldugu gibi sitrik asitte, enzimin aktif bolgesindeki bakira zayifca baglanarak ve

pH’y1 dusurerek cift etki gostermektedir (Ibrahim et al., 2004). Bu ¢alismada marul

PPO aktivitesine kargi sitrik asit, non-kompetatif bir etki gostermistir.

Marulda bulunan LOX1 ve LOX2 enzimlerine B-karotenin (0.110-0.992 mM) etkisi
de belirlenmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, LOX enzimi katalizérliginde
gerceklesen linoleik asit oksidasyon reaksiyonunun, ortamda p-karoten bulunmasi
halinde inhibe oldugu sonucuna variimistir (Cizelge 4.8.). B-karotenin marul LOX
aktivitesine etkin bir sekilde etki ettigi belirlenmistir. Reaksiyon boyunca p-karoten
ko-oksidasyonu gergeklesmis ve bu reaksiyon sonucunda ortamdaki [-karoten
tamamen okside olmustur. LOX1 igin ki degeri 0.804 iken LOX2 igin 0.290 olarak
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bulunmustur. Her iki izoform icin B-karoten non-kompetatif bir inhibisyon 6zellik

gostermistir.

Cizelge 4.8. B-karoten varliginda LOX1 ve LOX2 enzimlerinin inhibisyon

I (mM) Ki (mM) inhibisyon tipi
LOX1 LOX2 LOX1 LOX2 LOX1 LOX2
B-caroten 6.6x0°’ 9.92x10” 0.804 Non-kompetatif  Non-Kompetatif

LOX katalizérligunde  gergeklesen linoleik asitin  hidroperoksidasyon
reaksiyonunda p-karoten etkin bir rol oynamaktadir. Buna gore, B-karoten
reaksiyon baslangicinda olusan linoil radikali(Le) ile reaksiyona girerek konjuge
dien olugsumunu (LOOe) engelledigi ve bu etkinin linoleil radikaline B-karoten
molekull tarafindan hidrojen transferi seklinde gergeklestigi dusunulmektedir
(Serpen and Gokmen, 2006). Boylelikle linoleil radikali baslangi¢ formuna(LH)
donerken, bir hidrojen atomu kaybeden B-karoten molekull (-karoten radikaline
(B-karotene) donusmektedir. Bu sirada LOX enzimi dogal ¢evrimini
tamamlayamadan Fe(ll) formunda kalarak inactive olmaktadir. inaktive olan enzim
miktari ise reaksiyon ortaminda bulunan B-karoten miktarina baghdir (Serpen and
Gokmen, 2007).

4.2.5. PPO inhibitorlerinin toplam antioksidan aktiviteye olan etkisi

Marul ekstraktinin toplam antioksidan aktivitesi; askorbik asit, sistein, sitrik asit ve
okzalik asit varliginda 4 ve 25 °C’lerde 24 saat sireyle izlenmistir. Toplam
antioksidan aktivite TEAC ydntemiyle belirlenmigtir. Sekil 4.5. farkl depolama
kosullarinda marul ekstrakttinin toplam antioksidan aktivitesindeki azalmayi

gOstermektedir.
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Marulun antioksidan aktivitesi, yapisinda bulunan fenollerden kaynaklanmaktadir.
Flavonoidler, fenol tlrevi olup marulun yapisinda ©6nemli miktarlarda
bulunmaktadir. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi Uzerine pek ¢ok arastirma
yapilmigtir. Dogal yada sentetik pek ¢ok flavonoidin antioksidan aktivitesinin,
Ozellikle superoksit radikallerine kargi oldukga etkili oldugu bulunmustur.
Superoksit radikali, fenoller tarafindan c¢ok yavas fakat etkin bir sekilde
sonumlediriimektedir.  Cunklu  fenolllerin  redoks  potansiyeli  sUperoksit
radikallerinden daha yuksektir. Bir bagka deyigle, flavonoid radikallerinin redoks
potansiyeli, alkilperoksil ve superoksit radikallerinin redoks potansiyelinden daha
dusuktlr. Boylece, flavonoidler oksil tirlerini kolayca inaktive etmekte ve bu
reaksiyonlarin meydana getirebilecegi olumsuzluklari da onlemektedirler

(Jovanovic et al., 1994).

Maruldaki toplam antioksidan aktivitenin her iki sicaklikta da azaldigi gézlenmistir.
Marul ve brokolinin radikal sonumleme kapasitesinin zamana bagh degisimi
Uzerinde yapilan galismalarda da benzer sonuglar bulunmustur (Yamaguchi et
al.2003). Ornekler parcalandiktan sonra ilk 15 dakika icinde radikal séniimleme

kapasitesinin onemli 6lglude azaldigini tespit etmislerdir.

Toplam antioksidan aktivitenin, 25°C sicaklikta 4°C sicakliga gore daha hizli bir
azalma gostermigtir. Soguk kosullar, fenolik bilesik ve ayni zamanda toplam
antioksidan aktivite kaybini azaltmaktadir. Ancak askorbik asit, sistein, sitrik asit
ve okzalik varliginda bu bilegiklerin antioksidan olmasindan dolayr artis

gOstermisgtir.

Askorbik asit, pek ¢ok gida maddesinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Askorbik
asit, askorbil radikalleri olusturarak serbest radikalleri sonUmlemektedir
(Yamaguchi et al., 1999). Askorbik asitin ene-diol yapisi, radikallerin
sonumlenmesinde o6nemli rol oynamaktadir (Darkwa et al., 1998). Fenolik
bilesiklerle birlikte sinerjism godstermektedir. Miller and Rice-Evans (1996),

portakal, elma ve karadut gibi meyve igeceklerindeki C vitamininin oksidatif
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parcalanmanin gecikmesinde bu igeceklerin yapisinda bulunan fenollerin askorbat
koruyucu etkisinden kaynaklandigini bildirmigleridir. Buna ek olarak, hafif
oksidasyon kosullarinda, 24 saat sonunda antioksidan aktivite degerinde onemli
bir azalma oldugunu kaydetmislerdir. Fenolik bilesiklerin igcinde kuersetinin
askorbik asit Uzerinde en yuksek koruyucu etkiyi sahiptir. Heimler et al., 2007;
farkh marul tarlerinde 6nemli miktarlarda kuersetin oldugu bulmuslardir. Bazi ¢ay
ekstraktlarina askorbik asit eklenrek yapilan bir diger ¢caligmada ise antioksidan

aktivitenin lineer olarak arttigi bildirilmistir (Majchrzak et al., 2004).

Sistein, yapisindaki bulunan tiyol grubundan dolayi radikal sonimleme ozelligi
g6steren bir aminoasittir. Ug adet reaktif merkezi bulunmaktadir: karboksilik asit,
amino grubu ve sulfur iceren merkez. Reaktivitenin fizyolojik 6nemi merkezindeki
sulfurden kaynaklanmaktadir. Sisteinin 06zellikle reaktif oksijen turleriyle olan
reaksiyonu ve serbest radikalleri sonumlemesi, kendisin thil radikaline déntsimu
seklinde gerceklesmektedir (Darkwa et al.,, 1998). Bassil et al. 1995, fenolik
hidroksillerle zayif O-H baglarinin olusumu ile sisteinin antioksidan aktivitesinin
arttigini gostermislerdir. Yine sistein ile bitki polifenollerinden protekatesuik asit

arasindaki sinergistik etki Saito and Kawaba (2004) tarafindan da dogrulanmistir.

