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OZET

IGDIR EKOLOJIiK KOSULLARINDA YETISEN KARADUTLARIN (Morus
nigra) POLIFENOL OKSIDAZ ENZIM AKTIiVITESININ BELIRLENMESI

AZITI, Zeynebi Kiibra
Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali

I. Tez Danigsmant: Yrd. Dog. Dr. Sadiye Peral EYDURAN
II. Tez Danismani: Prof. Dr. Rafet ASLANTAS

Ocak 2018, 31 sayfa

Bu c¢alismada beyaz ve karadut g¢esitlerinde polifenol oksidaz (PFO)
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Igdir Merkez ve merkeze bagli Melekli, Karakoyunlu
koylerinden dut agaglarinin yerleri tespit edildi ve 2015-2016 yillarinin Haziran ve
Temmuz aylar1 olmak tizere ikiser donemde dutlar toplandi. Fakat beyaz dutlarda enzim
aktivitesine rastlanmadig1 i¢in ¢alismaya siyah dutlarla devam edildi. Toplanan dutlar -
20 °C donduruldu. Ham enzim 6ziitii hazirlama ¢6zeltisi % 1 Polietilen glikol (PEG)
iceren pH 5,0 sodyum-asetat tamponu hazirlandi. Dondurulmus dutlardan hassas terazi
yardimiyla 20’ser gram tartilarak havanlara alind1 ve iyice doviildii. Daha sonra her bir
dut cesidine 40 mL ham enzim Oziti hazirlama ¢o6zeltisinden eklendi ve iyice
karistirildi. Elde ettigimiz karigimlar dort katl bir tiilbentten ayr1 ayrn siiziildii ve elde
edilen stiziintiiler 4 °C’de, 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilip, elde edilen
slipernatanlar enzim ¢ozeltisi olarak kullanildi. Enzim ¢ozeltisinde ayr1 ayri enzim
aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi. Her bir ana etkilere iliskin tanitici
istatistiklere bakildiginda Melekli dutlarmin (ME1>ME2> ME3) daha fazla enzim
aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir. Buna karsin, en disiik enzim aktivitesi K1
genotipinden elde edilmistir. 2016 yilina ve Temmuz ayina nazaran 2015 yilinda ve
Haziran ayinda enzim aktivitesinin fazla oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Karadut (Morus nigra), Polifenol oksidaz enzimi, Igdir



ABSTRACT

DETERMINATION OF POLYPHENOL OXIDASE ENZYME ACTIVITY OF
BLACK MULBERRIES (Morus nigra) GROWN IN IGDIR ECOLOGICAL
CONDITIONS

AZITI, Zeynebi Kiibra

Msc Thesis, Department of Horticulture
1% Thesis Adviser: Assist. Prof. Dr. Sadiye Peral EYDURAN
2" Thesis Adviser: Prof. Dr. Rafet ASLANTAS
Ocak 2018, 31 pages

In this study, places of white and black mulberry trees in Igdir district and the
villages (Melekli, Karakoyunlu) nearby were determined and the mulberries were
collected twice yearly in June and July months of the years 2015 and 2016 in order to
measure polyphenol oxidase enzyme (PFO) activities of these mulberries. However, no
enzyme activity was detected in white mulberries. Therefore, the study was conducted
with black mulberries. The mulberries collected were frozen at -20 °C. A crude enzyme
extract making solution (Sodium acetate buffer containing % 1 polyethylene glycol
(PEG) at pH (5,0) was prepared. 20 gr samples of the frozen berries were prepared
using a precision scale and smashed in a mortar. 40 ml of the crude enzyme extract
making solution was mixed with each mulberry genotype. The obtained mixtures were
filtrated separately with four-folded cheesecloth, afterwards centrifuged for 30 minutes
at 4 °C and 10.000 rpm. The supernatants were used as enzyme solutions. Enzyme
activity of each solution was detected with a spectrophotometer. When descriptive
statistics of each main effect were examined, it was observed that Melekli mulberries
(ME1>ME2>ME3) had more enzyme activity. Nevertheless, the lowest enzyme activity
was obtained from genotype K1. It was determined to be more enzyme activity in June
month and the year 2015 compared with those in the year 2016 and July month.

Keywords: Black mulberry (Morus nigra), polyphenol oxidase enzyme, Igdir
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1. GIRIS

Dut bitkisinin adaptasyonu yiiksek oldugundan farkli toprak ve iklim
kusaklarinda yetisebilmektedir. Dut Urticales takimi igerisinde yer alan Moraceae
familyasina dahil Morus cinsi igerisindedir. Freeman (1978) 12 dut tiirii belirtirken, Huo
(2002) 14, Martin ve ark. (2002) 30’un tizerinde, Datta (2002) ise 68 dut tiirii oldugunu
saptamistir. Dutun yayilim merkezleri Giiney Avrupa, Dogu, Bat1 ve Glineydogu Asya,
Giiney Amerika’nin kuzeybatisi, Kuzey Amerika’nin giineyi ve Afrika’nin bazi
boliimleridir (Datta, 2002). Morus alba , Morus nigra ve Morus rubra en ¢ok bilinen
dut tiirleridir. Morus nigra’nin anavatam Tiirkiye, Iran, Arabistan, Rusya ve Suriye iken
Morus alba 'nin Cin, Japonya, Tayland, Malezya ve Birmanya’dir. Morus rubra‘nin
gen merkezi ise Kuzey Amerika’dir (Bellini ve ark., 2000; Roger, 2002).Dutun
anavatan1 olan {ilkemizde 2.401.965 adet meyve veren dut agaci vardir ve bu agaglardan
yillik 71.724 ton iiriin elde edilmektedir (Anonim, 2016).

