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OZET

FARKLI ZEYIN CESITLERINDEKI ANTIOKSIDAN MADDE
MIiKTARININ BELIRLENMESI VE POLIiFENOL OKSIDAZ ENZiMi iLE
ILISKISININ ARASTIRILMASI

Nahit GENCER
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dal

(Yiiksek Lisans Tezi /Tez Daniymani: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
Balikesir, 2004

Bu ¢aligmada 5 farkli zeytin gesitinden elde edilen yaglardaki a-tokoferol,
kafeik asit, ferulik asit ve tirozol gibi antioksidan &zellige sahip fenolik bilesiklerin
miktarlar1 HPLC ile tayin edilmis ve bu bilesiklerin en fazla uslu zeytin ¢esidinde
bulundugu saptanmugtir. Ayrica s6z konusu zeytinlerdeki enzimatik kararmanin
baglica sorumlusu olan polifenol oksidaz (PPO) enziminin kinetik &zellikleri
aragtilmigtir. Katekol substrati i¢in Kyv ve Vmax degerleri Linewear-Burk yéntemi
ile belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda en yiiksek katalitik aktiviteye sahip
zeytin ¢esitinin uslu zeytini olduBu tespit edilmisgtir.

Aragtirmamizda herbir zeytin gesitindeki polifenol oksidaz enziminin katekol
substrat1 kullanilarak optimum pH degerleri tespit edilmistir. Domat zeytini PPO i¢in
optimum pH 7.0 bulunurken, uslu, kiraz, gemlik ve edremit gegitleri i¢in bu deger 6.5

olarak saptanmugtir.

PPO enziminin sicakhia bagimli denatlirasyon 6zelligi igin farkh
sicakliklarda (40°C, 50°C, 60°C, 70°C, ve 80°C) aktiviteler 8l¢iilmiis ve zamana kargt
enzimin korudugu ylizde aktivite degerleri tespit edilmigtir. Termal kararlilig1 en
yliksek PPO edremit zeytininde bulunmusgtur. Denatiirasyon ¢ahismasinda kullamilan
enzim c¢ozeltileri ilgili sicakhklarda bekletildikten sonra 22°C’ye sogutularak

ii



renatiirasyon 6zellikleri aragtinlmugtir. Her bir zeytindeki PPO, 40 ve 50 °C’lerde
renatiire olurken bu sicaklifin lizerinde renatiirasyon gézlenmemistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Zeytin, antioksidanlar, polifenol oksidaz
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ABSTRACT

DETERMINATION OF
ANTIOXIDANT AMOUNTS IN VARIOUS OLIVE CULTIVARS WITH
REGARD TO POLYPHENOL OXIDASE LEVELS

NAHIT GENCER

Balikesir University , Institute of Science, Department of Chemistry
(M.Sc. Thesis / Supervisior; Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
Bahlikesir, Turkey, 2004

In this study, levels of phenolics that have antioxidant activity, such as a-
tocopherol, caffeic acid, ferulic acid, and tyrosol from oil of five different olive
cultivars, have been determined using HPLC. The cultivar called “uslu zeytin” has
been found to contain the highest levels of these compounds. The biochemical
properties of polyphenol oxidase (PPO) which is known to be the primary reason for
enzymatic browning, has also been investigated. For catecol, Ky and Vmax values

were calculated using Linewear-Burk plot. The uslu cultivar were also determined to

have the highest activity.

The optimum pH values of PPO activity for catecol in each olive cultivar
were determined as 7.0 for domat cultivar, and 6.5 for uslu, kiraz, gemlik and

edremit cultivars.

For heat effect on denaturation of PPO, activity measurements at different
temperatures were performed, and the percent activity levels with time have been
determined. Heat resistance was found to be highest in edremit cultivar. Renaturation
properties of PPO have been determined by cooling the solutions to 22°C after
holding them at high temperatures (40°C, 50°C, 60°C, 70°C, ve 80°C). PPO in all
cultivars renatured at 40-50°C while no renaturation occured at temperatures above

50°C.
KEY WORDS: Olive, antioxidants, polyphenol oxidase.
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1. GIRiS

Son yillarda katkisiz ve saglikli triinlere duyulan ilgi giderek artmaktadir.
Insanlar, gida {iretiminde ve dafitimindaki modern metotlan sorgulamaya
baglamigtir. Popiilaritesi artan organik gidalarin besinsel, tatsal ve sagliga
faydalarinin farkina varilmigtir. Organik bir besin olan zeytin ve zeytin yagi, insanlik
tarihinin baslangicindan bu giine kadar insanlarin beslenme rejimlerindeki 6nemini
korumus, giliniimiizde kaliteli ve lezzetli bir besin kaynagi olarak 6nemini
siirdiirmektedir [1].

Zeytinlerin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri tlirlerine, yetistigi topraga, cografi
alamna baghdir. Bitkinin yagi, karakteristik tiirii, iklim sartlari, yetistigi yer, genel
cofrafik alan ve toprakta bulunan organik ve inorganik bilesikler zeytinlerin ve
zeytin yagimin kalitesinde ¢ok etkilidir. Ayrica olgunlagsma derecesi de zeytinlerin
kimyasal bilegiminde direkt bir etkiye sahiptir [2].

Son yillarda zeytin yagimmn faydali 6zelliklerini tamimlayan ¢aligmalar dikkate
deger bir artis gostermistir. Daha Onceki goriislerin yaninda zeytin yagimn
bilesiminin kaderini etkileyen yapilmis sayisiz galigmalarda zeytin yagimn daha
saglikh bilesimlere sahip oldugu tespit edilmistir. Zeytin yag tiiketiminin baz1 kanser
tiirlerinin ve kroner damar rahatsizliklarinin olma olasilifini azalttify tahmin
edilmektedir. Yunanistan, Italya ve Ispanya’da kroner damar rahatsizliklarinin,
prostat ve kolon kanserinin goriilme olasihginin diisiik olma nedeninin Akdeniz
diyeti ile iligkili oldugu varsayilmaktadir. Akdeniz diyeti tabii olarak vejetaryendir ve
zeytin yag viicuttaki yagin baslica kaynagidir [3].

Iyi kaliteli zeytinlerden firetilen saf zeytin yag: rafine edilmeden tiiketilir.Bu
yiizden saf zeytin yagi diger sebze yaglarindan rafinasyon basamaklan sirasinda

genellikle uzaklasan fenolik bilegikleri igerir [4].



Fenolik bilegiklerin ; duyusal kaliteye olan etkilerinin yamnda faydal
biyolojik aktiviteye ve zeytin yaginin oksidatif dengesinin korunmasinda bilyitk bir

Oneme sahiptir [5]. Bu nedenle fenolik bilesikler antioksidan 6zellik gésteritler.

Antioksidan 6zellikteki fenolik bilegiklerin, yag molekiillerini saran oksidatif
sira iginde farkli seviyelerde bulundugu bilinir. Bitkisel gidalar énemli dogal
antioksidanlari igermeleri, viicutta biyolojik olarak zararli oksidasyon reaksiyonlarim
inhibe etmeleri ve kanseri dnleyici ajanlar olarak etki gostermeleri yiiziinden daha
fazla ilgi ¢ekmektedir [6].

Cogu bitkilerde, fenolik bilesikler oksijen varhifinda kinonlara polifenol
oksidaz , PPO (EC 1.14.18.1), enzimi ile yiikseltgenir. Bu bilesikler daha sonra
enzimatik olmayan reaksiyonlarla koyu renkli pigmentlere déniigiir. Bu olaya

enzimatik kararma denir [7,8].

Enzimatik kararma bazi iiriinlerde iiretim ve tiiketim igin ekonomik bir
problemdir. Oksidasyondan daha da 6nemlisi, bu olayin kurbam antioksidan zellige
sahip olan fenolik bilesiklerin olmasidir. Bu bilesiklerin gidalardaki konsantrasyonu
son derece 6nemlidir. Bitkilerde organik madde komposizyonu oldukg¢a degiskendir.
Bu bilesiklerin bitkilerdeki kompozisyonunun belirlenmesi besin degeri ag¢isindan
¢ok oOnemlidir. Bitki dokularinda kararma, antioksidan &zelligindeki fenolik
bilesikleri uzaklagtirdig1 igin besin degerini diigiiriir [9,10,10].

Fenolik maddeler antioksidan &6zelligi ile insan viicudunda olusan serbest
radikalleri etkisiz hale getirdikleri i¢in olduk¢a 6nemlidirler. Bu maddelerin PPO

enzimi ile yok olmalan &nlenirse bitkilerin antioksidan kapasiteleri artacaktr.

Bu calismada iilkemizde sikga tiiketilen farkli zeytin tiirlerindaki PPO
enziminin kinetik &zellikleri incelenecektir. Ayrica bu zeytinlerden elde edilen
yaglardaki bazi 6nemli antioksidan maddelerin konsantrasyonlar tespit edilecektir.

Bu sekilde en yiiksek antioksidan madde igeren zeytin tiirii saptanacaktir.



Bu amagla asafidaki hedefler belirlenmistir:

¢ Her bir zeytin ekstraktindaki enzimin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax)

belirlenecektir.

¢ Her bir tiirdeki enzimlerin aktivitesi iizerine pH ve sicaklik etkisi aragtinlacaktir.

¢ S6z konusu zeytin tiirlerinden elde edilen yaglardaki a-tokoferol, ferulik asit,

kafeik asit ve tirozol antioksidanlarimn konsantrasyonlart HPLC ile saptanacaktir,

+ Her bir tiirdeki antioksidan madde miktar1 ile PPO’nun aktivitesi arasindaki

korelasyon incelenecektir.

1.1 Zeytin ve Zeytin Yag

Zeytin (Olea europea L.(Oleaceae)) gida olarak, zeytin yaginin eldesin de ve
yenilebilir meyveleri igin yetistirilmektedir [12].