Sitrik ve okzalik asitin ise marulun antioksidan aktivitesine herhangi bir etkisinin
olmadigdi gorulmustar. Bu asitler pH y1 6nemli dlgide dusturmektedirler. Dusuk pH
ayni zamanda PPO aktivitesini de azaltmakta dolayisiyla fenolller okside
olmamaktadirlar. Benzer sekilde askorbik asitte pH y1 dusurmektedir ancak
askorbik asit sitrik ve okzalik asitten farkli olarak indirgen bir 6zellie sahiptir
(Yamaguchi et al., 2003).
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Sekil 4.5. (a) kontrol, (b) %0.5 askorbik asit, (c) %0.05 sistein, (d) %0.5 sitrik asit
ve (e) %0.5 okzalik asit varliginda 6 saat sureyle 4 ve 25 °C’lerde marulun toplam
antioksidan aktivitesindeki degisim

4.2.6. PPO inhibitorlerinin toplam fenol igerigine olan etkisi

Toplam fenol igerigindeki degisim % 0.5 askorbik asit, % 0.05 sistein, % 0.5 sitrik
asit ve % 0.5 okzalik asit varliginda 4 ve 25 °C’ lerde arastiriimistir. Elde edilen
sonuglar Sekl 4.6.’da gdsterilmistir. Marulun fenol icerigini belirlemek igin Folin—

Ciocalteu metodu kullaniimigtir.
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Toplam fenol igeriginin zaman bagli olarak azaldigi tespit edilmistir. Fenol miktari
4°C sicaklikta, 25°C’ye gore daha yavas bir azalma gostermistir. Clnk{ disuk
sicaklik, solunum, etilen olusumu ve enzim aktivitesi gibi pek ¢cok metabolik
faaliyeti yavaslatmaktadir. Uygun depolama sicaligi tlr ve c¢eside goére degisim
gosterebilmektedir. Ancak 6zellikle yaprakli sebzeler igin 4 °C, optimum depolama
icin en ¢ok tercih edilen sicaklik degeridir. Dusuk sicaklik, hasattan hemen sonra

kalitenin korunmasi igin mutlaka saglanmalidir (Ferrante and Maggiore, 2007).

Yamaguchi et al. (2003), 1sil islem gérmus ve gormemis marullardaki toplam fenol
icerigini incelemigleridr. Isil islem uygulanmis marul orneklerinde fenol miktari
hemen hemen ayni kalirken, isil igslem uygulanmayan o6rneklerde belirgin bir
azalma oldugunu belirlemigleridir.  Marulun yapisinda bulunan bazi fenolik
bilesikler PPO’ in en iyi substratlarindan biri oldugundan, fenol igerigindeki azalma

PPQO’In oksidasyonundan kaynaklanmis olabilmektedir.

Askorbik asit ve sistein varliginda, fenol miktari artmaktadir. Bu durum bir énceki
bélimde anlatilan fenollerle aralarindaki sinergismden kaynaklanabilmektedir.
Okzalik ve sitrik asit varliginda ise fenol miktarinda ¢ok az bir azalma gorulmasgtar.
Bu durumda pH’daki azalmadan kaynaklanabilmektedir. Okzalik ve sitrik asit
varhginda fenol icerigindeki yavas azalma, fenollerin oksidasyonunun énlenmesi

seklinde agiklanabilir.

Toplam antioksidan aktivite ve fenol icerigindeki azalma parallelik géstermektedir.
Dolayisiyla toplam antioksidan aktivite ve fenol igerigi arasinda askorbik asit ve
sistein varliginda c¢ok iyi bir korelasyon bulunmaktadir (r>0.90). Ancak sitrik ve

okzalik varhiginda herhangi bir korelasyon bulunmamisgtir.
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Sekil 4.6. (a) kontrol, (b) askorbik asit, (c) sistein, (d) sitrik asit ve (e) okzalik
varliginda 4 ve 25 °C’lerde 6 saat sureyle toplam fenol iceriginde meydana gelen
degisim.

4.2.7. PPO inhibitorlerinin marulun fenolik bilesik profiline olan etkisinin

kromotografik olarak incelenmesi

Marul ekstrakttinin fenolik bilesik profili, HPLC analizleri ile belirlenmigtir (Sekil
4.7.). Her bir fenolik bilesigin % 0.5 askorbik asit, %0.05 sistein,% 0.5 sitrik ve
okzalik asitler varh§indaki degisimi 25 °C’ de izlenmistir. Protekatesuik asit,
klorojenik asit, kaffeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve floridzin, bu bilesiklerin saf

¢Ozelitilerinin  alikonma sureleri karsilastirilarak incelenen marul 6rneginde
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belirlenmistir. Belirlenen fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari daha sonra, saf

gOzeltilerlerinin UV spektrumu alinarak dogrulanmistir.

o |
i 6
. o

Sekil 4.7. t=0 aninda marulun fenolik bilesik profili
Belirlenen fenolik bilesikler: 1.protekatesuik asit; 2. klorojenik asit; 3. kaffeik asit;

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

Askorbik asit, sistein, sitrik ve okzalik asitler varliginda depolama suresince
fenollerin oksidasyonu gecikmektedir. Seki 4.8.°de klorojenik asitin inhibitdrler
varliginda ve inhibitor olmaksizin miktarinda meydana gelen degisim
goOrulmektedir. Bu sonuglar toplam fenol igerigi ile ilgili yapilan sonuglarla benzerlik

gOstermektedir (Altunkaya and Gokmen, 2008).
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Sekil 4.8. inhibitérler varliinda 24 saat siireyle klorojenik asit miktarinda meydana
gelen degisim (¢:kontrol, X: 0.5 % askorbik asit, A: 0.05 % sistein, ¥: 0.5 % sitrik
asit, o: 0.5 % okzalik asit )

Marulda belirlenen her bir fenolik bilesigin kaybi, birinci dereceden pargalanma
hizi (k) ile ifade edilmistir. Sonuclar, Cizelge 4.9.da 6zetlenmistir. Elde edilen
sonuglar Nourian et al., 2003 tarafindan elde edilen sonuglarla benzerlik
gOstermektedir. Bitki hlcresinde PPO ve fenoller farkh organellerde
bulunmaktadir. Bitki dokusu hasara ugradiginda, fenoller ve PPO birbirleriyle
temas etmekte dolayisiyla fenoller de izomerize olmaktadirlar (Rigal et al., 2000).
Dolayisiyla, enzimatik oksidasyonun sonucunda fenolik bilesik miktarinda ciddi

azalmalar gorulmektedir.

Cizelge 4.9. Marulda belirlenen fenolik bilegiklerin birinci dereceden pargalanma
hizlari

Hiz sabitleri, 1/dak.

Askorbik Okzalika
Fenolik bilesik Kontrol asit Sistein  Sitrik asit sit
Protekatesuik 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 bilesigin enzimatik oksidasyon esnasindaki kaybi, birinci dereceden
kinetik modele uygun parcalanma gostermektedir. Bozunma hizi degerleri her bir
fenolik bilesik icin bulunmustur. Buna goére, sisteine varliginda elde edilen
bozunma hizi, askorbik asit, sitrik ve okzalik avrliginda elde edilen degerlerden 10
kat daha fazladir. Yuksek k degeri daha hizli bir bozunmaya isaret etmektedir.
Okzalik ve askorbik asit, bu sonuglara gore en etkin inhibtorler olarak
gorulmektedir. Ancak, askorbik, sitrik ve okzalik asitler enzimatik esmerlesmesinde

ve fenolik kaybinin énlenmesi bakimindan onerilebilir.

Sistein varliginda elde edilen bozunma hizi, kontrol ile benzerlik gostermektedir.
Sistein, enzimatik esmerlesmeyi Onlemekte ancak fenol kaybina engel
olamamaktadir. Besinsel kalite kaybinin énlenmesi bakimindan fenol kaybi da

istenmeyen bir durumdaur.

4.3. Lipozom Sistemde Marul Ekstrakti ile Fenolik Antioksidanlar

Arasindaki Sinerjism

Heterojen sistemlerde oksidasyon, su ve vyad fazi arasindaki araylzde
gerceklesmektedir. Bu tur sistemlerdeki oksidatif stabilite, araylzin kompozisyon
ve yapisina onemli 6lgude baghdir (Schwarz et al., 2001). AAPH, peroksil
radikallerinin sulu fazda membran disinda olusumunu saglarken AMVN lipit fazda

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

Suda ¢6ztnen marul ekstraktinin farkl polaritedeki antioksidanlarla (kuersetin, o-
tokoferol ve askorbik asit) etkilesimi, soya fosfoditil kolinden yapilan lipozomun lipit
peroksdasyonunu inhibe etme kabiliyetleri arastiriimistir. Oksidasyon, 234 nm’de
UV-Vis spektrofotometre ile konjuge dienlerin olusumu Uzerinden incelenemistir.
Konjuge dien olusumu AAPH yada AMVN eklenmesiyle baslamaktadir. Lipozom
biyolojik membranlar igin bir modeldir ve su ve yagda ¢dzinen antioksidanlarin
ayni sistemde arastirilmasina olanak verdigi igin segcilmistir (Hassimotto,

Genovesse & Lajolo, 2005).
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Sekil 4.9. Lipozomun sematik gosterimi