Dut iilkemizde hemen hemen her bolgede yetistirilmektedir (Erdogan ve ark.,
2005). Ulkemizde Diyarbakir ili 10.147 tonluk iiretim ve agag basina ortalama verim 21
kg ile dut iiretiminde ilk sirada yer alirken bunu, 7.571 ton’luk iiretim ve aga¢ basina
ortalama verim 53 kg ile Malatya ili, 5.251 ton’luk {iretim ve aga¢ basina ortalama
verim 93 kg ile Erzurum ili takip etmektedir (TUIK, 2016). Tiirkiye dutun anavatim
olmasi agisindan ve ekolojik kosullar1 dut yetistiriciliine uygun olmasina ragmen bu

potansiyelini yeterince kullanamamustir.

Meyve ozellikleri agisinda oldukga {istiin olan dut bitkisinin kerestesinden de
faydalanilmaktadir. Dut tiretimi diinyada oldukga yiiksek olmakla birlikte bazi iilkelerde
bilinmemektedir. Dut meyvesinin taze tiiketimin yani sira farkli kullanim alanlarinin ve
muhafaza tekniklerinin gelistirilmesi ile ekonomik énemi arttirilabilecektir (Erdogan ve

ark., 2005).

Enzimler ¢esitli kimyasal reaksiyonlarda hiicre tarafindan kullanilan organik
katalizorlerdir. Kataliz sozciigli, Yunanca kokenli olup  (kimyasal reaksiyonu)
hizlandiran ve kolaylastiran anlamima gelmektedir. Enzimler yap: ve gorev agisinda
“apoenzim” ve “koenzim/kofaktdr” olarak iki gruba ayrilmaktadir. Apoenzimler

proteinden olusmakta ve yiiksek 1sida bozulmaktadir. Koenzimler (kofaktor) ise organik



ve inorganik maddeler olusur ve tek basina islevi yoktur. Apoenzimlerin yardimecisi

gorevindedir (MEB, 2007).

Dut agaci, meyvesinden, yapraklarindan ve kerestesinden yararlanilmak
amaciyla yetistirilmesinin yaninda, kuzey yarim kiirenin subtropik bolgelerinden, giiney
yarim kiirenin tropik bolgelerine kadar farkli sicakliklarda ve c¢ok ¢esitli iklim,
topografik ozellikler ve toprak sartlarinda olgunlasip yetistirilebilmektedir (Vijayan ve
ark., 1997; Ercisli ve Orhan, 2008). Dut; Suriye, Cin, Japonya, Kuzey iran, Suudi
Arabistan, Yunanistan, Fransa, Italya, Ispanya, Rusya, Giiney Asya bdlgelerinde ve
Amerika Birlesik Devletleri, Avusturalya, Hindistan, Akdeniz tilkeleri, Orta Avrupa ve
kismen Avrupa’nin kuzey boélgelerinde de bulunmaktadir (Yaltik ve Davis, 1982;
Lanska, 1992). Karadut Hindistan, Cin ve Japonya basta olmak {izere bir ¢ok tilkede
ekonomik olarak yetistirilmekte, dut yaprag: ise ipek bocegi yetistiriciliginde yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Vijayan ve ark., 1997). Bu iilkeleri, aralarinda Tiirkiye ve
Yunanistan’in bulundugu pek ¢ok Avrupa iilkesi takip etmekte ve aksine bu iilkelerde
ise dut, yapragindan ¢ok meyvesi igin yetistirilmektedir (Gerasopoulos ve Stavroulakis,
1997; Ercisli, 2004). Ayrica dutun anavatan1 olan Anadolu’da ise yiiksek Kkaliteli
karadut yetistirilmektedir (Yaltik ve Davis, 1982). Dutun Cin ve Japonya’daki kiiltiiri
M.O. 4000 yillarina dayanmakta, Arastirmacilarin gogu, dutun Japonya’nin dogal bitkisi
oldugunu kabul etmektedir (De Condelle, 1967). Gegmiste dutun meyvesinin
tohumlarmin Cin’in kuzeyinden giineyindeki ovalara ve bitkinin dogal olarak
yetismedigi bolgelere kuslar aracilifiyla tasinmasi dutlarin = gercek vataninin
belirlenmesini zorlastirmigtir. Dutun dogal bitkiler arasina girmesindeki en biiyiik etken
bu durum olmus, dutun Bat1 Asya ve Giiney Afrika’daki varligini1 da agiklamistir (De
Condelle, 1967).

Dut, farkli iklim ve toprak sartlarina adaptasyon kabiliyetinin yiliksek olmasi
nedeniyle, 1liman, tropik ve subtropik iklim bolgelerinde yetisebilen bir meyve tiiriidiir.
Morus cinsi igine giren tiir sayisini, Huo (2002) 14, Martin ve ark. (2002) 30’dan fazla,
Datta (2002) ise 68 olarak bildirmistir. Fakat on dort farkli dut tiirliniin mevcut oldugu
belirlenmistir, bunlar beyaz dut (Morus alba, MA), karadut (Morus nigra, MN), Cin
dutu (Morus australis), Afrika dutu (Morus mesozygia), Teksas dutu (Morus

microphylla), Himalaya dutu (Morus serrata), Mogol dutu (Morus mongolica), kirmizi



dut (Morus rubra), Thlamur yaprakli dut (Morus tiliaefolia), Morus trilobata, Morus
cathayana, Morus liboensis ve Morus notabilis’dir (Erdogan ve Pirlak, 2005).