Zeytin, halk arasinda yapraklan sitma gibi ategli hastaliklar i¢in kullamilan
sifall bir bitkidir. Yapilan ¢aligmalar, zeytin yapragi ekstraktinin hayvanlarda kan
basincim diigiiren etkiye sahip oldugunu [13] ve kalp damarlarinda kamin akigim
arttirdifini, kas agnlann énledigini géstermektedir [14].

Zeytin yag1, ham maddesi zeytin olan dogal bir trlindiir. Zeytin yag), zeytin
agacinin olgun meyvelerinden sikilmak sureti ile elde edilen oda sjcakhgmnda (20-25
C) sivi olan ve yemeklik olarak kullamlan yagdir. Zeytin yag, iyi kalitede taze,
olgun meyveden presleme, santrifiijleme ve slizme ile mekanik olarak elde
edilmektedir.

Zeytin yag1, kalori degeri yiiksek, esansiyel yag asitlerinin kaynag ve yagda
¢oziinen A,D,EK vitaminlerinin deposudur. Zeytin yagimn yag asitleri bilegimi

¢izelge 1.1°de verilmistir. Zeytin yagindaki trigliseritleri olugturan temel yag asitleri



oleik, palmitik, linoleik,stearik ve palmitoleik asitlerdir, bununla birlikte ¢ok az
miktarda linolenik, arasidik, behenik, lignoserik ve eikosenik yag asitleri de zeytin
yagin biinyesinde bulunmaktadir. Zeytin yagimin kompozisyonu ¢izelge 1.2°de
verilmistir. [15].

Cizelge 1.1 Zeytin yaginin yag asitleri bilegimi

ASIT KS  |lzomerler MA AD SD ID
Palmitik 16:0 256,4 218,8 208,5 0,00
Palmitoleik 16:1 Cis 2544 220,5 210,1 99,78
Stearik 18:0 284,5 197,2 188,8 0,00
Oleik 18:1 Cis 2824 198,6 190,1 89,87
Linoleik 18:2 Cis-cis 2804 200,0 1914 181,04
Linolenik 18:3 cis-cis-cis 278,4 201,5 192,7 273,52
Aragidik 20:0 312,5 179,5 172,5 0,00
Eikosenoik 20:1 cis 3104 180,7 173,6 81,75
Behenik 22:0 340,6 164,7 158,8 0,00
Lignoserik 24:0 368,6 152,2 147,1 0,00
KS=Karbon sayis;; AD=Asit ‘degeri; MA=Molekiil agirhg1;

ID=lyot degeri; SD=Sabunlagma degeri




Cizelge 1.2 Zeytin yag bilegenleri

Ana Bilesenler (% 99) Yan Bilesenler (% 1)
Sabunlasan Maddeler Sabunlasmayan Maddeler

Yag Asitleri Alfa Tokoferol

Oleik Asit (%56 - 83) (Vit E)

Linoleik Asit (% 3,5 - 20) (12-150mg/kg)

Palmetik Asit (% 7,5 - 20)

Stearik Asit (% 0,5 -5,0)

Linolenik Asit (% <1,5)

Gliseridler Steroller (_i 80-260 mg/ 100 g yag)

000, POO, OOL, POL, SOO

Beta- Sitosterol (% 96)
Kampasterol ( %3)
Stigmasterol (% 1)

Fenolik Bilesikler (30-50 mg/ kg)
Tirozol ve Hidroksitirozol

Hidrokarbonlar (mg/ 100 g yag)
(136 - 708)
(3-36)

Squalen

Beta — Karoten

Triterpenik Alkoller (225 mg/ 100 gr yag)
Siklo — Artenol

Alifatik Alkoller (290 mg / 100 gr yag)

Fosfolipidler (40 - 135 mg / kg ) )

Aroma Bilegenleri (250 - 500 mg / kg)

Renk Vericiler
Klorofiller ( 1- 10 mg/kg)
Feofitinler (0,2-24 mg /kg)

Akdeniz diyeti olan zeytin ve zeytin yag1 saghk ve besinsel degeri ile daha
duyarli tiiketiciler sayesinde diinyamin her yerinde deger kazanmgtir. Plazma
lipit/lipoprotein orammm diizenleyen oleik asit ve antioksidan madde igerifi, zeytin

yaginin popiileritesinin artmasinda ana nedenlerdir [16,17].



Akdeniz iilkelerinde, kolon kanseri ve kalp hastaliklarna Kuzey Avrupa
lilkelerine gére daha az rastlandif bilinmektedir. Buna ilaveten Fransa’da kanserden
Olimlerde kuzey ve giiney bolgeleri arasinda dikkate deger bir fark vardur.
Giineydeki Herault bélgesinde, Kuzeydeki Bas-Rhin ve Haut-Rhin bolgelerine gére
kolon kanserine yakalanma oraninin daha diistik oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni
doymus yaglarin az tiiketimi, saf zeytinyaglarin, daha yiiksek miktarda rafine
olmarmus karbohidratlarin, diger potansiyel koruyucu gidalarin, vitaminler ve
minelerlerin birlesiminin fazla tiiketilmesi olarak agiklanabilir. Aynca sézli edilen

farklar her bir gehrin yaminda bulunan komsu {ilkelerden kaynaklanmaktadir [18].

Zeytin yap tiiketiminden sonra, hayvanlarda ve insanlardaki kanser oranmnin
az olmas1 hakkinda bircok arastirma vardir. Lipworth ve arkadaglan tarafindan
yaptlan caligmalarda zeytin yafimun difer yaZlara gére kanser riskini azalttif

sonucuna varilmistir [19].

Zeytin yag1 kompozisyonu baglica ftriagilgliserol ve %0,5-%1,0 gliserid
olmayan bilesenlerden olusur. Zeytin yag aym zamanda, yag1 oksidatif bozunma ile
olusan eksilige karsi koruyan en az 30 fenolik bilesiBi igerir. Saf zeytingafimin
oksidatif kararlihig ile fenolik bilesikler arasinda dogrudan bir iligkinin var oldugu
bulunmugtur. Zeytin yagimn fenolik bilesenleri bir gok faktére, temel olarak yag
stoku ve {irlin saflagtirmasina baghdir. Saf zeytin yagindaki toplam fenol bilegeni,
rafine zeytin yagindakinden daha fazladir [20].

1.2 Zeytin yagindaki Fenol Bilesikleri

Saf zeytin yag, 50 ile 1000 mg/kg arasinda basit ve kompleks fenol
bilesikleri igerir [21]. Bu bilesiklerin goreceli oranlari; meyvenin tiir, bélge, olgunluk
derecesi, ekstraksiyon prosediirii gibi bir gok faktére baghdir [22]. Saf zeytin yagimin
besleyici ve kalite degeri agisindan bu bilegiklerin miktan kadar tlirti de son derece
Gnemlidir [23].



Gidalarda biyoaktif bilesenlerinden daha ziyade dogal antioksidanlara kars:
ilgi her gegen giin artmaktadir. Meyve ve sebzelerdeki zengin diyetlerin bazi
kanserlere ve kalp hastaliklarina kargi koruma etkileri onlarin antioksidan igerigine
dzellikle de fenolik bilesiklere baglidir [24].

Yapilan caligmalar bu fenolik bilesiklerin hiicre digi ortamda kuvvetli bir
LDL oksidasyon inhibitorii oldufunu goéstermistir [25,26]. Hiicre i¢i LDL
oksidasyonu, kroner damar rahatsizliklarinin ilerlemesini arttiran, atheroselerotik
hastaliklarin dizilisi ile baglantihdir [27.]

Zeytin meyvesindeki polifenoller ile ilgili ilk ¢caliyma Vazquez tarafindan
yapilmigtir [28]. Zeytin yagindaki toplam fenol bilegeni hakkinda literatiirde bir gok
calisma yapilmistir. Bununla beraber bulunan sonuglarda tutarsizliklar vardir. Bunun
sebebi genellikle toplam fenol bilesimini belirlemeye yarayan iki yéntemin hatalar
olabilir. Bu yéntemler; UV analizlerini takip eden Folin-Ciocalteau belirteci (fenoller
icin spesifik degildir) ve yagin ekstraksiyonu ile HPLC analizidir (ekstraksiyon
prosediiriiniin ve fenolik bilesenlerinin ayrilmas: gii¢ligiiniin getirdigi sinirlamalar)
[29].

Zeytin yag; tokoferoller, karotenoidler, steroller ve fenolik bilesikler gibi
dogal antioksidanlan igerir. Fenolik bilesikler arasinda Ferulik asit, kafeik asit, gallik ‘
asit, p-kumarik asit, syringik asit, homovanilik asit, protokatekeik asit,
hidroksitirosol ve tirozol en ¢ok bulunur [21,30]. Bu bilegikleri igermesinden dolay1
zeytin yag diger sebze yaglarma gbre yemek igin daha uygun ve de depolama
sirasinda daha dayamkhdir [31]. Zeytin yagimn depolanmasi sirasinda oksidatif
kararlihga fenolik bilesikler ile tokoferollerin etkisi incelendiginde; fenolik
bilesiklerin etkisinin daha fazla oldugu bulunmustur [32,33]. Saf zeytin yaginda o-
tokoferol toplam tokoferoliin %95 ‘ini olugturur [34]. Hem fenoller hem de
tokoferoller yagin kararhiligima dikkate deger bir katkida bulunurlar [35]. o~tokoferol
ve oleuropein gibi fenolik bilegikler yararli biyolojik aktiviteye sahip olduklan i¢in
incelenmistir [25]. Bu bilesiklerin izolasyonu ve miktarinin tayini bu yiizden biiyiik

6neme sahiptir [4].



1.3 Antioksidanlar

Reaktif oksijen tlirlerinin olugumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar
6nlemek i¢in viicutta bir ¢ok savunma mekanizmalan gelismistir, Bunlar
“Antioksidan Savunma Sistemleri” veya kisaca “Antioksidanlar” olarak bilinir.
Antioksidanlar, oksidasyon zincir reaksiyonlarim Snleyerek ve/veya reaktif oksijen
tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler [36]. Viicuda digsaridan
alman E ve C vitaminleri, selenyum gibi mineraller, karotenoidler, polifenoller ve
viicudumuzda dogal olarak bulunan, siiperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksiksidaz (GSH_PX), glutatyon distilfit rediiktaz, glutatyon-S
tranferaz, metiyonin siilfoksit rediiktaz, peroksidaz gibi enzimler antioksidan olarak

gorev yaparlar [37].