4.3.1. Lipozom peroksidasyon sistemine marul ekstrakti konsantrasyonu ve

depolama sicakhginin etkisi

Farkli fenol icerigine sahip marul ekstraktlari lipozom sistemine ilave edilerek
oksidasyon AAPH ve AMVN varliginda izlenmistir (Sekil.4.9.). Lipozom sistemde
30 dakika siiresince olusan toplam radikal miktari R; (mol/L/s) = 1.36x10° [AAPH]
(Niki, 1990) ve R; (mol/L/s) = 3.88x10° [AMVN] (Shi et al., 1999) esitlikleri
kullanilarak hesaplandiginda AAPH varliginda 1.8 x 10° mol/L ve AMVN
varliginda 2.6 x 10°® mol/L’dir. Bu baglamda AMVN varliginda olusan radikal
miktari, AAPH varliginda olusan radikal miktarindan 1.5 kat daha fazladir.
Dolayisiyla AMVN varhginda olusan lag faz, AAPH varliginda olusan lag fazdan

daha azdir.
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Sekil 4.10. Farkh miktarlarda fenol igeren marul érneginin pH 7.4 ve 37 °C de
AAPH (®)ve AMVN(E)onciginde soya fosfoditil kolin lipozomla gergeklestirilen
oksidasyonunda konjuge dienlerin spektrofotometrik olarak dl¢imu ile elde edilen
lag fazlar

Marul ekstraktinin AAPH oOnculigunde oksidasyonu ile daha iyi bir antioksidan
etkinin gortlmesi polifenollerin su fazda veya araylizde yer almasi ile su fazdaki
radikallerin lipitleri korumasi seklinde aciklanabilir. Lag faz, marul fenol icerigine
bagli olarak artmakta ve 1.84 X 10 > mg GAE/L diizeyinde doygunluga (Sekil 4.3.).

Marul ekstraktinin oksidasyona etkisi, hazirlandiktan hemen sonra ve 24 saat
sonra oda ve buzdolabi sicakliklarinda ve 80°C de 10 dakika i1sitma iglemi
uygulandiktan sonra belirlenmistir. Marul ekstraktinin antioksidan etkisi, artan
sicakllik ve zamana bagl olarak azalmaktadir Isil iglem uygulamis marul
orneklerinde ise hemen hemen taze 6rnekle ayni lag fazi gdstermistir (Cizelge
4.3.). Depolama esnasinda sicakligin gozlenen etkisi, dusik sicakliklarda
solunum, etilen uUretimi ve genellikle enzim aktivitesi gibi bitkideki metabolik
faaliyetlerin azalmasi ile aciklanabilir (Ferrante and Maggiore, 2007) ki bu
durumda marul ekstraktinin antioksidan igerigini etkilemektedir. Yamaguchi et al.,
(2003) , 1s1l iglem gérmUs ve goérmemis marul érneklerindeki toplam fenol igerigi ve
radikal sondurme kapasitesini incelemiglerdir. Isil islem gérmus Orneklerde bu
deg@erler sabit kalirken, 1sil iglem uygulanmamis olanlarda ciddi dususler
gOzlemislerdir. Bu bulgular yapilan ¢alismada da gozlenmigtir ki PPO enziminin
inaktivasyonuna bagli olarak fenol igerigi ve radikal sondurme kapasitesinde

azalma olmamistir. Isil igslemle inaktive olan PPO enzimilerinin substratlari olarak
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bilinen fenolik bilesiklerin kaybinin 6nlenmesi bakimindan 1sil islem 6nemli
tasimaktadir. Fenolik icerigi ve radikal sondirme kapasitesideki azalma PPO
enzimlerinin oksidasyonundan kaynaklanmaktadir. PPO ve polifenoller bitki
hicresinde farkl organellerde bulunmaktadir. Bitki dokusu herhangi bir hasar
ugradiginda bunlar reaksiyona girmekte ve fenol igerigi ile antioksidan aktiviteyi

azaltmaktadirlar (Takenaka et al., 2006).

4.3.2. Lipozom peroksidasyon sistemde marul ekstraktinin a-tokoferolle

etkilesimi

AAPH ve AMVN varliginda, 1 mol % TOH icin gézlenen lag fazlar; 90+1 ve 42+1
dakika iken 1.84x10° mg GAE fenol igerigine sahip marul ekstrakti ile sirasiyla
13211 ve 6812 dakikadir. TOH ve marul ekstraktinin kombinasyonunda olusa lag
faz, her bir bilesenin lag fazlari toplamindan daha uzundur. Bu durum siner;ji

oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.10. pH 7.4 ve 37 °C de AAPH veya AMVN varliginda fosfoditil kolin
lipozom ile olusan konjuge dienlerin spektrofotometrik dlgimu ile elde edilen lag
fazlar (o-tokoferol: TOH, marul ekstrakti:ME)

Depolama Lag faz sursi (dak.)
kosullari
ornek zaman sicaklik AAPH AMVN
deneysel hesaplanan  deneysel hesaplanan
Kontrol 0 - 31 - 4+1 -
ME 0 - 32+1 - 1612 -
ME 24 s 4°C 1411 - 9+2 -
ME 24 s 25°C 812 - 5+1 -
ME 10 80°C 311 - 151 -
dak.

TOH 0 - 901 - 42+1 -
TOH+ME 0 - 13241 12241 68+2 58+2
TOH+ME 24 s 4°C 10812 10441 58+1 5112
TOH+ME  24s 25°C 96+1 98+2 4542 47+1
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TOH+ME 10 80°C 14141 121+1 64+2 57+1
dak.

Antioksidanlarin oksidasyona karsi sagladiklari goreceli koruma etkisi sadece
yapisal Ozelliklere degil ayni zamanda gida sistemlerinde sinerjiye olanak
saglayan antioksidanlarin bulundugu yere de bagh olmaktadir. Heterojen
sistemlerde TOH ile polifenoller arasindaki sinerjitik etki, farkli fazlarda
antioksidanlarin bulundugu yer ve farkli ¢ézunarliklerinden kaynaklanmakatadir
(Zhou et al., 2005). TOH, arayuze yakin olan lipit fazda yer almakta ve sulu
fazdaki  polifenollerden kolayca  etkilenebilmektedir. Boylece  sinerji

gerceklesmektedir (Murakami et al., 2003).

TOH ile farkh kosullarda depolanmis marul ekstrakti bilesiminde, gézlenen lag
fazlar, oda sicakliginda depolanmis marul 6rnegi igin buzdolabi kosullarinda
depolanmis ve 80 °C de 10 dakika isil islem gormis marul 6rneginden daha
kisadir. 24 saat sureyle oda sicakhiginda bekletilen marul 6rnegi ile TOH arasinda
sinerjitik etki gértlmemistir. TOH ile 80 °C de 10 dakika sureyle isitiimis marul
Oornegi arasinda en yuksek sinerji gozlenmigtir. Bu durum bu sicaklikta PPO
enzimlerinin inaktivasyonu ile aciklanabilir (Yamaguchi et al., 2003). Soguk
kosullar, fenol kaybini 6nleyebilmekte dolayisiyla TOH ile buzdolabi kosullarinda
saklanan marul 6rnegi arasinda da sinerji goézlenebilmektedir (Altunkaya and
Gokmen, 2007).

4.3.3. Lipozom peroksidasyon sistemde marul ekstraktinin kuersetin ile
etkilesimi

Lipozom sistemde kuersetin, AAPH ve AMVN oOnculiginde gerceklestirilen
oksidasyonunda 1711 vel17+1 dakika lag faz gdsterirken 1.84x10° mg GAE
enol igerigine sahip marul ekstrakti ile 212+1 ve 143+1 dakika lag faz
bulunmustur(Cizelge 4.11.). Kuersetin ve marul ekstrakti kombinasyonunda elde
edilen lag fazlar, her bir bilesenin lag fazlari toplamindan fazla oldugundan siner;ji

gOstermiglerdir.
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Cizelge 4.11. pH 7.4 ve 37 °C de AAPH veya AMVN varliginda fosfoditil kolin
lipozom ile olusan konjuge dienlerin spektrofotometrik dlcimu ile elde edilen lag
fazlar (kuersetin:QC, marul ekstrakti:ME)

Depolama Lag faz suresi (dakika.)
Kosullari
Sample zaman sicaklik. AAPH AMVN

deneysel hesaplanan  deneysel hesaplanan

QC 0 - 171+1 - 1171 -

QC+ME 0 - 212+1 203+1 143+1 133+1

QC+ME 24 s. 4°C 198+1 1851 13442 126+2

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

QC+ME dl?( 80°C 22442 2021 147+3 132+1
ak.