Morus tiirli tuzlu topraklarin disinda ¢ok iyi bir gelisme gostermesiyle beraber
hemen her toprak ve iklim kosullarinda yetisir, ama si1g topraklar1 sevmez. Optimum
toprak pH*s1 6.5-7 olmalidir. Dut yetistiriciligi i¢in derin, verimli ve kumlu topraklar
idealdir (Sernikli, 2015).

Dut, daha ¢ok sicak 1liman ve bol giinesli bolgelerin bitkisi oldugu i¢in
Tiirkiye'nin hemen her yerinde yetistirilebilmektedir. Optimum sicaklik istegi 2428
°C’dir. Bir ¢ok Bahge Bitkisinde oldugu gibi dut da hava sicakligi 5— 36°C arasinda
oldugunda gelisimlerini diizenli bir sekilde devam ettirirler. Yillik yagis istegi 600-
2500 mm civarindadir. Yagisi az olan yerlerde siirli gelisim gosterir. Ancak ¢ok fazla
sulama yapildiginda yapraklardaki protein ve karbonhidrat igerigi diiser. Dut agag¢larinin
ihtiya¢ duydugu su miktar1 agaclarin bulundugu bahgenin toprak yapisina gore degisir.
Verimli topraklarda 10 giin araliklarla, killi topraklarda ise 15 giin araliklarla sulama
istemektedir bunun yaninda, % 65-80 civarinda bir atmosferik nem orani, dutun
yetismesi i¢in idealdir. Gelisme ve yaprak kalitesi i¢in giines 15181 da Onemli bir
etkendir. Tropik alanlarda dut bir giinde 9-13 saatlik 1siklanma ile yetismektedir. Dut
deniz seviyesinden 1400 m yiikseklige kadar yetistirilebilmektedir. Ani olarak goriilen
gec donlarindan zarar gérmekle beraber, bir yillik siirgiinleri ve gozler -20°C’ye kadar
dayanabilmektedir (MEB, 2013).

Dutun ¢ogaltimi tohum, ¢elik ve doku kiiltiirii ile yapilmaktadir, ancak en yaygin
olarak celikle tiiretim yontemi kullanilmaktadir. Generatif ¢ogaltma yoOnteminde
tohumlar meyveden ¢ikarildiktan sonra hemen ekilmelidir veya tohumlar kurutularak
4°C’de buzdolabinda birka¢ yi1l muhafaza edilebilmektedir. Genel olarak ¢imlenme
sorununa rastlanmaz, fakat bazi durumlarda o6zellikle de karadut tohumlarinin
cimlenmeleri i¢in gibberelik asit uygulamalar1 gerekebilmektedir. Tohumla ¢ogaltma
diger ¢ok yillik bahge bitkilerinde de oldugu gibi olusabilecek agilimlardan dolayi
yapilmamaktadir. Agac yavas gelisip, ge¢c meyveye yatmakta ve meyve Kalitelerinde
farkliliklar goriilebilmektedir (MEB, 2013).



Tiirkiye’de 400 yildan daha uzun bir siiredir dut yetistiriciliginin yapildig:
bilinmektedir, fakat bu meyve endiistriyel olarak yeterince degerlendirilmediginden, dut
iiretimi smirh diizeyde kalmistir. Ulkemizin bircok yoresinde dut iiretimi yapilmakla
birlikte, tiretimde ilk sirayr Orta Dogu Anadolu ve Karadeniz bdlgeleri almaktadir

(Akbulut ve ark., 2006).

Ulkemizde yetistirilen dutlar taze tiiketimin disinda pekmez olarak
degerlendirilmekte olup (Hepsag ve ark., 2012) yakin zamanda da, endiistriyel olarak
“karadut suyu” iiretimine baslanmistir. Boylece, raf omrii ¢ok kisa olan karadutu
endistriyel olarak daha fazla degerlendirilme olanagi bulunmustur (Giiven ve Basaran,
1979). Karadut antosiyanin bakimindan en zengin dut cesidi (Ozgen ve ark., 2009)
olmasinin yaninda 1s1k, sicaklik gibi etkenlere hassas oldugundan dolay: taze tiiketimleri
¢ok azdir ve dut meyvesi ¢ok kolay bozulabilmektedir (Cavalcanti ve ark., 2011).
Ulkemizdeki dut iiretimi bazi illerde daha yogun yapilmaktadir. Onemli dut {iretimine

sahip iller Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Anonim, 2016).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de dut iretiminin yapildigi iller (Anonim 2016).

iller Meyve V%ren V(IE\:‘IreIQ;/een Aga¢ Bagina Uretim
Yasta Agag N Ortalama
Sayisi Yasta Agag Verim (kg) (ton)
Sayisi
Diyarbakir 491.125 35.842 21 10.147
Malatya 141.520 8985 53 7.571
Erzurum 56.289 12.049 93 5.251
Elaznig 118.730 8.624 44 5.220
Ankara 75.493 16.573 60 4.566
Erzincan 121.565 24.725 35 4255
Samsun 55.747 13.780 37 2.068

Ulkemizde dutun gerek bitkisi gerek meyvesi degisik alanlarda kullanilarak
degerlendirilebilmektedir. Yaprag: ipekbdcegi besini olarak kullanildigr ve iilkemiz
ekonomisine onemli katkilar sagladig: igin, sadece yapragi i¢in yetistirilen birgok dut
tiiri bulunmaktadir. Kagit sanayi, mobilya, bazi miizik aletlerinin yapiminda dut
agacindan yararlanilmakta, bazi dut tiirlerine ise siis bitkisi olarak bah¢e mimarisinde ve

evlerin etrafinda ¢it bitkisi olarak degerlendirilmektedir. Meyvesi, taze ve kuru
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tiketildigi gibi pekmez, recel, pestil ve sirke iiretiminde de kullanilir (Giliven ve
Basaran, 1979, Cemeroglu ve ark., 2005). Dut meyveleri dalindan toplandigi sekilde
hava almayacak bir ortamda soguk hava kosullarinda birkag giin tazeligini
koruyabilmektedir, fakat genellikle dalindan koparildig1 gibi taze olarak tiiketilmektedir
(Ozgen ve ark., 2009).