Antioksidanlar, oksidatif stresle olusan ve serbest radikaller olarak
adlandirilan zararhh molekiillere karst koruyucu etkiye sahiptirler. Serbest radikaller
hem viicudun igin de hem de viicudun digindaki etmenler tarafinda meydana gelir.
Oksijenli solunum, metabolizma ve enfeksiyon gibi viicut i¢inden kaynaklanan
olaylarin yaninda; sigara, alkol, x-1§1nlar1, giines 1sim ve kirlilik gibi dig kaynakli
cevresel faktorlerin etkisi ile de serbest radikaller olusur. Serbest radikaller bir veya
daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom veya molekiillerdir [38].
Biyolojik sistemlerdeki en énemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin
kendisi, siiperoksit (Oy), hidrojen peroksit (H2O;), hidroksil radikali ( OH), alkil
radikali (R"), alkoksil radikali (RO") ve peroksil radikali (ROO")’dir [39].

Serbest radikaller oldukea reaktif maddelerdir. Hem rediiktan hem de oksidan
olarak ve bazen her iki etkiyi birlikte gostererek, hiicre hasarna neden olurlar.
Serbest radikaller, savunma mekanizmasimnin Kkapasitesini agacak oranlarda
olustuklart zaman organizmada g¢esitli bozukluklara yol agarlar. Hiicrelerin lipit,
protein, DNA, karbohidrat gibi tiim 6nemli bilesenlerine etki ederler. DNA i¢indeki
bazlarin modifikasyonuna ve proteinlerin —SH gruplarmin —S-S  gruplannin
oksidasyonuyla kanserojenik ve mutajenik olaylara ve biyolojik aktivitenin kaybina
neden olmaktadir.,  Karbohidratlar iizerine etkiyerek  monosakkaritlerin

otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehidler meydana



gelir. Okzaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanma &zelliklerinden dolayr
kansere neden olabilirler. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller,
DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime yol acarlar. Hidroksil radikali,
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek degisikliklere yol agar. H,O,
hiicre zarindan kolayca gecerek hiicre ¢ekirdegine ulagir ve DNA hasarina hatta
hiicre 6ltimiine yol agabilir, Bu ylizden DNA serbest radikallerden kolay zarar
gorebilen 6nemli bir hedeftir [40]. Bununla beraber en &nemli kalici zarar hiicre
zarindaki doymamus yag asitlerinin lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonudur.
Membran lipitlerinin peroksidasyonu, lipitleri daha az hidrofobik yapar ve buda zann
akigkanlifimi, esneklifini ve transport &zellifini etkiler. Lipit peroksidasyonu
oldukga zararhdir. Ciinkt, kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu seklinde
ilerler. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasan geri déniisiimstizdiir
[41].

Gidalardan  siirekli olarak almamiz gereken antioksidanlar, serbest
radikallerin meydana getirdifi bu tip hasarlari kendilerini feda ederek 6nlerler.
Antioksidanlar sekil 1°de kisaca gsterildigi gibi serbest radikallerden bir elektron
alarak kendileri yiikseltgenirler. Bﬁylecet serbest radikalleri nétralize etmesi ile

olugan fenolik radikaller rezonans kararlifina sahiptir [37].



aktiviteler

OH
C(CH;);

OCH;
R, RO ,ROO —» RH, ROH, ROOH
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C(CH)s C(CHa),
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OCH, OCH
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. C(CHB)S C(CH3)3
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Sekil 1. 3. Fenolik antioksidan radikallerinin rezonans kararlilifx (37)

1.3.1 Zeytin yagindaki Antioksidanlar

1.3.1.1 Tokoferoller:

E vitamini hiicre membranlarinda bulunan en biiyilk zincir kiran

antioksidandir. Asini derecede diigiik konsantrasyonda olmasmma ragmen, kalp
hastaliklari, kanser, katarakt ve sinir hastaliklar1 gibi rahatsizliklarin gelismesini
6nlemede ¢ok etkilidir. Vitamin E; tokoferol ve tokotrienol tiirevlerinin genel bir
adidir ve bu bilegikler E vitamininin aktivitesine sahiptir. Bu ylizden, g6sterdikleri
yukarida s6z edilen hastaliklarda antioksidan etkilerinin oldugunu

ispatlamak igin oldukga énemlidir [42].
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a-tokoferol

Tokoferoliin farkli izomerlerinin lipoproteinler ile tasmmasimn yada
bagirsaklarda emiliminin esit olmadif son yillarda daha iyi anlagilmigtir. Ayrica
belli dokular tarafindan da esit olarak alinmazlar [43].

Apolar bir yapiya sahip olmalarindan dolay1 yagda ¢6zlinen yani lipit fazinda

bulunan tokoferoller, hiicre membranlarinin dogal yapitaglardir [44].

Tokoferoller; hiicre membrani i¢indeki doymamus yag asitlerini ve LDL’nin
okside olmasimu Onlerken kalp hastaliklarinin azalmasinda, alzaimer hastalifim

geciktirmede ve kanserin 6nlenmesinde ¢ok fazla etkiye sahiptir [45].

Tokoferollerin antioksidan mekanizmasi, aromatik halkada bulunan
6-hidroksil grubundaki bir hidrojen atomunu singlet oksijen ve diger reaktif tlir
oksijen igeren serbest radikallere transfer ederek onlari etkisiz hale getirmesinden
olusmaktadir. Tokoferoller, viicutta bulunan antioksidan etkiye sahip olan askorbik
asitlerinde tekrar rejenere olmasini saglar. Tokoferoltin uzun hidrokarbon zinciri
membran ikili tabaka arasina girerken aktif kroman halka membran yiizeyine siki bir
sekilde ‘tutunur. Antioksidan etkilerini gergeklestirebilmek i¢in mebranda ancak bu
sekilde yer alir [46].

Protein bagli o-tokoferoliin toksik tutucularda bulunabilecegi ortaya
cikmugtir. Belli bir stire sonra gilomikron artiklan ile karacigere donen o.-tokoferol
hiicresel bagh proteinlere spesifik bir sekilde baglanir [47]. Vitamin E’nin farkh
formlan hiicre membraninda farklh derecelerde antioksidan etki gosterir o-tokoferol

en ¢ok bulunan, viicutta en yiiksek canli potansiyeline ve en kuvvetli etkiye sahip
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izomerdir. Bu izomer, yagda ¢ziilebildigi i¢in hilcre membranimn yapismin gogunu
olugturan yag asitlerinin serbest radikaller ile zarar gérmesini 6nleyen tek formudur
[48].

Yapilan ¢aligmalarin ¢ogu E vitamininin kalp hastaliklanindaki roliinii
aragtirmaya yoneliktir [49]. Egzersiz yaparken meydana gelen serbest radikallerin
olusum mekanizmalann son yillarda aragtinlmmgtir [50]. Egzersiz, kaslar igin
mekaniksel ve morfolojik tehlikeleri yiiztinden metal katalizli serbest radikallerin
liretimine yada elektron tagima zincirinde meydana gelen O;’nin artigina sebep
olarak serbest radikallerin tiretimini tetikler. Ayrica egzersiz siiresince ¢ok katlanarak
¢ogalan daha yiiksek seviyedeki katekolaminler otooksidasyon prosesi igerisinde
potansiyel olarak serbest radikaller iiretebilirler [51]. Spin elektron rezonans
teknikleri egzersizin kaslarda ve karaciBerdeki serbest radikal iiretimine yol

acabilecegini gdstermistir [52].
1.3.1.2. Ferulik Asit:

Ferulik asit ilk olarak Ferula foetida regel’den 1866’da izole edilmis olup
fenil propiyonik tiirevidir. Kendisi ile tiirevleri bitkilerin hiicre duvarlarimin lignin
formalarin 6nciistidiir [53,54]. Ferulik asit ¢ogu bitkilerin gesitli sistemleri igerisinde
serbest, ester olarak yada eser miktarda lignin tipi formunda kurucu olarak genig bir
sekilde siralamir. Ferulik asit, antioksidan etkiyi saglamak i¢in fenolik OH gruplan ile
serbest radikallere hidrojenler verir. [55]. Ferulik asit lesitine egsdeger bir antioksidan

etkiye sahiptir.

Ferulik asit

12



Ferulik asit bir aktif oksijeni etkisiz hale getirme fonksiyonuna sahiptir ve bu
etki aktif oksijenin toksitesinden canh viicudu koruyan enzim olarak bilinen
superoksit dismutaza benzer bir sekilde olabilecegi yaymlanmugtir. Ferulik asitin
tirozini engellemesi ile melanin {iretiminin durdurduguna inamlir, ¢linkii onun
kimyasal yapis: tirozine gok benzer [56]. O aym zamanda zararh uzun dalga boylu
ultraviyole bandlan gii¢li bir sekilde absorblamas: ile ortaya ¢ikmaktadir [57]. Dogal
bir bilelisik olan ferulik asidin birgok bulgular tarafindan diskolarasyonu 6nleyici
ajan yada antioksidan olarak kullamilmasina baglamak i¢in “ Gida Katks Listesi” ’
nde oksidasyon &nleyicisi olarak yazilmigtir [58,59].

Ferulik asitin genis bir uygulama alam vardir. Radikal ve aktif oksijenleri yok
etme etkisine sahip olan ferulik asit, aktif oksijen iiretimine sebep olan ultraviyole
15181 absorblar. Uzun dalga boylu ultraviyole isinlari absorblama fonksiyonu onu
kullanim alanlarni arttirir. Bu 6zelliginden dolayr giines kremlerin de kullanilir.
Kozmetikte beyazlatici ajan olarak kullanildifinda ¢ok etkili oldugu goriilmiigtiir
[60]. Son willarda vitamin E’nin esteri olan ferulik asit melanin liretimini agiri

derecede azaltig1 rapor edilmistir [61].