Marul ekstraktinin 24 saat oda ve buzdolabi sicakhginda bekletildikten ve 80 °C de
10 dakika sureyle sitimasindan sonra kuersetin ile kombinasyonu da
incelenmistir. 24 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra marul ekstrakti ile
kuersetin kombinasyonunda herhangi bir sinerji gdézlenmemistir. Marul pek c¢ok
fenolik bilesik ve PPO igermektedir. Bunlar pisirme veya bazi iglemler esnasinda
az veya c¢ok reaksiyona girmektedirler. Sicakliga bagl olarak marul ekstraktinin
fenol igeriginin degismesi, kuersetin-marul ekstrakti arasindaki sinerji etki

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

4.3.4. Lipozom peroksidasyon sistemde marul ekstraktinin askorbik asit ile

etkilesimi

% 1 mol askorbik asitin AAPH ve AMVN varliginda lag fazi 7241 ve 34+1 dakika
iken of 1.84x10™ mg GAE fenol icerigine sahip marul ekstrakti ile 74+1 vee 45+1
dakika olarak bulunmustur. Askorbik asitin  marul ekstrakti ile olan
kombinasyonunda elde edilen lag faz, sadece askorbik asitle elde edilen lag fazla
hemen hemen aynidir (Cizelge4.12.).
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Cizelge 4.12. pH 7.4 ve 37 °C de AAPH veya AMVN varhginda fosfoditil kolin
lipozom ile olusan konjuge dienlerin spektrofotomtrik dlcimi ile elde edilen lag
fazlar (askorbik asit:AA, marul ekstrakti:ME)

Depolama Lag faz suresi (dak.)
kosullari

ornek zaman sicaklik AAPH AMVN

deneysel hsaplanan deneysel hesaplanan

AA 0 - 7211 - 3411 -

AA+ME 0 - 10411 7411 451 5042

AA+ME 24's 4°C 711 86+1 38+2 43+2

AA+ME 24 s 25°C 7211 8012 371 3941

AA+ME dl(:( 80°C 8213 1031 4142 4911
ak.

Farkli sicaklikta bekletilen marul ekstrakti ile askorbik asit arasinda sinerjitik etki
gorulmemistir. Askorbik asit, antioksidan etkisinin yaninda, marulda bulunan PPO

enzim UrlUnlerinin de indirgenmesinde rol almaktadir. (Dinger et al., 2002).

Lipozom sistemde askorbik asit, AAPH tarafindan olusturulan radikallerle ve PPO
arinleri ile reaksiyona girebilmektedir. Ayni zamanda dusik redoks
potansiyelinden dolayr polifenollein tekrar rejenerasyonuna da neden
olabilmektedir. Rejenerasyon yada sinerji olusabilmesi igin, askorbik asit ve
polifenoller diger reaksiyonlarla etkin bir sekilde yarigsmalidirlar. Sinerjinin
olmamasi, askorbik asit ile enzimin drunleri arasindaki reaksiyonun daha hizl
olmasindan kaynaklanabildigi gibi askorbik asit konsantasyonun dusuk

olmasindan da olabilir

Marul ekstraktinin a-tocoferol, kuersetin and askorbik asit ile kombinasyonunda
oksidasyon derecesi , sulu fazda lipit fazdan daha fazladir. Kuersetin ve TOH gibi
antioksidanlar araylze yakin bir yerde yer aldiklari igin kuersetin ve TOH ile siner;i

olusturabilmektedirler. Buna kargin, AA gibi suda ¢0ziunen antioksidanlar bunu
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yapamazlar. Marul lipit oksidasyonuna kargi koruyucu dogal antioksidanlar
bakimindan oldukga zengindir. Marul ekstraktindaki polifenoller, oksidasyona karsi
direnclidirler. Marul ekstraktindaki fenol igerigi arttikca oksidasyona karsi direng
artmis ve 1.84X 10 ®° mg GAE/L konsantrasyonunda doygunluga ulasmistir. Marul
ekstraktinin 24 saat sureyle 4°C ve 25°C de bekletildikten sonra antioksidanlarla —
askorbik asit hari¢-olusturan kombinasyonlarinda, antioksidatif etkinin depolama
sure ve sicaklipinin artigiyla azaldigi gozlenmigtir. 80°C de 10 dakika sureyle
Isitildiktan sonraki marul ekstraktinin antioksidan aktivitesinde ise belirgin br
degisim  gozlenmemistir.  Isitilmigs  marul  ekstraktinin  antioksidanlarla

kombinasyonu ise en yuksek sinerjiyi gostermistir.

4.4. Marulun pH’ya Baglh Olarak Antioksidan Aktivitesindeki Degisim ve

Fenolik Antioksidanlarla Sinerjismi

Marul ekstraktinin kuersetin, UCE ve YCE ile radikal séniimleme kapasitesi farkli
pH degerlerinde arastirnlmistir. Lipit oksidasyonu ve radikal sonumleme

kapasitesini temel alan metotlar bu bolumde kullaniimigtir.

Heterojen sistemlerde oksidasyon, su ve vyad fazi arasindaki araylzde
gerceklesmektedir. Bu tur sistemlerdeki oksidatif stabilite, arayizin kompozisyon
ve yapisina 6nemli 6lgide baghdir (Schwarz et al., 2001). AAPH, peroksil
radikallerinin sulu fazda membran disinda olusumunu saglarken AMVN lipit fazda

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

ESR, serbest radikal konsantrasyonunu direkt olarak olgen bir metottur. Fremy’s
salt radikalini sonimlemek icin gerekli antioksidan kapasite, ESR sinyallerinin
ortamda herhangi bir antioksidan yokken olgulen sinyale gore azalmasina bagh
olarak belirlenir. Fremy’s salt, bazi Urtinlerde fenol ve flavonoid gruplarinin miktari
ile orantil sinyal veren, yari stabil bir radikaldir. Bu radikal ayni zamanda ¢ok iyi bir
hidrojen dondrdur (Gardner et al.,1999).
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4.4.1. Marul ekstraktinin antioksidan aktivitesine pH’nin etkisi

Marul ekstraktinin a) soya fosfoditii kolinden yapilan lipozomun lipit
peroksidasyonunu suda c¢6zinen AAPH radikali varliginda b) Fremy’s salt
radikalini sonumleme kabiliyeti farkh pH degerlerinde arastinlmigtir. Lipit
oksidasyonu, 234 nm de UV-Vis spektrofotometre ile konjuge dienlerin olugsumu
Uzerinden incelenmistir. Fremy’s salt radikalini sonimleme kapasitesi ise ESR’ da

izlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.10’da gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Farkh pH’larda taze marulun inhibisyonu(%) (0:1.15 mg GAE, [: 2.3
mg GAE, A: 3.45 mg GAE. X: 4.6 mg GAE)

Marul ekstraktinin antioksidan kapasitesi ortam pH’sinin artigina bagl olarak artis
gostermektedir. Sadece pH 7’de ¢ok az bir azalma belirlenmistir. Marul gibi pek
cok bitkinin PPO aktivitesi i¢in optimum pH degeri nétral yada nétrale yakindir. pH,
enzimatik aktivitenin karekterize edilmesinde kullanilan en dnemli parametrelerden
biridir. Amino asit zincirleri yada substratlarin iyonizasyonunu degistirebilmektedir.
pH 7’de antioksdan aktivitenin azalmasinin nednelerinden biri PPO aktvitesinin bu
noktada fenol parcalanmasini maksimize etmesi olabilir (Dogan and Salman,
2006).

Marul ve benzeri bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi fenol igeriklerinden

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

sativa ve Diplotaxis tenuifolia gibi marulun farkli genotiplerinin oldugu bildirilmigtir.
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Kuersetin, kaempferol, luteolin, apigenin ve krisoriol gibi fenolik bilegsikler de
incelenen genotiplerde tespit edilmistir (Heimler et al., 2007). Fenolik bilegiklerin
antioksidan kapasitesi icerrdikleri OH gruplari ve hidrojen radikali verme

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

Ortamin  pH degeri, fenolik bilesiklerin radikal sonumleme kapasitesini
etkilyebilmektedir (Borkowski et al., 2005). Lipit peroksidasyonu ve ESR
sonuglarinda pH’ya bagh olarak antioksidan kapasite de gorllen artis en basit
anlamda yapiki OH grubunun, proton vermesi (deprotonation) sonucunda
gerceklesmektedir. Proton veren formlarin antioksidan aktivitesi, hidrojen atomu

ve/veya elektron vermelerinden kaynaklanmaktadir.