Kara dut meyvesi, insan viicudunda bulunmayan esansiyel yag asitlerini de
(omega-3, omega-6 gibi) icermekte olup, hiicre esnekliginin saglikli bir sekilde
olugsmasini, beyin ve sinir sistemlerinin fonksiyonlarmin uygun sekilde
yiirtitiilebilmesini sagladig1 (Simopoulos ve Salem, 1996), bunun yaninda ates ve kan
basimcini disiiriicii etkiye sahip oldugu ve karacigeri zararli etmenlerden korudugu,
bosaltimi1 kolaylastirdigi, kalp hastaliklarin1 6nledigi, agiz lezyonlarinmi iyilestirici
fonksiyonlara sahip oldugu igin bir ilag gibi kullanilmaktadir (Yang, 1998; Jia ve ark.
1999; Chen ve ark., 2006). Karadut meyvelerinden yapilan surup, 6zellikle kiigiik
cocuklarda bogaz ve dis etleri iltihaplarina kars1 gargara olarak da kullanilmakta, istah
arttiric1 6zelligi olup, idrar tutamama, bas donmesi, kulak ¢inlamasi, kansizlik nedeniyle
uykusuzluk, sinir zayifligi, balgam soktiiriicii, kan sekerini diigiiriicii, dizanteriyi tedavi
edici olarak ve hipertansiyon tedavilerinde de kullanildig1 bilinmektedir (Baytop, 1996,
Yaltik ve Davis, 1982).

Bu hayati fonksiyonlarda karadut i¢indeki enzimlerin rolii biiyiiktiir. Enzimler
olmazsa viicut canlihigini siirdiiremez (MEB, 2011). Cok eski g¢aglardan bu yana
enzimlerden faydalanilmigtir. Sarap ve ekmek yapimi bunlara ornektir (Buxbaum,
2007). Enzimler ¢ok eski caglardan bu yana kullanilmakla birlikte enzimler hakkindaki
ilk bilimsel bulgu Fransiz kimyager Reamur tarafindan kaydedilmistir (Buxbaum,
2007). ik enzim ekstraksiyonlarindan biri etanol kullamlarak arpada yapilmistir
(Buxbaum, 2007). Enzimlerin katalizorolarak tanimlanmasi ise 19. yilizyilin ilk
yarisinda olmustur. Ilk zamanlar ferment olarak tamimlanan enzimlerin aslinda
fermentasyon olayinda mayalarla birlikte gorev alip fermentasyon siirecini katalizledigi
19. yiizyilin ortasinda Louis Pasteur tarafindan ileri siiriilmiistiir. Enzimlerin ticari
olarak iiretilmeye baslamasi ise 19. yiizyilin sonunda gergeklesmistir (Nelson ve Cox,
2004; Whitehurst ve van Oort, 2010). Enzim terimi ilk defa 1878’de kullanilmis olup

enzimlerin etki ettikleri maddeyle olusturduklar1 anahtar-kilit teorisi ise 19. yiizyilin



sonunda ileri siiriilmiistiir (Buxboum, 2007).

Enzimler genellikle renksizdir ve suda ¢oziinebilen maddelerdir. Enzimlerin
tepkimeye girdikleri maddeye substrat denir. Tepkimenin sonucu olusan maddeye de
irlin denir. Enzim {izerinde substratin baglandig1 aktif bolge bulunmaktadir. Reaksiyon
sonunda {irlin olustuktan sonra enzim tekrar kullanilmak {izere tepkimeden degisime

ugramadan ¢ikmaktadir (MEB, 2011).

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlara gore gruplandirilir (Paulo ve Giibitz,

2003). Enzimler asagidaki gibi siniflandirilmaktadir:
- Oksidoretiikteazlar
- Transferazlar
- Hidrolazlar
- Liyazlar
- Izomerazlar
- Ligazlar

Polifenol oksidazlar (PFO), oksidorediiktaz grubu igerisinde yer almakta ve
bakir icermekle birlikte substrat kismi fenolik bilesiklerdir. PFO, genellikle bitkilerde
yaygin olmakla birlikte mantarlarda da bulunmaktadir. PFO etki gosterdigi maddenin
oksitlenerek kararmasina neden olmaktadir (Godfrey ve West, 1996). Dolayisiyla
meyve ve sebzelerin hasat, depolama ve islenme esnasindaki Kalitesini énemli dlgiide
etkilemektedir. Mekanik hasarlar sonucunda olugan kararma meyve ve sebzelerin
kalitesini diislirerek hasara neden olmaktadir. Esmerlesme olarak da isimlendirilen
mekanik hasarlar sonucunda olusan kararma elma, muz, patates gibi meyve ve
sebzelerde istenmeyen bir durum iken kahve, cay, siyah iiziim, kakao ve siyah incirlerde
bu PFO aktivitesi arzu edilen bir reaksiyondur. Ciinkii bu reaksiyon sonucunda iiriin
istenen son karakteristigini kavusmus olur (Memisoglu ve ark., 2005). PFO miktar1 bitki
cesidi, yas1 ve yapilan kiiltiirel uygulamalara gore degismektedir. En yiiksek PFO
aktivitesi iiziim kabuklarinda, bazi elma c¢esitlerinde ve salatalik cesitlerinde
bildirilmistir. Bunlarin birlikte, mantar sap ve epidermisinde de yiiksek PFO

bulunmustur (Memisoglu ve ark., 2005). PFO, monofenol monooksijenaz ve katesol



oksidaz smifina girmektedir (Hammer, 1993). PFO hiicrelerde inaktif olarak
sentezlenmekte ancak proteaz ve etilen gibi uyaricilar sonucunda aktif hale gelmektedir

(Yemenicioglu ve ark., 1997).