1.3.1.3. Kafeik asit:

Kafeik asit, zeytinlerin kimyasal oksidasyonu siiresince okside olur ve bu
sirada ortamda bulunan tirosol, vanilik asit ve p-kumarik asit reaktif degildir [62]. Bu

nedenle oksidasyon zeytin yaginda da, kafeik asit ve benzer molekiillerin

oksidasyonu yiiziinden kismen devam edebilir [63].

HO / OH

HO
Kafeik asit
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1.3.1.4. Tirozol:

Tirozol, 4-(2°- Hidroksietil) fenol olarak da bilinir. Bu bilesik zihinsel ve
fiziksel yorgunluklarda hafiza kayiplaninda yardime: etkiye sahiptir. Diger fenolik
bilesikler gibi yapisindaki hidroksil grubundan bir hidrojeni serbest radikallere

vererek onlan etkisiz hale getirir. Bunun sonucunda da kendisi okside olur [64].

Rt

HO

Tirosol

1.4 Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Etkileri

Zeytin yagindaki fenol bilesenlerinin glintimiizde ilgi oda@i olmasindan
dolayr, bu bilegiklerin antioksidan ozellikleri iizerine yapilan sayisiz caligma
bulunmaktadir. Antioksidan aktivitelere sahip ortodifenolik (katekolik) yapilarin
parcasi olan bilegiklerin ve bu yapiy1 banndiran zeytin yaginda bulunan birgok
bilesenin oldugu yaygin olarak bilinir. Hiicre disinda zeytin yafinin antioksidan

aktivitelerinin degerlendirilmesi ve ayr bilesenleri bircok yayinda incelenmistir[29].
1.5 Enzimatik Kararma

Meyve ve sebzelerin depolanmast esnasinda ¢arpma, kesme, kabuk soyma,
dilimleme gibi mekanik zedelenmeler sonucu bazi renk degisimleri ortaya
¢tkmaktadir. Pembeden, mavimsi siyaha kadar olan farklh tonlardaki bu renk
degisimlerine kararma denir. PPO, o-kinonlara yiikseltgenen ve daha sonra bitkide
bulunan dogal bilegenlere baglht olarak kahverengi, kirmizi veya siyah pigmentlere

polimerlesen monofenollerin; o-difenollere hidroksilasyonu katalizler [65].
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Enzimatik kararma reaksiyonlarinda olusan ilk kilit madde olan o-kinonlar,
renksiz bilesiklerdir ve bizzat herhangi bir renk bozulmasina sebep olmazlar. Ancak
olusan o-kinon ve tlirevlerinden daha sonra dimerler olugur ve bunlar sonra biiyiik
molekiillii bilesiklere polimerize olurlar. Iste, renk bozulmasinin esas nedeni esmer
renkli olan bu polimerlerdir [66,67].

Enzimatik kararmanin olabilmesi igin polifenol oksidaz enzimi, bunun
etkiledigi fenolik madde ve molekiiler oksijenin bir arada bulunmalan gerekir.
Ayrica sicakhik ve pH gibi enzim aktivitesini direkt olarak etkileyen sartlarin da
uygun olmas:1 gerekir. Enzimatik kararma; fenolik madde, molekiiler oksijen ve
polifenol oksidaz enziminden birinin ortadan kaldinlmasiyla durdurulur veya
azaltilabilir. Ayrica bu tiir esmerlesme reaksiyonlari 1s1 inaktivasyonu, substratlarin
uzaklagtirilmasi, sodyum siilfit ve askorbik asit gibi bazi1 bilegiklerin ilavesi, ortarmn

pH’1mnin degistirilmesi veya yliksek basing uygulanmas: ile 6nlenebilir [68].
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Sekil 1.4 Melanin Pigmentlerinin Olugsum Mekanizmasi

1.5.1 Polifenol Oksidaz Enziminin Biyokimyas:

1.5.1.1 Adlandirilmasi

Enzimin sistematik adi; monofenol L-dopa:oksijen oksidorediiktaz (EC
1.14.18.1) seklindedir. Bunun diginda enzimin katalizledigi substrata gére az
kullanilan adlar1 da vardir. Bunlardan bazilar; tirozinaz, kresolaz, fenolaz,
monofenol oksidaz, difenol oksidaz, odifenolaz, pirekatekol oksidaz, dopo oksidaz,

monooksidaz, o-difenil oksido rediiktaz ve klorafenik oksidazdir [69].
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1.5.1.2 Tabiattaki Dagilinm

PPO enzimi ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik
mantarlarda bulunmugtur [70]. Polifenol oksidaz ve fenoller bitkiler alemiﬁde yaygin
olarak bulunmaktadir. Bunun diginda mikroorganizmalarda 6zellikle mantarlaeda ve
bazi hayvansal organizmalarda bulunabilirler [71]. Polifenol oksidaz bitkisel
gidalarda enzimatik esmerlesmeye neden olurken, hayvansal gidalarda enzimatik

esmerlesme s6z konusu degildir [72].

1.5.1.3 Katalizledigi Reaksiyonlar

Enzim molekiiler oksijen igeren iki farkli oksijen katalizler: Birincisi
monofenollerin o-difenollere o-hidroksilasyonunu (kresolaz aktivitesi) ve onu

izleyen ikincisi o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonudur (katekolaz aktivitesi) [73].

Farkli kaynaklardan elde edilen enzim ekstraktlanmmn her iki aktiviteye farkh
oranlarda sahip oldugu bilinmektedir [74].

PPO enziminin kataliz reaksiyonu Vomos-Vigyazo tarafindan Onerilen

reaksiyon sekil 1.2°de verilmistir. Ayrica tirosoliin polifenol oksidaz enzimi ile
katalizi gekil 1.4’de g6sterilmisgtir.

OH OH
0 OH
OH 4
@( + © + 0y __P_PQ Q + ©/ + Hy0
0
H
O Clh CH

Katekol p-kresol o-benzokinon 4-metilkatekol

Sekil 1.5 Vamos-Vigyazo tarafindan &nerilen PPO enzim katelizi
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CH,CH,OH

CH,CH,OH CH,CH,OH
| Polifenol oksidaz Polifenol oksidaz g
' 6]
120, H 120, 0]
OH H,0 OH O
Tirosol Monofenolaz aktivitesi P Difeniolaz aktivitesi 3 4-kinonfeniletanol

Sekil 1.6 Tirozoliin polifenol oksidaz enzimi ile katalizi
1.5.1.4 Substratlan

Meyve ve sebzeler fenolik bilegiklerin genis bir kargimim igerirler. Bununla
beraber bunlarin ¢ok az bir kisrm polifenol oksidaz enzimine substrat olarak

uygundur [75].

Polifenol bilesiklerinin enzim katalizli reaksiyon sonucu sebze ve meyvelerde
renk bozulmalarina sebep olmalarmin yani sira, meyvelerin tatlarina da etkileri
vardir, Polifenol bilesikler, enzimatik olmayan reaksiyonlarla da renk bozulmalarina
sebep olurlar, Bu bilesiklerden bazilan olduk¢a kolay bir gekilde kendiliginden
otooksidasyona ugrarlar ve olugan bilesikler polimerleserek koyu renkli makro

molekiilleri olugtururlar [76,77].

Pek ¢ok aragtirmact farkli bitki dokularindaki PPQ’larin farkh substrat
spesifikligi ve inhibisyon derecesi gésterdigini bildirmiglerdir [78]. PPO’nun meyve
ve sebzelerdeki en 6nemli dogal substratlar1 flavonoid tipi fenollerler gibi basit
fenollerdir. Bunlardan bazilan katekinler, sinamik asit esterleri, 3,4-dihidroksifenil
alanin (DOPA), 3,4-dihidroksifenil etilamin (dopamin9) ve tirozindir. Flavonoidlerin
genel kimyasal yapisi agagidaki gibidir [79].

OQ
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Katekinler flavonoidlerin 3-hidroksi tilrevleridir. Katekinler dogada (+)-
katekin ve onun stereoizomeri olan (-)-epikatekin olarak bulunurlar, Katekinlerin

kimyasal yapis1 agagidaki gibidir.

(+)-Katekin (R;=H, R,=OH)
(-)-Epikatekin (R1=0H, R,=H)

PPO’nun en yaygin dogal substratt sinamik asit esterlerinden klorogenik

asittir. Klorogenik asidin yapis1 asagidaki gibidir.

HO
HO CI—I=CH—(IDO
0
0 OH
COOH
OH

Klorogenik asitin kafeik asit (3,4-dihidroksi sinamik asit) kismimn p-kumarik
asidin (4-hidroksi sinamik asit) PPO tarafindan hidroksilasyonu ile olugturdugu
bildirilmektedir [80].
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HO

Kafeik Asit
(3,4-dihidroksi sinamik asit)

HO—@—CH=CH—COOH

p-kumarik asit

(4-hidroksi sinamik asit)

Her bitkide bulunan tirozin aymi zamanda proteinlerin yapismi olusturan
amino asitlerden biridir. Dopamin (3,4-dihidroksifenil alanin) bitki dokularinda

meveuttur,

Elma gibi baz1 kaynaklardan elde edilen PPO, LDOPA’y1 dehidrogenasyona
ugratir. Ancak tirozine kargi aktivite géstermezken, p-kresolu hidroksiller [81].

I i i

H;N— C—COOH H;N— C-—COOH cl;Hz

I . Ca,

OH OH OH
L-tirozin L-DOPA Dopamin

(3,4-dihidroksifenil etilamin)
Dogal fenolik substratlarin her birinin sebze ve meyvede sebep olduklan

enzimatik kararmaya katkilar1 fenollerin konsantrasyonuna ve lokalizasyonuna bagh

oldugu kadar, farkli kinonlardan elde edilen makromolekiiller pigmentlerin renk
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siddetinede baghdir. Bazi meyve ve sebzelerde PPO’nun ana substrati bitki
materyallerinde genelde bulunmayan fenolik bilegiklerdir [81,82].