Muzolf et al.,(2008) katesindeki kimyasal baglarin ayrisma enerijisini (BDE) farkli
pH degerlerinde (TEAC metotu ile) arastirmiglardir. Katesinin proton vermesine
bagl olarak BDE degerlerinde belirgin bir azalma goézlemlemiglerdir. Buna gore,
BDE degerleri temel alindiginda, sadece hidrojen atomu verme kabiliyetine bagh
olarak antioksidan aktivitenin aciklanmasinda yeterli olamamaktadir. Buna ek
olarak, antioksidan aktiviteyi yansitan temel parametrenin iyonizasyon potansiyeli
(IP) oldugunu belirlemiglerdir. |IP dederi, katesinin proton veren formlarinda nétral
formlarina gdére daha dusuktir. pH'ya bagh olarak radikal sonimleme

kapasitesindeki artis bu sekilde aciklanmaktadir.

Pek cok fenolik asit ve esterin antioksidan aktivitesi organik ¢ozelti ve fosfotidil
kolin lipozom sistemde AAPH radikali varliginda incelenmigtir. Fosfotidil kolin
lipozom sistemde, antioksidan aktivite kesin olarak ortam pH’sina bagl olmaktadir.
Asit ortamda (pH 4) tim fenol ve esterleri, lipit peroksidasyonunu ¢ok zayif bir
sekilde inhibe ederken, pH artisina bagl olarak antioksidan aktivitenin arttigini

gozlemlemislerdir (Amorati et al., 2006).

Yiiksek pH degerlerinde goriilen yilksek antioksidan aktivite fenolat iyonunun ( 1?)
olusumundan kaynaklanmaktadir. (I®) ‘nun peroksil radikalleri ile reaksiyonu,
diisiik pH degerlerindeki fenol tiirlerine gére daha hizli oimaktadir. Ornegin katesol

pH 7.2 de, pH 8 degerine gore daha az ( 1) igerdigi igin daha az reaktiftir. Bazik
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ortamda yan zincirlerden daha bagimsiz hale gelerek daha reaktif olmaktadir. Bu
sonuglar I anyonunun, daha diisiik pH lardaki tiirlerine gére daha aktif oldugunu
gOstermektedir (Amorati et al.,, 2006). Benzer sekilde Mukai et al.,(2008)
tarafindan da katesinin aroksil radikalleri ile reaksiyonu farkli pH degerlerinde
incelenmistir. lyonize tiirlerdeki hidroksil gruplarinin daha reaktif olmasinin O
grubunun daha ylUksek oranda elektron vermesi ile OH gruplarinin daha aktif hale
gelmesi seklinde agiklamiglardir.

Bazik ortamda gozlemlenen daha yiiksek antioksidan aktivite, 1? anyonundan
peroksil radikallerine daha hizl bir elektron transferi sonucunda gergeklesmektedir

(Amorati et al., 2006).

Benzer sonugclar farkh arastirmacilar tarafindan 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) yontemlerinde fenollerin antioksidan aktivitesi caligilarak da gdsterilmistir.
Misel peroksidasyonu ve flow kolon elektroliz ¢alisilarak elde edilen sonuglarda
antioksidan aktivitenin  artisi, fenollerin  polimerizasyon reaksiyonlarinda
yeralmalarindan dolayi alkali ¢ozeltilerde stabilizasyonu ile agiklanmistir (Roginsky
and Barsukova, 2001; Hotta et al.,2001). Fenolik antioksidanlarin polimerizasyon
reaksiyonlari ile polimerize Urunlerde okside olabilen OH gruplari meydana
gelebilmektedir. YUksek antioksidan aktivite bu OH gruplarinin olusumundan

kaynaklanabilmektedir.
4.4.2. Marul ve kuersetin etkilesimine pH’ nin etkisi

Kuersetin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon), pek ¢ok meyve ve sebzede bulunan bir
bioflavonoiddir (Bors et al., 1990).

pHdaki artisa bagli olarak kuersetin ve marul ekstrakti-kuersetin
kombinasyonunun radikal sonimleme kapasitesi yukarida bahsedilen her iki
metodla incelenmistir. Kuersetin ve marul ekstrakti-kuersetin kombinasyonunun
s6numleme kabiliyetinin pH artigsina bagli olarak arttigi tespit edilmistir (Sekil 4.11.

ve Sekil 4.12.). Marul ekstrakti-kuersetin kombinasyonundan elde edilen lag fazin
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pH artigiyla birlikte, her bir bilesenin lag fazlarinin toplamindan daha fazla oldugu
gOrulmustur ki bu durum sinerjism olarak nitelendiriimektedir (hesaplanan lag faz,
Cizelge 4.13.). ESR metodu kullanilarak hesaplanan inhibisyon derecesinin de
marul ve Kuersetin inhibisyon dereceleri toplamindan daha fazla oldugu
saptanmigtir. Kuersetin ve marul ekstrakti iceren tum pH degerlerinde sinerjism

gorulmastur. En ylksek oranda sinergism ise pH 9 degerinde gozlenmigtir.
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Sekil 4.12. Kuersetinin farkh pH degerlerinde inhibisyonu
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Sekil 4.13. Kuersetin-marul ekstraktinin farkli pH degdrlerinde inhibisyonu

Cizelge 4.13. 37 °C'de AAPH varliginda fosfoditil kolin lipozom ile olusan konjuge
dienlerin farkli pH degerlerinde spektrofotomtrik dlgimu ile elde edilen lag fazlar
(Kuersetin: 1 mol % QC, marul ekstrakti: 1.84x10° mg GAE/L ME)
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pH ME QC Deneysel Hesaplanan
4 14+1 105.512 122.542 119.542

5 19+1 121.5+1 15611 140.5+1

6 2711 13041 18041 15711

7 23.5+1 15313 202.5+1 176.5+3

8 31.5+2 172.542 23112 20412

9 37.5+1 202.5+1 2752 24041

Kuersetin-marul ekstrakti arasindaki sinerjism, lipozom interfazinda kuersetinin
yerlesim yerinden kaynaklanmaktadir (Beer et al., ;2005; Becker et al., 2008). Bu
bulgu, diger calismalarda da gorulmuagstur. Spin etiketleme (spin labelling) teknigi
kullanilarak yapilan c¢alismalarda, 1,2- diasil-sn-glisero-3-fosfokolin (DPPC)
akiskanhgina kuersetinin etkisi arastiriimistir. Kuersetinin  membran igindeki
yerlesimin pH ve konsantrasyona bagl oldugu gosterilmistir (Movileanu et al.,
2000). Kuersetin, asit ortamlarda lipit tabakanin hidrofobik merkezinde vyer
almaktadir. Bu durumda, kuersetin tam olarak ayrismamakta ve yagda ¢ozunur
formda bulunmaktadir. Notral yada alkali ortamlarda ise kuersetinin proton vermesi
gerceklesmekte ve flavonoid hidrofilik bélime gegmektedir. Negatif yukli kuersetin
molekull, polar gruplar arasinda sandvig pozisyonunda bulunmaktadir. Ollila et
al.(2002)’'da membranin su fazindaki pH artisina baglh olarak hidrofilik karekterinin
arttigini ve dolayisiyla hidroksil gruplarinin proton vermesinin gergeklestigini
goOstermiglerdir. Ayni zamanda daha c¢ok hidroksil grubu igceren flavonoidin DPPC
membrani arafazi ile daha c¢ok etkilesime girdigini bu sayede hidrofilik
flavonoidlerin  daha ¢ok baglandigini  belirtmektedirler (Ollilaet al.,2002;
Pawlikoeska-Pawleka et.al., 2007).

Lemanska et al.(2001), pH degerindeki artisa bagh olarak hidroksiflavanoidlerin
TEAC degerlerinde gorulen artis flavonoidlerin proton vermesine bagli olarak
olarak elektron verme kabiliyetinin artmasi seklinde agiklamiglardir. Hesaplanan IP
degerleri ile de bu agiklamay! desteklemektedirler. Proton verme genellikle BDE
ve |IP degerlerindeki azalmaya bagli olarak hidroksiflavonoidlerin antioksidan

aktivitesini arttirmaktadir.