PFO genellikle hiicrenin tilakoid ve kloroplastinda membrana bagli olarak
bulunmakta iken bir kismi da sitoplazmada serbest haldedir. Meyve ve sebzelede
mekanik hasarin meydana gelmesiyle PFO hiicre vakuollerinde bulunan fenolik
bilesiklerle ve oksijenle tepkimeye girerek dokularin esmerlesmesine neden olmaktadir
(Muchuweti ve ark., 2006). PFO aktivitesini azaltmak i¢in yapilan uygulamalar: 151l
islem ve askorbik asit, tiyol ve siilfit uygulamasidir (Yemenicioglu ve ark., 1997).
Meyve ve sebzelerin kabuklari oksijen gecisine izin vermeyecek sekilde saglam oldugu
slirece esmerlesme goriilmemektedir. Meyve ve sebzelerin muhafazasinda; oksijenin
gecmesine engel olan kaplama ve filmler, azot gazi ve kontrollii atmosfer uygulamalari
yapilmaktadir (Aehle, 2004). PFO aktivitesi sonucu gorsel kararmanin yani sira diger
organoleptik 6zelliklerde de bozulmalar olmaktadir (Godfrey ve West, 1996).

Calismamizin yapildigr Igdir ilinde genis alanlarda dogal olarak yetisen karadut,
beyaz dut ve kirmizi dut popiilasyonlar1 mevcuttur. Iliman iklim meyve tiirlerinin
hemen tamaminin yetistirildigi Igdir ekolojisinde karadut yetistiriciligi kiiltiiriin bir
parcasi olarak onemlidir. Foksiyonel gida olarak onemi giin gectik¢e artan ve tercih
edilen karadutun insan saglig1 acisindan tiiketimi 6nemlidir. Kiiresellesen diinyada lokal
degerlerin Oneminin arttigi bir donemde, ekolojik faktorlerin kiimiilatif etkisi ile
meyvelerin makro ve mikro 6lgekli fitokimyasal igerikleri farklilik arz ettigi i¢in lokal
calismalarin gerekliligi ortaya c¢ikmistir. Bu kapsamda Igdir ekolojisinde yetistirilen
karadutlarin fitokimyasal igeriklerinin tespitine yonelik olarak referans caligmalarinin
yetersizligi s6z konusudur. Bilimsel bilgi birikimine katki sunmak ve ydre insanlart i¢in

farkindalik olusturabilmek amaciyla bu arastirma planlanmis ve yiiriitilmiistir.



2. KAYNAK OZETLERI

PFO’nun hiz, genellikle enzim konsantrasyonu ile dogrusal iligki
gostermektedir. Substrat konsantrasyonu sabit tutulup enzim konsantrasyonu
yiikseltildiginde substratin tamami enzim-substrat bilesimi olusturana kadar reaksiyon
hizi artmaktadir. Substrat tiikkendiginde PFO reaksiyonu sabitlenir ve sabit PFO
konsantrasyonunda, reaksiyonunun hizi belirli bir noktaya kadar substrat
konsantrasyonu ile artmaktadir. Substrat konsantrasyonunun artmasi ile reaksiyon hizi
degismemekte, PFO reaksiyonlarmin hizi sicaklik ile arttigi ve sicakligin her 10°C
artmasi ile reaksiyon hizinin ortalama iki kat arttig1 bildirilmistir. Enzimatik aktivitenin
37 — 40°C’de en yiiksek oldugu saptanmis, ancak bu sicaklik aralifinin {izerinde
enzimlerin bozuldugu saptanmistir. Optimum enzim sicaklig1 birim zamanda substratin
en fazla degisime ugradigi araliktir. Enzim reaksiyon hizi1 pH’ya gore degismektedir.
Enzim aktivitesini azaltan inhibitorler bulunmaktadir. Bu bilesikler substrata
benzediklerinden, enzime substrattan daha fazla baglanarak enzim aktivitesini inhibe

etmektedir (Seriner, 2010).

Anamur muzunda PFO saflastirilarak  karakteristik 6zellikleri saptanmustir.
Buna gore PFO ig¢in en iyi1 sicaklik ve pH sirasiyla 30°C ve 7.0 olarak tanimlanmuistir.
60-75°C arasindaki termal inaktivasyon esnasinda PFO’nun yari1 6miir degerleri 7.3-
85.6 dakika olarak saptanmistir. Ea ve Z degerleri sirasiyla, 155 kj.mol™ ve 14.2°C
olarak bulunurken, Km ve V max degerleri sirasiyla 8.5 mM ve 0.754 OD410 dk.™
olmustur. Askorbik asit ve sodyum metasiilfat en etkili inhibitorler olarak bildirilmistir
(Unal, 2007).