Substrat spesifikligi yalmz meyve ve sebzenin cinsine bagh degil aym
zamanda belli bir dl¢iiye kadar enzimin meyve ve sebzenin ekstrakte edildigi kismina
ve yetistirilisine de baglidir. Aktivitenin aragtinnldign pH da substratin
kullanilabilirligini etkiler [83,84].

1.5.2 Enzimin Ekstraksiyonu

PPO’nun bitki materyallarinden ekstraksiyonu isleminde {i¢ ana problemle
kargilagilir;
Enzimin inaktif formda olmasi,
Hiicre organellerine bagh enzimin ¢6ziiniirlestirilmesi,
Bitkilerde bulunan fenollerin enzim ile oksidasyonu sonucu polimerizasyonu ve

enzim {izerine ¢6kelmesinin engellenmesi.

Birgok bitki tiiriinde PPO aktif formda bulunmaktadir. Hiicre organellerine
bagh inaktif enzim, kafein-sodyum benzoat ile hem akitive edilebilir hemde
¢6ziindiirtilebilir [85]. Avocado’dan elde edilen ham ve kismen saflagtiriimig
preparasyonlardaki inaktif PPO sodyum dodesil siilfat (SDS) ile aktive edilebilir
[86]. Coziindiirme iglemi genelde, tween-80 veya Triton X-100 gibi deterjanlarla
gerceklestirilir. Elma mitokondrial PPO’su i¢in digitonin kullanilabilirken, koroplast

PPO’su igin Triton x-100’tin kullanims iyi sonuglar vermistir [87].

Coziiniir bir PPO preparasyonu eldesinde asilmasi gereken en biiyiik zorluk;
bitki materyalinin ekstraksiyonu ve taginmasi esnasinda pigment olusumunun ve
enzimatik fenol oksidasyonunun engellenmesidir. Pigmentler enzim proteinin
iizerine ¢okebilirler ve enzimin ¢6ziinmemesine sebep olabilirler. Buna ek olarak,
enzimin déniigiimsiiz inaktivasyonuna sebep olabilirler. Bu tehlikeleri en az seviyeye
indirmek i¢in biitiin ekstraksiyon adimlart miimkiin oldugu kadar diigiik sicakliklarda
yapilmalidir. Tagima ve homojenizasyon genelde sivi azot veya azot atmosferinde

yapilmaktadir. Bazi durumlarda materyalin ani dondurulmast ve dondurularak
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kurutulmasi enzim ekstraksiyonu isleminde ilk basamak olarak tavsiye edilmektedir
[81,88]. Aseton ¢oktlirmesini takiben tampon ekstraksiyonu en ¢ok kullanilan
metotlardan birisidir [89]. Seftalilerde aseton goktiirmesi ve ekstraksiyonun verimi
karsilastinldiginda, aseton ¢oktlirmesi metodu aktivitede 20 kat daha fazla artisa
sebep olmaktadir. Aktivitedeki bu son derece yiiksek artis asetonun bir inhibitérii
¢limine etmesi yada enzimin proteinini aktif forma dontistiirmesi ile agiklanabilir
[90].

Bazen uygun bir tamponla ekstraksiyon asetonla ¢oktiirme adiminin 6niine
geger [91]. Ekstraksiyon igin cesitli tamponlar kullamlmaktadir ve pH degerleri
enzim kaynagina bagh olarak degismektedir. Fakat pH genelde az bazik bir ortam
saflayacak sekilde ayarlamr. Tamponun pH’st elde edilen enzimin yapisiu
etkileyebilir [89]. Ekstraksiyon sistemini enzimatik polifenol oksidasyonundan
korumak i¢in, ortama déniigtimlli enzim inhibitérleri katilabildigi gibi indirgeyici
bilesikler yada kinon baglayicilar da katilr. Askorbik asit, sistein, sodyum
metabistilfit, DIECA ve sukroz veya bazen de bu bilesiklerin kangim
kullamilmaktadir [92] .

Enzim ekstraksiyonu sirasinda fenol oksidasyonunun ve polimerizasyonun
onlenmesinin en etkili bir yolu da ortamdaki substratlarin ¢ézilnmeyen bir polimere
baglanarak ortamdan uzaklagtirilmasidir. Fenol baglamada en yaygin kullanilan
madde polivinilpirolidon’dur(PVP) [93].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Bitkisel Materyal

Aragtirmada kullamilan zeytinler Akhisar’in Osmaniye K&yii’'nden olgunlagma
evrelerinde her bir gesit igin 6’sar kilo olarak toplandi ve meyveler ¢aligmalarda
kullanilincaya kadar derin dondurucuda muhafaza edildi.

2.1.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneysel c¢aligmalarda kullanilan sodyum  hidroksit, sodyum sitrat,
sodyumdihidrojen fosfat, potasyum fosfat, sodyumbikarbonat, polietilenglikol, katekol
Merck A.G.’den; o-tokoferol, ferulik asit, kafeik asit, tirozol, metanol, izopropanol,
asetonitril, asetik asit Sigma ‘dan saglandu.

2.1.3 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu ¢alismada agaZidaki alet ve cihazlardan yararlamlmagtir.

pH metre (Orion-model 920A)

UV-Spektrofotometre (CARY 1E, UV-Visible Spectrophotometer-
VARIAN)

Manyetik Karigtiric (IKA Combimag RCO)

Kronometre (Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr)
Terazi (libror, AEG-220 (Shimadzu))

Otomatik Pipetler (fischer)

Homojenize Edici (Ev tipi blender)

Derin Dondurucu (Sanio Medical Freezer)

HPLC (Agilent 1100 Series)
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2.1.4 Kullamlan Cdzeltiler ve Hazirlanmasi
Deneysel ¢aligmalarda kullanilmak tizere agagidaki ¢6zeltiler hazirlands;

1)Ekstraksiyon tamponu: % 0.5 PEG (400), 10 mM askorbik asit igeren 0.5 M
fosfat tamponu ( pH 7.3); 8.7 g (0.05 mol) K;HPO,, 0.5 g polietilen glikol (PEG),
0.176 g (0.001 mol) askorbik asit 80 mL saf suda ¢6ziildii. 1 M HCI ile pH 7.3’e
kadar pH metre yardimiyla titre edildi ve son hacim destile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

2)Optimum pH ve sicakhk ¢ahsmalarinda kullamlan pH’s1 4-9 arasinda olan
tampon c¢ozeltiler: pH 4-4.5 aralifinda 0.1 M sitrat / 0.2 M K;HPO, tamponu; Bu
tampon igin 2.94 g sodyum sitrat (0.01 mol), 3.48 g (0.02mol) K,HPO, 80 mL saf
suda ¢ozlilerek 1 M NaOH veya 1 M HCI yardimiyla istenen pH’a kadar titre edildi

ve daha sonra saf su ile hacim 100 mL’ye tamamlandi.

pH 5-7 arahginda 0.2 M fosfat tamponu; Bu tampon ¢ozelti i¢in 3.12 g NaH,PO,
80 mL saf suda ¢6ziildii, 1 M NaOH ile ¢6zelti istenen pH’a ayarlandiktan sonra saf

su ile hacim 100 mL’ye tamamlanda.

pH 7.5-9 arahinda 0.2 M Tris tamponu; Bu tampon ¢6zelti i¢in 12.114 g (0.1
mol) Tris 400 mL saf suda ¢oziilerek, bu ¢6zeltiden 40’ar mL alindi, 0.1 m HCI ile
¢ozelti istenen pH’a ayarlandiktan sonra saf su ile 50 mL’ye tamamland: ve béylece

degisik pH’l1 seri Tris tamponlan hazirlandi.

3) Substrat Cozeltileri: Katekol ¢6zeltisi 10 ml, 0.1 M olacak sekilde hazirlandi.
Bu amagla 0.11 g (1.10” mol) katekol alinarak son hacim 10 ml olacak sekilde

destile su ile ¢oziindiiriildii.

4) HPLC Cozeltilerinin Hazirlamgi: Kullanilan eliisyon ¢6zeltileri A ( %2 asetik

asit su i¢inde ), B ( metanol ), C ( asetonitril ) ve D ( izopropanol )’dir.
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S)HPLC Analizinde Kullamlan Standartlar:

a) Kafeik Asit Cozeltisi: 25 ml’lik balon joje igerisinde metanol ¢dziiciisii
kullanarak 901 ppm’lik stok ¢ozelti 0.0225 g kafeik asit alinarak hazirlandi. Bu
stoktan sirasiyla 6.01, 12.01, 18.02, 24.03, 36.04, 54.06, 72.08, 90.01, 108.12, 126.14
ppm ara stok ¢ozeltileri hazirlands.

b) Ferulik Asit Cozeltisi: 10 ml’lik balon joje igerisinde metanol ¢oziiciisti
kullanarak 1942 ppm’lik stok c¢ozelti 0.0194 g ferulik asit alinarakhazirlandi. Bu
stoktan 19.42, 38.84, 58.26, 97.1, 135.94, 155.36 ppm ara stok ¢ozeltileri hazirlandi.

¢) Tirozol Cozeltisi: 10 ml’lik balon joje igerisinde metanol géziiciisii kullanarak
550 ppm’lik stok ¢6zelti 0.0055 g tirosol alinarak hazirlandi. Bu stoktan sirasiyla 5,
15, 55, 65, 75, 85, 95, 105, 115 ppm ara stok ¢ozeltileri hazirlandi.

d) o-Tokoferol Cozeltisi: 25 ml’lik balon joje igerisinde metanol ¢oziiciisii
kullanarak 1845 ppm’lik stok ¢6zelti 0.0480 g tokoferol alinarak hazirlandi. Bu
stoktan 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 ppm ara stok ¢ozeltileri

hazirlandi.