Hidroksiflavonoidlerin antioksidan aktivitesine pH'nin etkisi, kullanilan metoda

bagll olmayip proton vermesine baglh olmakta dolayisiyla flavonoidlerin radikal
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sonumleme kapasiteleri artmaktadir. Cunku deprotonasyon, hidroksi flavonoidlerin
antioksidan aktivitesini ve IP ve BDE degerlerini de azaltmaktadir. Elektron verme
kabiliyetinin  hidroksiflavonoidlerin  proton vermesinden sonra antioksidan
aktivitelerinin artmasindaki en baskin mekanizma oldugu sonucuna varilabilir
(Tyrakowaska et al., 1999; Peyrad-Maillard et al.,2003).

Radikal sOnumleme kapasitesindeki artigin bir diger nedeni de, hidroksil
gruplarinin pKa degerlerini etkileyen OH substituentlerinin sayi ve pozisyonlaridir.
pKa degerleri, fizyolojik pH'da deprotonasyona duyarli C4’ ve C7’ deki hidroksil
gruplarini goéstermektedir. Bu nedenle, C4’ ve C7’'deki hidroksil gruplarinin pKa
degerleri pH’ya baglh radikal sénimleme aktivitesin dl¢cimlerinde dikkate alinmasi
gereken faktorlerden biri olabilmektedir (Borkowski et al., 2005). Kuersetinin
radikal sonimleme kapasitesinde yapisindaki 3 farkh grup etkili olmaktadir.
Bunlar: B halkasindaki ortodihidroksi grup, C halkasindaki okso fonksiyonu ve C
halkasindaki  3-hidroksil grubudur. Dolayisiyla, B halkasindaki hidroksil
substituentlerinin saylr ve pozisyonu pKa degerlerini etkilemektedir (Bors et
al.,1990).

OH
oo ]
00
OH

OH o

Sekil 4.14. Kuersetinin kimyasal yapisi

4.4.3. Marul ve yesil cay ekstrakti etkilesimine pH’ nin etkisi

YCE ve marul ekstrakti-YCE kombinasyonunun radikal sénimleme kapasitesine
pH’nin etkisi ESR sinyallerinin Fremy’s salt radikali ile indirgenmesi ve lipozom

metotlari kullanilarak arastiriimistir.

YCE tek basina yada marul ekstrakti-YCE kombinasyonunun antioksidan
aktivitesinin pH arttikga artmaktadir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16.). Bununla beraber,
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YCE’nin marul ekstrakti ile kombinasyonu, her bir bilesenin tek bagina olusturdugu
lag fazlar toplamina hemen hemen esit oldugu gosterilmigtir (hesaplanan lag faz,
Cizelge 4.14). YCE ve marul ekstrakti arasinda ¢ok disuk dizeyde sinerjism
g6zlenmistir.  YCE-marul ekstrakti kombinasyonu ESR spectroskopisi ile

izlendiginde de inhibisyondaki azalma benzer sekilde gerceklesmisgtir.

100 J—M/

inhibisyon(%)

pH

Sekil 4.15. Farkh ph degerlerinde yesil gay ekstraktinin inhibisyonu (¢:0.187 mg
GAE,ol1: 0.6545 mg GAE, A: 0.935 mg GAE. X: 1.87 mg GAE)
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Sekil 4.16. Marul ekstrakti-yesil cay ekstraktinin farkli pH’larda inhibisyonu

Cizelge 4.14. 37 °C’'de AAPH varhginda fosfoditil kolin lipozom ile olusan konjuge
dienlerin farkli pH degerlerinde spektrofotomtrik élgimu ile elde edilen lag fazlar
(GTE: 9.35x10*mg GAE/L GTE, marul ekstrakti: 1.84x10°> mg GAE/L ME)

pH GTE Deneysel Hesaplanan
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4 31+2 51+2 45+2

5 39+2 67+2 58+2

6 48+1 89+2 751

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 kaynakli fenol ciftleri ile
gozlenen kuguk sinerjistik etkilerle ve pirogallol ve galloil grup iceren kateginlerde
TEAC metodu kullanilarak elde edilen toplama etki (additive effect) sonuglari ile
benzerlik gostermektedir (Muzolf et al., 2008; Peytar-Maillard et al., 2003). Linoleik
asit peroksidasyonu esnasinda sulu dispers sistemde fenol ciftleri arsinda olusan
sinerjistik etki, kismen de olsa, rejenerasyon mekanizmasi, molekulin kimyasal
yapisi ve sitabil aramolekil komplekslerinin olusum ile agiklanabilmektedir
Molekullerin polaritesi, antioksidanlarin lipitlerle peroksidasyon hizi, mikro ¢evrenin
etkisi, oksidasyon esnasinda etkin antioksidan konsantrasyonu gibi nedenler de bu
sinerjistik etkinin aciklanmasi icin sayilabilir (Peyrad-Maillard et al., 2003). pH 3.5
in Uzerinde YCE'nin pH ya bagh olarak TEAC profili incelendiginde, C3
pozisyonunda flavon-3-ol'e baglanan galloil grubunun radikal sonumleme
kapasitesini arttirici etki yaptigi sonucuna variimistir. TEAC degerlerinde pH’ya
badli olarak meydana gelen artis, OH grubundaki proton verme kabiliyeti ile
kismen de olsa aciklanabilmektedir. Kolay ayrisabilen OH grubunun proton
vermesi ile katesinler daha iyi bir antioksidan haline gelmektedirler. Her bir katesin
molekull bagimsiz bir radikal sénimleme grubuna sahip oldugundan toplama

(additive) bir sonimleme etkisi ile sonuglanmaktadir (Muzolf et al., 2008).

Cay katesinleri, flavonoid grubuna ait olup taze g¢ay yapraklarinin en temel bileseni
ve yesil cayin ¢ozinen kismini olusturmaktadirlar. Yesil gayda bulunan kateginler;
(-)-epikatesin, (-)-epigallokatesin, (-)-epikatelin gallat ve (-)-epigallokatesingallat
olarak siralabilir. Flavonoid grubunun bir Uyesi olarak, katesinler( flavan-3-ol)
difenilpropan(CsC3Cs) iskeleti icerirler ancak 4-okso fonksiyonuna sahip degillerdir
ve doymus heterosiklik halkalari bulunmamaktadir (sekil 4..). Bu yapisal 6zellikler
A ve B halkalari arasinda elektron delokalizasyonunu da engellemekte dolayisiyla

elektron verme esnasinda olusan fenonil radikallerinin de sitabilizasyonunu
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saglamaktadir. Bu lokalizasyon ayni zamanda flavonoidlerin antioksidan
aktivitesini arttiran bir faktor olarak da incelenmektedir (Miller and Rice-
evans,1996; Tsuchiya, 2001). Cay katesinleri hidrojen atomu vererek, serbest
radikalleri sdnumlendirerek, oksidasyon reaksiyonlarini engelleyerek ve metallerle

kelat olusturarak antioksidan aktivite gostermektedirler (Gramza et al.,2006).

OH

OH

Sekil 4.17. Katesinin kimyasal yapisi

Cay katesinlerinin ve epimerize, asile ve glikosile turevlerinin DPPH radikali
uzerine etkileri ESR spektroskopisi ile arastiriimistir. Her bir katesinin sdnumleme
kabiliyetinin pH arttikga arttigi belirlenmistir. Farkli pH’larda katesinle DPPH
radikali arasindaki reaktivitenin, B halkasindaki orto-trihidroksil grubu ve flavan-3-
ol iskeletinin 3 pozisyonunda galloil grubundan kaynaklandigi disunilmektedir .
Trihidroksil grup ve galloil grubunun 6nemi superoksit anyonlarinin ve ABTS (2,2-
azanobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonik asit) diamonyum tuzu) radikalinin

sonumlenmesinde de gorulmustir (Salahet al.,1995).

Cay katesinlerinin sonumleme etkisi, kimyasal yapiya baglidir. Epigallokatesin,
epikatesin gallat ve epigallakatesin gallat ¢cok genis pH araliklarinda etkin radikal
sonumleme kapasitesine sahipken katesin ve epikatesinin etkisi notral ve alkali pH
larda sinirh kalmaktadir. Bu katesinler arasindaki reaktivite farki, bilegiklerin
redoks potansiyeli ile agiklanabilmektedir (Jovanivi¢ et al., 1994; Hasanaki et
al.,1994). YCE’indaki antioksidan aktivitenin % 70 den fazlasi da yine
epigallokatesin, epikatesin gallat ve epigallakatesin gallattan gelmektedir (Salah et
al.,1995).
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Bu nedenle, polarite, iyonizasyon durumu, sterik engelleme ve enzim inhibisyonu
gibi antioksidan Ozelliklerin radikal sonumleme Uzerinde etkili oldugu
dusundlmektedir (Hasanaki et al.,1994).