Emir iizim ¢esidinde PFO aktivitsi incelendiginde optimum sicaklik ve pH
sirastyla 25°C ve 4.2 ve olarak bulunmustur. Km ve V max degerleri sirasiyla
25.1+£2.72mmol L7 ve 0.925+0.04 OD410 dk™ olmustur. Sodyum metabisiilfit ve
askorbik asit en etkin inhibitorler olup, Ea ve Z degeri sirasiyla 251.4 kjmol™ ( r’=
0.996) ve 8.92°C ( r’= 0.993) olarak saptanmustir (Unal ve Sener, 2006).

Mantarda PFO, % 8’lik TX-114 kullanildiginda yaklasik 5 kat saflastirma elde
edilirken, pH 7.0’de polivinilpolipirolidon (PVPP) kullanildiginda saflagtirma 10 kat

artmis ve %72 enzim geri kazamimi saglanmistir. Bununla beraber, pH 6.0’ya



diisiiriildiiglinde saflagtirma 15.5 kata ve geri kazanim %100’e ¢ikmistir (Besel, 2003).

Patlicanda kurutma islemlari icin en iyi c¢esit seg¢ilmis, birgok patlican
cesitlerinde bulunan PFO enziminin biyokimyasal 6zelliklerine bakmislardir. PFO 1si1l
ietkisizlestirme calismalarina gore 40°C‘nin iizerindeki sicakliklarda enzim
aktivitesinde diisiisler meydana gelmistir. Katesol ve 4-metil katesol substratlari i¢in en
Iyi aktivite elde etmek i¢in katesol kullanilan ve en uygun sicaklik 20°C bulunan gesit 1

disinda, diger patlicanlarda 30°C olarak bulunmustur (Dogan ve ark., 2002).

Yemencioglu ve ark. (1997) alt1 elma ¢esidinin PFO’larinin 1s1l inaktivasyon
kinetiklerini ti¢ farkli sicakliklarda ¢alismislardir ( 73° C, 78°C,68 °C). PFO aktivitesi
ilk bagta artmis ve daha sonra sicaklikla birlikte yavas yavas azalmaya baglamistir.
Aktivitedeki artis PFO’nun oldugunu gostermektedir. 78°C’de Amasya cinsindeki
PFO’nun en az Starking Delicious’ takinin ise en yiliksek dayanikliga sahip oldugu

bulunmaktadir.

Bir bagka calismada, Giiney Afrika’da yetisen Viktorya liziimlerinden ekstrakte
edilen PFO enziminin biyokimyasal Ozellikleri arastirilmistir. Mcllvaine tamponu
icindeki 10 mM katesol substrati ile enzim aktivitesi i¢in en iyi pH 5 ve sicaklik 25°C
olarak bulunmustur. Kp ve Vmas degerleri sirasiyla 52.6+0.00436 mM ve 653+24.0
OD*® nm.dak. ™V dur. Calismada sekiz inhibitor arastirilmis ve en iyi inhibitdrle olarak
askorbik asit, L-sistein ve sodyum metabisiilfit bulunmustur.Viktorya iiziimiiniin

PFO’sunun iyi bir dereceden kinetige etki ettigi gézlenmistir (Repeanu ve ark., 2006).

Espin ve ark. (1997) enginarda bulunan PFO enziminin monofenolaz aktivitesini
aragtirmiglardir. Enginar PFO’su aseton tozu yoOntemini kullanarak gecirgenligi
engellenmistir. Enzim ekstraktti hem monofenolaz hem de difenolaz aktivite
gosterimistir. Enzim monofenolaz aktivitesi, substrat olarak ¢iftli bir niikleofil olarak 3-
metil-2-benzothiazolinon ile birlikte 4-hidroksianisol, kullanilarak yapilmistir. Bu

metotla tekrarlanabilirlik ve yiiksek hassasiyet gostermistir.

Cay yapraklarindan (Camellia sinensis) aseton tozu yontemiyle PFO’yu
ekstrakte sonra saflagtirip birkag¢ O6zelliklerini arastirmiglardir. PFO’nun izozimlerini
DEAE seliiloz kolonunda ayirmislardir. Iki kisim absorbe edilirken digeri edilmemistir.

Edilmeyen kisim farkli kromatografik yontemlerle saflastirilmistir. Yiiksek miktarda



saflagtirllmis enzim, monofenolleri, p-kinolleleri okside edemezken katesolii okside
etmis ve bunun i¢in katesoliin oksidaz olabilecegi tahmin edilmistir. Katesin 0.49
mM’lik bir Ky, ile en iyi substrat olarak bulunmustur. Enzim 2 mM’lik tropolone ile

komple inaktive olmustur (Halder ve ark., 1998).

Fermente (siyah) cayda, iki temel enzimin PFO ve peroksidaz (POD) bu tiire
Ozgl aktivitelerinde kahverengi bilesiklerin olusumu arastirilmistir. PFO ve POD
aktiviteleri spektrofotometrik yontemle yapilmistir. PFO ve POD’un maksimum
aktiviteleri ¢ay islenmesi sirasindaki kivirma islemi sirasinda oldugu goriilmiistiir.
Enzim aktivitesinde goriilen diislis ve sonraki artisin nedeni fermente siyah cayda
oksidatif fermantasyona (enzimatik esmerlesme) etki eden mekanik zararlanmalardan

kaynaklandigi arastirilmistir (Mahanta ve ark., 1993).