2.2 YONTEMLER
2.2.1 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Aragtirmada kullanilan zeytinler Akhisar’mm Osmaniye Koyii'nden temin
edildi. Meyveler caligmalarda kullanilincaya kadar derin dondurucuda muhafaza
edildi. Ham ekstrakt hazirlanmasi amaciyla, 50 g meyve 100 mL ( % 0.5 polietilen
glikol ve 10 mM askorbik asit ihtiva eden) 0.5 M fosfat tamponu (pH 7.30) iginde ev
tipi blender ile 2 dakika siireyle homojenize edildi. Homojenat iki kat tiilbentten
sliztildt, Stizinti 20000xg’de +5 °C’de 1 saat siireyle santriflj edildi. Bitki
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duvarlarim ve seliilozik lifli kismi igeren ¢tkelek atildi. Elde edilen siipernatant ham
ekstrakt olarak kullanildi.

2.2.2 PPO Enziminin Aktivite Tayini

Polifenol oksidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite 6lglimii igin 0.2 mL enzim ¢bzeltisi aliup daha énceden hazirlanmis olan
2.8mL tampon + substrat (0.1 M katekol) ¢6zeltisine gabuk bir gekilde eklendikten
sonra 420 nm’de kore kar;i bir dakikada absorbansta meydana gelen defisme
okundu. 1 Enzim Unitesi ( U ) reaksiyonun olustufu kiivette 1 dakikada meydana
gelen 0.001°lik artig olarak tammlanmugtir. Aktivite birimi olarak “ 1 mL enzim
¢ozeltisi basina 1 dakikada absorbansta meydana gelen 0.001 birimlik degisme *
kullanilda..

2.2.3 PPO Enzimi ile ilgili Kinetik Caliymalar

PPO enziminin kinetik 6zelliklerini aragtirmak igin iki katekol substrat i¢in,
optimum pH ve sicaklik deBerleri belirlendi. Elde edilen verilerden yararlanarak
degisik pH’lardaki aktivasyon enerjileri bulundu. Enzimin sicaklifa bagiml
denatlirasyon ve renatiirasyon ¢zellikleri aragtirildi. Kullanilan her bir substrat i¢in

Kum ve Vi degerleri saptandi.

2.2.4 Enzimin Optimum pH ve Sicakhginin Belirlenmesi

PPO enziminin maksimum aktivite gdsterdigi optimum sicakhk ve pH
degerlerini belirlemek amaci ile degisik pH degerlerinde (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5,
7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0) katekol substrat1 kullanarak 20, 30, 35, 45, 55, 65 ve 75 °C’
deki reaksiyon hizlann ayri ayr belirlendi. Her &lgtim iki kez tekrarlanip ¢ikan
degerlerin ortalamasi alindi. Elde edilen degerlerden yararlanarak aktiviteler
hesapladik. Béylece PPO enzimi igin optimum pH ve sicaklik degerleri tek bir
¢aligma ile tespit edildi. Elde edilen sonuglar grafik ve tablo halinde verildi.
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2.2.5 Enzimin Karakterizasyonu ve Optimum Sartlarda Ky ve Vi

Degerlerinin Bulunmas:

Km ve Vmay degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda katekol
substratimn bes farklh konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Slgtimleri yapildi. 1/V
ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafik Micheales-
Menten denklemi kullamlarak ¢izilmektedir.

Ve —Vmax: (8]
ST+ K

Bu Micheales-Menten denkleminin her iki tarafi da ters cevrilirse asafidaki

Lineweaver-Burk denklemi elde edilmektedir.

1 Km 1 1

. + i
\ Vmax [S]  Vmax

Bu denklem, y = ax+b geklinde bir dogru denklemi gibi diigiiniilmektedir ve;
y=1/V;a=Km / Vmax; X =1/ [S]; b =1/ Vymax; olmaktadir. Bu grafik ¢izildigi
zaman yukarida belirtilen degerler hesaplanabilmektedir.

Denklemlerde kullamilacak Ky ve Vi degerleri inhibitérsiiz ortamda

bulunan degerlerdir.

2.2.6 PPO’nun Sicakhfa Bagimh Denatiirasyon ve Renatiirasyon

Ozelliklerinin Aragtiriimasr

PPO enziminin sicaklifa bagimli denatiirasyon 6zelligini belirlemek
amaciyla; 40, 50, 60, 70, 80 C ‘lerde 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika siireyle
inkiibasyonu sonrasi korudugu aktivite degerleri, 10 mM  katekol substrat:
kullanarak , standart aktivite 6l¢iimii kosullarinda saptandi.
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Her bir sicakliktaki bekleme siiresi sonunda yapilan dl¢timlerden elde edilen
aktivite degerleri % aktiviteye doniistiiriildii. Zamana karsi % korunan aktivite
grafigi ¢izildi.

Renatiirasyon islemlerinde ise denatiirasyon c¢aligmasinda kullamlan ve
bahsedilen sicakliklarda bekletildikten sonraki enzim ¢6zeltileri 22°C’ye kadar
sogutuldu. 22°C’de enzim aktiviteleri 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika zaman
araliklarinda, 10 mM katekol substrati kullanilarak $lgiildii. Elde edilen degerler %
aktiviteye doniistiiriildii. 22°C’deki inkiibasyon siiresine karsi % aktivite grafigi
¢izildi.

2.2.7 Zeytinlerden Yag Eldesi

Akhisar’in Osmaniye koyilinde yetisen 5 farkli zeytin ¢esidinden elde edilen
zeytin yaglann analiz igin kullamildi. Herbir zeytin ¢esidi ilk &6nce mekanik
pargalayicida tamamen pargalara ayrildi. Olugan hamura hacminin onda biri kadar
ilik su ilave edildi ve karisum 15 dakika homojenizatérde homojenize edildi. Daha

sonra olusan karigimdan bir santrifiij sistemi kullanilarak yaglar ayrildi.
2.2.8 Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Fenolik bilesikler ekstraksiyonunda Gutfinger (1981) metodu kullanildi.
Metoda gbére, her bir zeytin ¢esidinin yagindan 10gr yag 6rnegi 50ml hekzanda
¢oziildii ve kansim %60 sulu metanoliin 3 tane 20’ser ml’lik hacimleri kullanilarak
aynldi. Birlestirilen ekstraktlar 40°C°de evapore edilerek s1vi kisim uzaklagtirildi ve
kalint1 5ml metanolde ¢oziilerek HPLC’de analiz edildi.

2.2.9 Tokoferollerin Ekstraksiyonu
Her bir zeytin ¢esidinin yagindan 10gr saf zeytin yag1 6rnekleri mutlak
metanoliin 2 adet 25’er ml kisimlan ile oda sicaklifinda ekstrakte edildi. Kalint1 2

tane 25’er ml metanol/izopropanol (80:20 , v/v ) ¢dzeltileri ile aym kosullarda tekrar
aynstinldi. Ekstraktlar birlestirildi ve bir vakum rotarli evaporatérde 40° de sivi
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kisim uzaklastinldi. Kalint1 5 ml’lik bir metanol / izopropanol / hekzan karigiminda
(1:3:1, v/v/v ) ¢bziildii ve fenolik bilesikler ve tokoferol igerigi HPLC ile analiz
edildi,

2.2.10 HPLC Analizi

HPLC cihazi, bir Agilent 10100 model HPLC sistemidir. Bu sistem, bir ¢ift
dalgic pompa, UV dedektsr, kolon finmi ve 20 pl enjeksiyon ilmiginden
olusmaktadir. HPLC’de kullanilacak kolon 5 pm paketleme ile bir Apex oktadesil
104 Cy5 ( 25 x 0,4 cm ID) kolonudur.

HPLC’de analiz i¢in agagida belirtilen metod kullamlds;

Hem o-tokoferol hemde fenoller igin 280 nm de tayin yapildi. Kullamlan
eliisyon ¢ozeltileri A (%2 asetik asit su iginde ), B ( metanol ), C ( asetonitril ) ve D (
izopropanol ) ‘diir. Omekler agagidaki orana gore elue edildi.

%95 A/ %S5 B ] —» 2 dakika i¢inde
%60 A/%10B/%30C _» 8 dakika iginde
%25B/%75C —» 22 dakika iginde

ve bu oran 10 dakika devam ettirildi, daha sonra;

%40 C / %60 D » 10 dakika iginde ve bu
oran 15 dakika devam ettirildi.

%25 B/ %75 C > 2 dakika iginde ve son
olarak;

%95 A/ %5 B —P 3 dakika iginde kolondan
¢ikis saglandi.
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Akig oram1 1 ml / dk ve galigma siiresi 72 dakikadir. Calisma 32°C de yapilda.
Omek enjeksiyon hacmi 20ul “dir. Bilesiklerin tespit edilmesi onlarin standartlan ile
ahkonma siireleri kiyaslanarak yapildi. Miktar tayinleri ise her bir madde igin
standart egriler olugturularak tespit edildi..
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3. BULGULAR

3.1 DZPPO, EZPPO, GZPPO, KZPPO ve UZPPO Enzimlerinin
Optimum pH Tayini

DZPPO, EZPPO, GZPPO, KZPPO ve UZPPO enzimlerinin maksimum
aktivite gosterdigi optimum pH degerlerini belirlemek amaci ile degisik pH
degerlerinde (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0) katekol substrati
kullanmlarak reaksiyon hizlan spektrofotometrik yontemle béliim 2.2.2°de anlatildig:
gibi ayr1 ayr1 belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5’de

verilmigtir.
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Cizelge 3.1 DZPPO enzimi i¢in farkh pH’larda elde edilen absorbans, U, aktivite ve
% aktivite degerleri.