4.4.4. Marul ve tiizum gekirdegi ekstrakti etkilesimine pH’nin etkisi

UCE ve UCE-ME kombinasyonunun radikal séniimleme kapasitesine pH'nin etkisi
AAPH radikali kullanilarak lipit peroksidasyonu ve Fremy’s salt radikalinin ESR
spektroskopisi ile indirgenmesi yéntemleri kullanilarak incelenmistir. UCE ve UCE-
marl ekstrakti kombinasyonunun radikal sonimleme kapasitesinin pH arttikca
artigr  bulunmustur  (Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.). UCE-marul ekstrakti
kombinasyonuna ait lag faz, her bir bilesenin lag fazlari toplamindan fazladir ki bu
durum sinerjism olarak tanimlanmaktadir. Sinerjistik etki pH artisiyla birlikte
artmaktadir (hesaplanan lag faz, Cizelge 4.15.). Inhibisyon derecesi de UCE ve
marul ekstrakti degerlerinin toplamindan fazla bulunmustur. UCE ve marul
ekstraktl iceren tum pH degerlerinde sinerjistik etki gozlenmigtir. En yuksek

sinerjistik etki pH 9'da goértulmastur.
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Sekil 4.19. Farkh pH degerlerinde Uzim ¢ekirdegdi ekstraktinin inhibisyonu (¢:0.321
mg GAE, [o: 0.642 mg GAE, A: 1.285 mg GAE. X: 2.57 mg GAE)
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Sekil 4.20. UCE-marul ekstraktinin farkli pH’larda inhibisyonu

Cizelge 4.15. 37 °C’de AAPH varliginda fosfoditil kolin lipozom ile olugan konjuge
dienlerin farkl pH degerlerinde spektrofotomtrik 6lcimd ile elde edilen lag fazlar
(UC: 9.35x10™*mg GAE/L UCE, marul ekstrakti: 1.84x10° mg GAE/L ME)

pH UCE Deneysel Hesaplanan
4 5812 832 722

5 691 98+1 88+1

6 8512 13543 11212

7 14041 1761 163.5¢1

8 14812 19343 179.5+2

9 16213 22312 199.5+3

Uzim gekirdegi ekstrakti 6zellikle oligomerik proantosiyanidinler (OPCs) denilen
antioksidan maddeleri ve gesitli polifenolleri konsantre halde igermektedir (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). Uzim
cekirdegi  ekstraktinin  antioksidan  kapasitesi  icerdigi  flavanoller ve
proantosiyanidinlerden (kondense taninler) kaynaklanmaktadir (Bozan et al.,
2008). Bilimsel g¢evreler OPCs’in C, E vitaminleri ve beta-karotenden daha guiglu
antioksidanlar oldugunu kabul etmektedir. OPC’leri de igeren Uzum c¢ekirdegi
ekstraktinin kalp-damar, beyin, deri ve géz saghgini artirdigi ve antibakteriyel,
anti-viral ve ates dusurlcu etkilerinin oldugu belirtiimektedir (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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Uzim gekirdekleri katesin, epikatesin ve epikatesin-30-gallat gibi monomerler ile
dimer, trimer ve tetramer prosiyanidinler agisindan kabuga gore daha zengindir.
Kabuk katesinleri ve gallokatesinleri igerir, oysaki ¢cekirdek esas olarak katesinleri
icermektedir (Mulinacci et al., 2008; Cerpa-Calderon and Kennedy, 2008; Bafnon
et al., 2007; Shrikhande, 2000).

Hu et al. (2004) % 0.2 peynir alti suyu protein izolati iceren su-yag emulsiyonunda
pH 3.0-7.0 arah@inda proantosiyanince zengin UCE‘nin antioksidan aktivitesini
incelemiglerdir. Emulsiyon sistemde, (+)katesin ve askorbik asitin (620 uM) pH
3.0’da pro-oksidatif, pH 7.0 da ise herhangi bir etkisinin olmadigini bulmuglardir.
Ancak, UCE'nin her iki pH degerlerinde lipit peroksidasyonu ve propanal
olusumunu inhibe ettigini gdzlemlemislerdir. UCE’nin antioksidan aktivitesi
yapisindaki monomerik gruplara gore daha yuksek antioksidan aktivite gosteren

oligomerik proantoosiyanisinlerden kaynaklanmaktadir.

Uziimdeki fenolik bilesikler, potansiyel sinerjistik etkiye sahiptirler. Fenolik
bilesikler, serbest radikallerle reaksiyona girerek ve/veya metallerle kelat
olusturarak primer antioksidan olarak davranirlar (Yi et al.,1997). Buna ek olarak,
yuksek molekul agirlikli prosiyanisinler, lipit peroksidasyonunu hizlandiran yagda
¢6zunen peroksil radikallerini etkin bir sekilde inhibe etmektedirler. (+)katesin ve (-
)-epikatesinin daha buyuk oligomerlerinin de yadda ¢6ziinen veya ylzey aktif
olabilecegi dusunulmektedir. Apolar antioksidanlar lipit tarafinda yer aldigindan
polar antioksidanlar daha etkin olmaktadirlar (Sarni-Manchado et al.,1999). Bu
durum marul ekstrakti fenolleri ile UCE’nin sinerjitik etkisi aciklamaktadir. Proton
vererek OH gruplarinin da eklenmesi ile hem UCE hem de UCE-marul ekstrakti

kombinasyonunun antioksidan aktivitesini arttirmaktadir.

UCE, 6zellikle proantosiyanisinlerce zengin dogal olarak olusan bitki bilesenleridir.
Proantosiyanidinlerin, prosiyansin tipi sadece Uzum c¢ekirdeginde mevcuttur
(Yamakoshi et al., 2002). Uziim gekirdedi proantosiyanidinleri (prosiyanidin veya
kondense tannin) (+)katesin, (-)-epikatesin ve (-)-epikatesin-3-gallatin gallik asitle
asilasyonu ile olusan bilesiklerdir(sekil..) ( Vidal et al., 2004). Uziim ¢ekirdeginden
elde edilen prosiyanidin % 55'i 5 den fazla monomer biriminden ve 2.4 ile 16.7
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arsasinda degisen polimerizasyon derecsinden olusmaktadirlar (Prieur et al.,
1994).

Proantosiyanidinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik &zellikleri yapilarina ve
polimerizasyon derecelerine bagli olmaktadir (Hellstrom and Matrila, 2008).
Proantosiyanidinler, polifenolik yapilarindan dolayi ¢ok gugli antioksidanlardir.
OPCs(oligomerik proantosiyanidiler)in antioksidan o6zellikleri askorbat/demir
radikali varliginda fosfotidil kolin peroksidasyonu ve sulu fazda ABTS radikalini
sdnumleme kapasitesi incelenmistir. Lipit fazdaki antioksidan aktivitenin gallik
asitin lipit peroksidasyonunda ¢ok zayif bir inhibitor olmasindan dolayi azaldigi
tespit edilmistir. Buna karsin, sulu fazdaki antioksidan aktivite monomerlerden
trimerlere dogru artmakta ve trimerlerden tetramerlere dogru azaldigi gortulmustar.
Bunun nedeni, ester yapisindaki ¢ift bagin karbonil adjacent fonksiyonudur. Bu
molekuke seker grubunun eklenmesi, B halkasinin hidroliz kabiliyetini azaltmakta
ve bdylece hidrojen verebilmektedir. Yapisal farkliliklar ayni zamanda lipit fazdaki
aktiviteyi de etkilemektedir (Plumb et al., 1998). Ricardo Da silva et al.(1992) farkl
yapidaki antosiyanidinlerin superoksit ve hidroksil radikalleri varliginda antioksidan
aktivitesini incelemislerdir. Arastirmacilar, gallik asitle yapilan esterifikasyon
isleminin dimer prosiyanidinlerde sUperoksit ve hidroksil radikallerini sdbnumleme
kapasitesini arttirdigi sonucuna varmiglardir. 3 pozisyonundaki esterifikasyon,
daha yuksek radikal sonumleme saglamaktadir. Bu nedenle, prosiyanidin B2-3’-O-

gallat en etkin antioksidan olarak bulunmustur.
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Sekil 4.21. Prosiyanidinin kimyasal yapisi

UCE’nin radikal sdnimleme kapasitesinde en o6nemli faktorlerden biri pH
olmaktadir. Prosiyanidin B-3’Un antioksidan kapasitesi linoleik asit-p-karoten-su
sisteminde asit ortamda (pH 3-5), nétral yada hafif alkali ortamlara (pH 7-9) goére
oldukga zayif olarak bulunmustur (Ariga and Hamano, 1990). Bu sonuglar, bu
calismada elde edilen sonuglara benzerlik gostermekte ve durumun prosiyanidin
B-3 vyapisindaki orto-trihidroksil grubunun olmamasindan kaynaklanabilecegi
dusundlmektedir. Bu nedenle, yapiya bagli olarak ylksek antioksidan aktivite yada

radikal sdbnimleme kapasitesi yuksek pH degerlerinde elde edilebilmektedir.