Bir baska c¢alismada ise, ¢ay bitkisi PFO’su siirgiinlerden 5000 Kkat
saflastirilmistir. Saflastirmanin ara asamalarinda dort tane ¢oziiniir 6zellikte sar1 kismi
elde edilmistir. Bunlarin asidik fenolik oksidasyon {irlinleri ile birlikte temel niikleik
asitler ve enzim proteinleri olduklari tahmin etmisledir. Kompleks olusturucu
materyallerin birbirinden ayrilmasindan sonra bazi kisimlari mavi renkli ve birbirlerine
benzer hale geldigi gézlenmistir. Bakir icerigi % 0.32 olarak bulunmustur. Pirogallol’e
kars1 bu tiire 6zgii aktivite, 30° C’de, 373 iinite/mg olarak bulunmustur. En ideal
substrat o-dihidrik fenollerdir. Kuinol ve p-fenilenediamin yavag yavas okside

olmuslardir (Gregory ve ark., 1966).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda dutlarda polifenol oksidaz enzim aktivitesine bakildig1 i¢in tez
icinde enzim denildiginde polifenol oksidaza atif yapilmistir. Dut gesitlerinin enzim
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in daha once tespit edilen Igdir Merkez (M1, M2, M3) ve
merkeze bagh Melekli (ME1, ME2, ME3) ve Karakoyunlu (K1, K2, K3) koylerinden
bulunan karadut genotiplerinde 2015-2016 yillarinin Haziran ve Temmuz aylar1 olmak
tizere ikiser donemde dutlardan 6rnekler yapilmistir. Karadutlarin enzim aktivitelerinin
incelenmesi i¢in dutlar Igdir Universitesinin Ziraat Fakiiltesi laboratuvarina getirilerek
buzdolabina birakilmistir. Orneklenen ve muhafaza edilen dutlar ¢alismanmn ana
materyalini olusturmaktadir. Dondurulmus dutlar buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra
hepsi hassas terazi yardimiyla 20 gr olacak sekilde tartildiktan sonra iistii acik bir tabaga
hepsinin cinsini teker teker yazarak tekrar buzdolabina birakilmistir. (Sekil 3.1)’de

calismaya ait bir goriinlim sunulmustur.

Sekil 3.1. Taa birakilan karadutlar
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Igdir ilinin 2015-2016 yillar1 arasi iklim verileri Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. 1gdir ilinin 2015 y1il1 iklim verileri (MGM, 2018)

Ortalama Ortalam
Maksimum  Minimum maksimum Ortalama a
sicaklik  sicaklik(°C  sicakhik(°C minimum  sicaklik(
Aylar (°C) ) ) sicakhik(°C) °Q)
Ocak 15.6 -9.8 6.8 -3.7 1.0
Subat 15.6 -4.1 10.6 -1.1 4.2
Mart 20.4 -4.7 14.8 2.8 8.4
Nisan 29.9 3.5 20.3 7.6 13.8
Mayis 32.2 7.0 25.0 12.8 18.7
Haziran 37.8 12.5 32.3 17.5 24.9
Temmuz 38.8 16.2 35.9 21.7 28.4
Agustos 41.4 13.6 34.5 19.7 26.9
Eyliil 35.6 10.7 315 15.9 23.4
Eki 27.3 4.8 20.0 10.4 14.6
Kasim 18.3 -3.6 13.5 1.1 6.5
Arahk 11.3 -7.8 4.7 -4.2 -0.3
Cizelge 3.2. Igdir ilinin 2016 yil1 iklim verileri (MGM, 2018)
Aylar Maksimum  Minimum Ortalama  Ortalama  Ortalama

sicakhik(°C) sicakhik(°C) maksimum minimum  sicakhik(°C)
sicaklik(°C) sicakhik(°C)

Ocak 10.4 -19.2 2.9 -4.8 -1.3
Subat 18.9 -7.0 10.3 0.0 4.6
Mart 21.3 -3.1 15.8 3.0 9.2
Nisan 30.3 -0.3 21.9 7.7 145
Mayis 30.6 8.7 25.6 12.3 18.5
Haziran 36.6 111 30.0 16.0 22.6
Temmuz 38.2 13.6 33.0 19.7 26.0
Agustos 36.9 16.3 35.0 19.7 27.2
Eyliil 33.3 6.1 27.5 13.8 20.4
Ekim 28.9 3.2 19.2 7.1 125
Kasim 19.0 -8.0 11.2 -1.6 3.7
Aralik 12.3 -19.3 0.8 -7.8 -3.8
3.2. Metot

Laboratuvara getirilen ve orneklenen karadut meyvelerinin dondurulma iglemi
yapildiktan sonra dondurup ¢dzme yontemi uygulanarak iyice 6giitiildii. lyice ogiitiilen
dutlara % 1 polietilen glikol (PEG) igeren 50 mM asetat (pH 5,0) tamponundan, 40 mL
ilave edildi (Aydemir, 2004) ve iyice karistirildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Ogiitiilmiis karadutlar

Hazirlanmis olan karigimi ogiitiilmiis olan dutlarin igerisine dokerek tekrar
dutlar iyice ogiitlip karisimi saglandi. Bu asamalardan sonra elimizde bulunan karisimi
bir tiilbent yardimiyla agz1 kapali plastik siseye siiziildii. Siiziilmis olan karisim1 hassas
terazide tartarak ayni agirlikta olmasi saglandi, santrifiij igerisine agirliklart ayni olacak
sekilde karsi karsiya birakildi. 30 dakika +4°C 10000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiijden ¢ikarilan karigim tiilbent yardimiyla siizdiikten sonra saf sudan gegirilmis
bir diger agz1 kapali plastik siselerin iistiine dutlarin etiketi yazilarak teker teker alindi.
Elde edilen siipernatan enzim ¢ozeltisi olarak kullanildi. Kullanilan santrifiij ve
Spektrofotometre Sekil 3.3’de goriilmektedir. Sekil 3.4’de Enzim aktivitesi

bakilmasinda kullanilan kimyasal maddeler goriilmektedir.