H Aktivite
P (U/ mL.dak)

4 50
45 280

5 380
5.5 460

6 470
%5
7.5

8
8.5

9

Aktivite {U/mLdak)

Sekil 3.1 DZPPO enziminin katekol substrati i¢in pH-aktivite grafigi
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Cizelge 3.2 EZPPO enzimi igin farkh pH’larda elde edilen absorbans, U, aktivite ve

% aktivite degerleri

pH

Aktivite
(U /mlL.dak)

% Aktivite

30

1.05

2290

80.07

1570

54.90

1750

61.19

2270

2620

710

500

580

.60

Aktivite (U/mLdak)

Sekil 3.2 EZPPO enziminin katekol substrati i¢in pH-aktivite grafigi
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Cizelge 3.3 GZPPO enzimi i¢in farkhh pH’larda elde edilen absorbans, U, aktivite ve

% aktivite degerleri
DOD Aktivite , . .
pH (420 nm) U (U/mL.dak) | 7 Aktivite
4 0 0 0 0
4.5 0.056 56 560 45.16
5 0.073 73 730 58.87
0.055 55, 550 44.35
0.092 92 920 74.19
0.124 124 1240 100
0.116 116 1160 93.55
0.025 25 250 20.16
0.029 29 290 23.39
- 0.035 35 350 28.22
0.039 39 390 31.45
1400
1200 -
% 1000
-l
5 800 -
600 -
o
200 -
0
9,5

Sekil 3.3 GZPPO enziminin katekol substrat: i¢in pH-aktivite grafigi
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Cizelge 3.4 KZPPO enzimi igin farkli pH’larda elde edilen absorbans, U, aktivite ve
% aktivite degerleri

DOD Aktivite o . .
PH (420 nm) U (U / mL.dak) % Aktivite

0 0 0
0.026 26 260
0.046 46 460
87 870
%
)
009% | 96 , 260
- 0.025 25 250
0.023 23 230
0.028 28 280
0.027 27 270

sekil 3.4 KZPPO enziminin katekol substrat: i¢in pH-aktivite grafigi
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Cizelge 3.5 UZPPO enzimi i¢in farkli pH’larda elde edilen absorbans, U, aktivite ve
% aktivite degerleri

oH DOD U Aktivite
(420 nm) (U/ mL.dak)
0.011 11 110 _
0.257 257 2570
0.298 298 2980
0.364 364 3640
0.424 424 4240
0518 | 518 5180
0.504 504 5040
0212 212 2120
0.104 104 1040
0.088 8 880
0.101 101 1010

Aktivife (U/mLdak)
&
o
Q

4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95

Sekil 3.5 UZPPO enziminin katekol substrat: i¢in pH-aktivite grafigi
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3.2 DZPPO, EZPPO, GZPPO, KZPPO ve UZPPO Enziminin Sicakhga
Bagimh Stabilite Ozelliginin Aragtirilmas

DZPPO, EZPPO, GZPPO, KZPPO ve UZPPO enzimlerinin sicaklifa bagimli
denatiirasyon ozelliklerini belirlemek amaciyla 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’de
10,20,30,40,50 ve 60 dakikalardaki bekleme siireleri sonunda aktiviteler saptandi.
Elde edilen degerler % aktiviteye doniigtiiriildii. (Cizelge 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10).
Zamana kars1 % aktivite grafikleri ¢izildi. (Sekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10). DZPPO,
EZPPO, GZPPO, KZPPO ve UZPPO enzimlerini sicaklifa bagimli ranatiirasyon
ozelliklerini belirlemek amaciyla denatiirasyonda ¢aligilan sicakliktan 22°C’ye
diiglirlilmesi {izerine elde edilen inkiibasyon siiresine karsi % aktivite grafigikleri
¢izildi.
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DZPPO

120 : Sticakhk(’C
)
@ 100
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80 -
% ~—i— 50
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5 40
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R 20 , ~&— 80
0 = —e - )
0 10 20 30 40 50 60 70

t (dak)

Sekil 3.6 DZPPO enziminin inkiibasyon sliresine bagimli korudugu aktivite degigimi

Renatiire-D
L V S hk{"C
60 - icakhk("C)
§ 40 * —a— 80
30 -%—B60
8
20 - ~a-70
10 A — & 4 —h - 80
0 i . ’
0 10 20 30 40 50 60 70
t (dak)

Sekil 3.7 DZPPO enziminin sicakh@mn ¢aligilan sicakhktan 22°C’ye diigiiriilmesi
lizerine elde edilen inkiibasyon siiresine kars1 % aktivite grafigi
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EZPPO
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=
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g 100 60
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0 A
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t (dak)

Sekil 3.8 EZPPO enziminin inkiibasyon sliresine bagimhi korudugu aktivite degisimi

Renatiire-E

140 i Sicaklik({{C)
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120 - & A A —o— 40
" < - >

8 133 ' —a—50

é 60 | —%—60

X 40 o 70
20 I——-"‘\l K X

0 o 5 B B & —&—80

0 10 20 30 40 50 60 70
t (dak)

Sekil 3.9 EZPPO enziminin sicakhifinin ¢alisilan sicakhktan 22°C’ye diisiiriilmesi
tizerine elde edilen inkiibasyon siiresine kars1 % aktivite grafigi
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GZPPO

120 - ' Sicakhk(°C)
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—¥—60
—&—70

——80

t (dak)

Sekil 3.10 GZPPO enziminin inkiibasyon siiresine bagimli korudugu aktivite
degisimi

Renatiire-G

45 - ; Sicaklik(7C)
40 - T
35 - —— ——40
& 307 —a—~ 50
E 25 |
< 20 - -x—60
® 15 M\/‘\_—_\
10 4 ~m—70
5 - —e— 80
0O e el — i il
0 10 20 30 . 40 50 60 70
t (dak)

Sekil 3.11 GZPPO enziminin sicakligimn ¢aligilan sicakliktan 22°C’ye disiiriilmesi
tizerine elde edilen inkiibasyon siiresine kars: % aktivite grafigi
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Sekil 3.12 KZPPO enziminin inkiibasyon siiresine bagiml korudugu aktivite

degigimi
Renatire-K )
140 Sicaklik(C)
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2
E 80 - —&—50
< 60— * * * —o- - —%—60
= 40
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Sekil 3.13 KZPPO enziminin sicakhipinin ¢aligilan sicakhktan 22°C’ye disiiriilmesi

tizerine elde edilen inkiibasyon stiresine kars1 % aktivite grafigi
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UZPPO
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Sekil 3.14 UZPPO enziminin inkiibasyon siiresine bagimli korudugu aktivite
degigimi

Renatiire-U
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t (dak)

Sekil 3.15 UZPPO enziminin sicakliginin ¢ahgilan sicakliktan 22°C’ye diistiriilmesi
iizerine elde edilen inkiibasyon stiresine kars % aktivite grafigi
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Sekil 3.16 DZPPO enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi

v 75
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-200 100 0 100 200 300 400
11[8)

Sekil 3.17 EZPPO i¢in Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 3.18 GZPPO i¢in Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 3.19 KZPPO i¢in Linewear-Burk Grafigi
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Sekil 3.20 UZPPO igin Linewear-Burk Grafigi

Cizelge 3.21 Her bir zeytin tiirii PPO enzimi i¢in elde edilen sonuglar

Enzim Optimum Km Vmax Vmax / Km
Kaynag pH (mM) (U/mLdak)

GZPPO 6.5 22.491 3681.890 | 163.71x10°
EZPPO 6.5 13.691 810.180 59.18x10°
UZPPO 6.5 5.747 7183.392 | 1249.94x10°
DZPPO 7.0 6.098 5325381 | 873,30x10°
KZPPO 6.5 5,251 538.474 | 102,55x10°
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3.3 HPLC ile Antioksidan Maddelerin Miktar Tayinleri
3.3.1Tirosol, Kafeik asit, Ferulik asit ve Tokoferol I¢in Standart Egriler ve Elde
Edilen Kromatogramlar: Her bir antioksidan madde i¢in ¢izelge 3.22°de verilen
standartlar hazirlandi ve HPLC analizine sunuldu. Olusturulan kalibrasyon egrileri
asagida verildi. Daha sonra bu egriler ile her bir zeytin yagindaki antioksidanlarn
miktarlan tayin edildi.
Cizelge 3.22 Hazirlanan standart bilegiklerin gelis zamani ve konsantrasyonlan

Pikin Standart

Gelme Adet Konsantrasyonlan
Zamam(dk.) (ppm)
5
15
55
65
75
85
95
105
115
6
12
18
24
36
54
72
90
108
19
39
58
97
136
155
10
20
40
60
80
100
120
140
160
180

Bilegik Ad1

Tirozol 6.276

Kafeik asit 7.208

Ferulik asit 9.041

Tokoferol 38.061
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HPLC ile yapilan deneyler sonucunda elde edilen degerler seyrelme oram ile

carpilarak 10g yag icin mg/kg cinsinden hesaplandi. Elde edilen sonuglar gizelge
3.23’de verildi.

Cizelge 3.23 Herbir zeytin tiiriindeki antioksidanlarin mg/kg cinsinden degerleri

Zeytin tiiri Tirozol Kafeik asit | Ferulik asit Tokoferol
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) (mg/ke)
Domat 1.34 1.69 3.43 6.35
Edremit - 1.56 - 11.3
Gemlik - - - 22.0
Kiraz 1.1 - 3.54 26.5
Uslu 9.84 1.51 3.68 33.7
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TARTISMA VE SONUC

Giinlimtiizde 6liimlerin en 6nemli sebebini kanser olugturmaktadir. Bu
nedenle kansere kars1 en etkili dogal ilaglar olan antioksidanlan i¢eren gidalarin
6nemi giderek artmaktadir. Bu gidalarin baginda Akdeniz diyetinde énemli bir
yeri olan zeytin ve zeytinyag gelmektedir.