Sarap antosiyanidinlerinin  radikal sonumleme kapasitesine pH’nin etkisi
arastinimis pH arttikga artis gosterdigi tespit edilmistir (Borkowski et al., 2005).
Sulu fazda antosiyanidinler; pelargonidin, siyanidin ve delfidin gibi farkh
molekullerin karisimi seklinde bulunmaktadir. Pelargonidin, siyanidin ve delfidinin
TEAC profilleri incelendiginde, orto pozisyondaki B halkasinda bulunan OH
gruplarinin artis1 ile antioksidan aktivitenin arttigini  gézlemlemiglerdir.
Antosiyanidinlerin bu profili, pH ya bagli olarak radikal sénimleme kapasitesindeki
artisi agiklamaktadir ki bu durum dusuk pH da daha baskin olan flavyum
katyonunun da dontsumd ile de iligkilidir. pH arttikga falavyum katyonu; kuidoinal

baza, sonra karbinol pseudo baz ve en son olarak da E-salkona donusmektedir.
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Bu bilesikler antioksidan aktiviteyi daha da arttirmakra ki bu sonugta TEAC

degerlerine yansimaktadir.

pH’ya bagh olarak radikal sonimleme kapasitesi biyolojik olarak da 6nemli bir
olaydir. Vicut sivisi pH’sI mide de 1, ince bagirsak da 5.3, agiz florasinda 6.8, kan
ve doku sivisinda 7.4, kalin bagirsak da 8, pankreasta 7-8.7 ve duodenum da 8.3-
9.3 civarindadir. Asidik kosullarda, test edilen fenolik bilesikler etkin bir radikal
sonumleme gostermemektedirler. Diger taraftan, kan yada hiicre digi sivilarda pH
7-8’e ulastiginda bu fenoliklerin daha iyi bir antioksidan olarak davranmalari
beklenebilmektedir (Muzolf et al., 2008).
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5. SONUG VE ONERILER

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda fenolik bilesikler iceren g¢esitli bitki
materyallerinin model sistemlerde etkili antioksidan 6zellik gosterdigi ve en etkin
antioksidan bilesikler olan flavanoidlerin cesitli sebze, meyve, otlar ve c¢ay
yapraklarinda bulundugu belirtiimektedir. Marul da antioksidan bakimindan zengin
materyallerden biridir. Ancak yapisinda dogal olarak bulunan oksidatif enzimler
(POD,PPO,LOX), hidrojen dondr olarak davranabilen, radikal sondirme
kapasitesine sahip bu tur bilesiklerin okside olmalarina ve bu sekilde toplam

antioksidan aktivitenin azalmasina neden olmaktadirlar.

Dolayisiyla marulun yapisinda bulunan oksidatif enzimlerin saflastiriimasi ve
kinetik karekterizasyonu o©Onem tasimaktadir. Enzimlerin mekanizmalarinin
anlasiimasi, raf 6mru hatta tazeye yakin kalitenin korunmasi igin uygun kosullarin

belirlenmesindende kullanilabilmektedir.

Yapilan bu calisma ile gidalarda antioksidan aktivite veya radikal sonimleme
kapasitesinin raf omrlu sdresince korunmasi konusuna agiklik getiriimeye
calisiimigtir. Oksidatif bozulmalarin dnlenmesinde kullanilan ¢esitli inhibitorler,
ayni zamanda Uranldn besinsel kalitesini de raf émriu slresince korumaktadirlar.
Askorbik asit, sistein, okzalik ve sitrik asit bu amacla 6nerilmektedir. Ancak
kullanilan inhibitdér konsantrasyonu onem tasimaktadir. Sistein bilinen en etkin
inhibor olmasina ragmen fazla miktarda kullanildigi durumda marul fenol icerigini

onemli 6lgude azalttigi tespit edilmistir.

Pek ¢ok calismada bitki polifenolllerinin bitkideki diger antioksidanlarla siner;jitik bir
etki gosterdikleri tespit edilmigtir. Bizim yaptigimiz arastirma da da marul
ekstraktinin o-tocoferol, kuersetin and askorbik asit gibi kimyasal kaynakli
antioksidanlar ile yesil cay ekstraktt ve UzUm c¢ekirdegi gibi dogdal kaynakl
antioksidanlar ile kombinasyonunda lipit oksidasyonuna ve Fremy’s salt

radikalininin indirgenmesine karsi sinerjistik etki gosterdikleri bulunmustur.
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Kuersetin, yesil gay veya uzum cekirdegi ekstraktinin tek olarak yada marul
ekstrakti ile kombinasyonunda antioksidan aktivitenin pH ya bagli olarak arttigi her
iki yontemde de gozlenmigtir. Bundan dolayi bu tur bulgular, marul yada benzeri
gida madeelerinin antioksidan aktivite ve antioksidanlarin korunmasinda veya

arttinlmasinda kullanilabilmektedir.

Marul lipit oksidasyonuna karsi koruyucu dogal antioksidanlar bakimindan
zengindir. Marul ekstraktindaki polifenoller, oksidasyona karsi direnglidirler. Marul
ve benzeri bitki ekstraklarinin antioksidan aktivitesi, polifenol igeriklerinden
kaynaklanmaktadir. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi ise yapilarindaki OH
gruplari ve ve bu gruplarin hidrojen verme kabiliyetleri ile iligkilendiriimektedir.

Marul yliksek miktarda oksidatif enzim aktivitesi icermektedir. Antioksidan aktivite
ve fenol igerigi oksidasyonla birlikte azalmaktadir. Elde edilen bulgular, raf dmru
suresince iz miktarda bulunan degerli bilesenlerin korunmasi igin kullanilabilir.

Ancak kullanim dozlari 6nem tagimaktadir.

Taze meyve sebzeler ile bunlardan uretilen c¢esitli UrGnler yuksek antioksidan
aktiviteye sahip olmalarindan dolay! giderek daha fazla 6nem kazanmaktadirlar.
Bugune kadar yapilan ¢alismalar, s6zkonusu

Bu calismada cesiti meyve ve sebzelerin yapilarinda dogal olarak bulunan
oksidatif enzimlerin farklh izoformlari iyon degdistirme kromotografisi teknikleri ile
saflastirimistir. Saflastiriimis izoenzimlerin model reaksiyon kosullarinda askorbik
asit, p-karoten ve cesitli fenolik (gallik asit,katesin,epikatesin,kumarik
asit,klorojenik asit,kuersetin,floridzin gibi) bilegiklerin dolayh olarak oksidasyonu
uzerine etkilerinin belirlenmigstir. Bu amacgla POD, PPO ve LOX enzimlerinin primer
oksidasyon reaksiyon kosullarinda ortama ilave edilen askorbik asit, cesitli
karotenoidler ve fenolik bilesiklerin ugradigi degisim spektrofotometrik ve
kromotografik olarak belirlenmigtir. Ayrica bu degisimler ile antioksidan aktivite

arasinda iligski ortaya konulmustur. Sicaklik, pH ve oksijen konsantrasyonu gibi
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parametrelerin sekonder oksidasyon reaksiyonlari Uzerine etkileri arastiriimigtir.
Elde edilen bulgular 1s1ginda meyve ve sebzelerde baglangic POD, LOX ve PPO
aktivitesi, Urin kompozisyonu ve depolama kosullarina bagl olarak raf émri
suresince meydana gelebilecek toplam antioksidan aktivite kayiplarinin

belirlenmesi mumkuin olmustur.

Fenolik antioksidanlarin, antioksidan aktivitesindeki pH ya bagh olarak gozlenen
artis proton verme kabiliyetinin bir sonucudur.

Yine yluksek pH degerlerinde fenolate iyonu olusumuna bagh olarak da

antioksidan aktivite artmaktadir.
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