Bu ¢aligmada, iilkemizde yetistirilen farkli zeytin ¢egitlerindeki (domat,
edremit, gemlik, kiraz, uslu) antioksidan maddelerin miktar1 arastirilmgtir,
Aragtirmamizda antioksidan maddeler olarak, a-tokoferol, tirozol, kafeik asit ve
ferulik asit segilmistir. Bu tercihin en 6nemli nedeni s6z konusu bilesiklerin
gidalardaki yapisal kararhhiginin ve miktarimin fazla olmasidir. Ayrica
calismarmzda, gida endiistrisinde ¢ofu zaman istenmeyen enziratik
reaksiyonlarin baghca sorumlusu olan PPO enziminin bu zeytin gesitlerindeki
kinetik 6zellikleri incelenmistir. S6z konusu zeytinlerdeki PPO aktivitesi ile

antioksidan maddelerin miktarlan arasimdaki korelasyon aragtirilmigtir.

Giiniimiizde, fenolik bilesiklerin ¢esidini ve miktanm belirlemede
kullanilan en popiiler ve en giivenilir yéntem olan HPLC diger yéntemlerin yerini
almaya baglamigtir. Bu nedenle zeytinyaginda bulunan antioksidanlarin (fenolik
bilegikler) miktar1 HPLC analizi ile belirlenmigtir. HPLC, UV dedektsriinti de
icine alan kompleks bir sistemdir. Bu sistemde fenolik bilesiklerin maksimum

absorbans gosterdigi 280nm’de 6lgiim yapilmugtir [94].

Zeytin yagindaki fenolik bilesiklerin analizi HPLC ile direkt olarak
yapilamamaktadir. Zeytin yagindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu igin
literatiirde genellikle su, metanol ve izopropanol gibi ¢ozlicli karigimi
kullamlmaktadir [4,94]. Aragtirmamuzda iki farkl: ekstraksiyon ydntemi
kullanilmigtir. Standart olarak segilen tokoferoliin ekstraksiyonu igin metanol-

izopropanol ¢oziicli kangimlan kullamlirken, tirosol, kafeik asit ve ferulik asit
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i¢in daha polar olan su-metanol karigimi kullamilmigtir. Konsantrasyonlan bilinen
fenolik bilesiklerin HPLC’de 280nm’deki absorbanslar ile gelme zamanlarna
kars1 standart grafikler kullamlarak kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Bu standart
egrilerden zeytin yaglarindaki ekstrakte edilen fenolik bilesiklerin miktan
belirlenmistir.

Antioksidan 6zelligi bakimindan birbirine benzer aktivite gdsteren, tirozol,
ferulik asit ve kafeik asit en fazla uslu zeytin g¢esidinde saptanmistir. Ancak
gemlik zeytininde sdzkonusu antioksidan maddelerin tayin smnirlannin altinda
oldugu goriilmiigtiir. Literatiirde farkli yaglardan bu antioksidanlarin miktarlar
tespit edilmigtir. Ayrica rafinasyon igleminin ve 1s1yla yaglardaki antioksidanlarin

miktarlarindaki degismeler gozlenmisgtir [4,5].

E vitamini aktivitesine sahip olan a-tokoferol ¢alisilan zeytin ¢esitlerinin
tiimiinde tespit edilmistir. Zeytin yaginda en fazla bulunan antioksidan g¢egidi
olan a-tokoferol en ¢ok uslu (33.7mg/kg) zeytin ¢esidinde goriiliirken, en az
domat (6.35mg/kg) zeytin ¢esidinde tespit edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada
Yunanistanda yetisen 6 ¢esit zeytin yafindaki o-tokoferol miktar1 tespit
edilmigtir. Bu ¢aligmada a-tokoferol miktarinin farkls cesit zeytinlerde farkli
miktarlarda degistigi bulunmugtur [4].

PPO enziminin neden oldugu kararma gida isletmeciliginde kargilagilan en
onemli problemlerden Dbirisidir. Bu zeytinlerdeki, enzimlerin kinetik
ozelliklerinin saptanmas: ile antioksidan kapasiteyi diisliren enzimatik kararmayi

dnleyerek daha etkili metotlann geligtirilmesine yardimcet olacag: kanaatindeyiz.

S6z konusu kaynaklardan elde edilen PPO aktivitesi lizerine pH etkisi
aragtinlmigtir. DZPPO i¢in optimum pH:7.0 olarak saptamirken diger enzimler
icin bu deger 6,5 olarak belirlenmistir. Ancak genel olarak biitiin tiirlerden elde
edilen PPO, pH=5,0-8,5 aralifinda 6nemli 6l¢iide aktivite gfsterdigi sekil 3.1-
3.5" lerde acgikga goriilmektedir. Diger kaynaklardan elde edilen PPO’nun
optimum pH degerleri tarafimizdan bulunan degerlere oldukc¢a yakin oldugu
tespit edilmistir. Omegin seftalide optimum pH degeri 6.2 iken yer elmasinda ve
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dutta 7.0 oldugu literatlirde verilmistir [95,96,97]. Enzimatik kararmanin
dnlenmesinde iiriiniin pH simn bu araliklann disinda tutulmasi PPO enziminden

kaynaklanan kararmay: 6nemli 6lgiide engelleyecegi diistiniilebilir

Enzimin substrata kars1 ilgisini gstern Ky ve katalitik giiciin bir 6lgiisii
olan Vo degerleri herbir enzim igin tespit edilmigtir. S6z konusu ¢aligmada
substrat olarak katekol kullamilmugtir. Elde edilen sonuglar bu degerlerin tiirden
tiire 6nemli dlglide degistifini gostermektedir. Katalitik giicli en yliksek enzim
uslu zeytin g¢egitinde (7183 U/mLdak) bulunurken, edremit zeytin gesidindeki
katalitik giiciin (810 U/mLdak) en diisiik oldugu belirlenmistir. Literatiirde s6z
konusu kinetik sabitler Malatya kayisisi, hurma agaci ve yali armudundan izole
edilen PPO enzimleri igin katekol substrat1 ile bulunan Vi, degerleri sirasiyla
833, 91, 766 U/mLdak olarak verilmigtir [98]. Bu sonuglardan uslu zeytinindeki
katalitik aktivitenin ¢ok yiiksek oldugu sOylenebilir. Domat, Edremit, gemlik,
kiraz ve uslu zeytinleri i¢in Ky degerleri sirasiyla 6.098, 13.691, 22.491, 5.251
ve 5.747 mM olarak bulunmugtur. Uslu, kiraz ve domat ¢esitlerinden elde edilen
enzimlerin katekol substratina karsi afinitelerinin hemen hemen ayni oldufu
goriilmektedir. Gemlik zeytininden elde edilen enzim ise s6z konusu substrata
karst ilgisinin zayif oldugu bulunmugtur.Literatlirde farkli kaynaklardan elde
edilen PPO enzimlerinin katekol substrati i¢in 0.011 mM’dan 84.2 mM’a kadar
degisen Ky degerleri bildirilmektedir [99].

Yapilan ¢aligmalar sonucunda uslu zeytininin en yliksek katalitik
aktiviteye sahip oldugu bulunurken gemlik zeytininde en diigiik katalitik aktivite
tespit edilmistir.

PPO enziminin sicaklia bagimli denatiirasyon &zelliginin aragtirilmas:
amaci ile 40,50,60,70 ve 80°C’lerde 10,20,30,40,50 ve 60 dakikalardaki bekleme
stireleri sonunda aktiviteler bulunmustur. Elde edilen degerler % aktiviteye
dontistiiriildii ve zamana karsi %aktivite grafikleri ¢izildi. Biitlin zeytin
gesitlerindeki PPO enzimlerinin 70°C’nin iizerine ¢ikildiginda denatiire oldugu

tespit edilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda istya en fazla dayanikhi olan

83



enzimin EZPPO oldugu gériilmiigtiir. Sicaklifa en hassas olan enzim ise
GZPPO’dir.

PPO enziminin sicaklia bagimli renatiirasyon &zelliginin aragtirilmasi
amaci ile denatiirasyon c¢ahgmasinda kullamlan ve ilgili sicakhklarda
bekletildikten sonraki enzim ¢ozeltileri 22°C’ye kadar sogutuldu. 22°C’deki
enzim aktiviteleri 10,20,30,40,50 ve 60 dakika zaman araliklarinda katekol
substrat1 kullanilarak 6lciildii. Elde edilen degerler % aktiviteye donistiiriildii.
22°C’deki inkiibasyon siiresine karsilik % aktivite grafikleri elde edildi. Biitiin
enzimler genellikle 40 ve 50°C’lerde renatiire olurken bu sicakliklarin tizerinde

renatiirasyon gozlenmemistir.

Substrat spesifikligi ve optimum pH’ta oldugu gibi PPO nun 1s1 stabilitesi
de biiyiik oranda enzim kaynagina baghdir. Genelde, PPO yiiksek derecede 1s1ya
dayamkl1 enzimlerden degildir [100]. Cézelti veya dokulardaki enzimin, kisa bir
stire igin , 70-90 °C arasindaki sicakliklara maruz birakilmas1 enzimin katalitik
fonksiyonunun kismen veya tamamen doniisiimsiiz olarak kaybina sebep olur.
Enzimatik kararmay diisiik sicakliklara maruz birakarak engellemeden &nce,
meyve ve sebze dokularindaki PPO enzimi genellikle 1s1 ya da kimyasallarla

inaktive edilir.

Gida endiistrisinde enzimatik kararma PPO nun termal inaktivasyonu ile
onlenebilir. Ancak bazi gida iriinlerindeki PPO enziminin renatiire olmasi bu
yontemin uygulanmasm siurlamaktadir. Ayrica 1s1 uygulamasmin  gida
iiriiniindeki doku yumugamasina ve tat kaybina sebep olmasi bir dier sorun
olarak ortaya cikmaktadi[1]. Bu caligmada endiistriyel oneme sahip bu
zeytinlerin islenmesinde enzimatik kararmamin termal denatiirasyon ile belirli

olglide engellenebileceBi sonucu elde edilmistir.

Arastirmamizda farkli gesit zeytinlerin PPO aktiviteleri ile antioksidan
madde miktan arasindaki korelasyon incelenmistir. Zeytin yaginda miktar ve
gesit olarak en yitksek antioksidan igerige sahip olan uslu zeytinindeki PPO’nun
katalitik aktivitesi de en yiiksektir.
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