.

Sekil 3.3. Arastirmada kullanilan santrifiij ve spektrofotometre
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PFO aktivitesi, spektrofotometrik olarak 4-metil katekol i¢in 496 nm’de ve diger
tiim substratlar icin 500 nm’de, absorbanstaki artigin dlciilmesiyle belirlendi (Espin ve
ark., 1995). Reaksiyon karisimi, substratla esit hacimde 3-metil-2-benzotiyoazolinon
(MBTH, stokl0 mM) ve 20 uL Dimetilformamid (DMF) igeren karisima, enzim
cozeltisi ile birlikte son hacmi 1000 pL olacak sekilde tampon ¢ozelti ilave edilerek
hazirlandi. Enzim ¢ozeltisinin konulmadig: reaksiyon karigimida kor olarak kullanildi.
Bir {inite PFO aktivitesi; 1 mL reaksiyon karistminda bir dakikadaki 0,001 absorbans

artisina neden olan enzim miktar: olarak belirlendi (Kolcuoglu, 2012).

KOR NUMUNE ASIL NUMUNE

100ul substrat 100pl substrat

100ul MBTH 100ul MTBH

20ul DMF 20ul DMF

730ul tampon ph=5 730ul tampon ph=5
50ul enzim

Sekil 3.4. Numunelerde kullanilan maddeler

3.2.1. Sodyum-asetat tamponu hazirlama pH=5,0
Sodyum-Asetat Tamponu (Na-Ac) (50 mM, pH 5,0): 3.402 g sodyum asetat 450
mL saf suda ¢oziiliip 1 M asetik asit ile pH’s1 5,0’a ayarlanip hacmi saf su ile 500

mL’ye tamamland (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. pH metre

3.2.2. Ham enzim oziitii hazirlama

Ham enzim o6ziitii hazirlama ¢ozeltisi, 3.402 g sodyum asetat (50 mM), 5 g
Polietilen glikol (PEG) saf suda ¢6ziiliip 1 M asetik asitle pH’s1 5,0’a ayarlanip hacmi
saf su ile 500 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Dutlar1 hassas terazide 20 gr tartiktan
sonra 1-2 oraninda olacak sekilde dutlarin agirlhi@inin iki kati olan (40 mL) ham enzim
oziti hazirlama ¢ozeltisi eklendi. Calismada kullanilan PEG, karigtirict ve ham enzim

Oziitli hazirlama ¢ozeltisi son hali Sekil 3.6.’da goriilmektedir.

R .
Sekil 3.6. PEG, karistirici, ham 6ziit
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3.2.3. Substrat ve diger ¢ozeltilerin hazirlanmasi

100 mM Katekol: 0,11 g katekol az saf suda c¢oziiliip hacmi 10 mL’ye
tamamlandi.

10 mM MBTH (3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon): 0,022 g MBTH az saf
suda ¢6ziillip hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

Dimetilformamid (DMF): Orijinal siseden kullanildi

3.2.4. istatistiksel analizler

Deneysel olarak yiiriitiilen ¢alismada her 6rnekten alinan numunelerin analizi 3
tekerrlirlii olarak yapilmigtir. Polifenol oksidaz enzim aktivitesi bakimindan elde edilen
verilerin tanitici istatistikleri ortalama ve standart hata seklinde ifade edilmistir. S6z
konusu enzim aktivitesi bakimindan genotip (K1, K2, K3, M1, M2, M3, ME1, MEZ2,
ME3), yil (2015 ve 2016), mevsim (Haziran ve Temmuz) ana etkileri ile genotip x yil,
¢genotip X mevsim, yil X mevsim ve genotip x yil X mevsim interaksiyon etkilerine ait
hipotezlerin test edilmesi icin tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme deseninde
varyans analizi tekniginden yararlamlmistir. Onemli farklhiliklarin belirlenmesinde

genotip i¢in Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir.

Polifenol oksidaz enzim aktivitesi bakimindan tahmin denklemi gelistirmek
amactyla genotip, yil ve mevsim degiskenlerini kullanarak MARS veri madenciligi
algoritmasi ile tahmin modeli gelistirilmistir. Ayrica, mevcut veri setinden yola ¢ikarak
regresyon agaci elde etmek i¢in CART veri madenciligi algoritmasi kullanilmistir

(Kovalchuk ve ark., 2017). Verilerin istatistiksel analizi R yazilim ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

Enzim aktivitesi bakimmdan 9 adet karadut genotipi (K1, K2, K3, M1, M2, M3,
MEI1, ME2, ME3), yil (2015 ve 2016), mevsim (Haziran ve Temmuz) ana etkileri ile
genotip x yil, genotip x mevsim, yil X mevsim ve genotip x yil x mevsim interaksiyon
etkiler istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Enzim aktivitesine iligkin toplam
varyasyonun yaklasik %100t model dahil edilen bu etkiler tarafindan agiklanmistir.
Ana etkilere iligskin tanitici istatistiklere bakildiginda Melekli dutlarinin (ME1>ME2>
ME3) daha fazla enzim aktivitesine sahip oldugu goézlenmistir. Buna karsin, en diigiik
enzim aktivitesi K1 genotipinde elde edilmistir. 2016 yilina ve Temmuz ayina nazaran

2015 yilinda ve Haziran ayinda enzim aktivitesinin fazla oldugu saptanmistir (Cizelge

4.1).

Cizelge 4.1. Igdir yoresi karadutarina ait ana etkilere iliskin tanitici istatistikler

Genotip Ortalama enzim aktiviteleri (Unite)
K1 293.3+61.3h
K2 314.1+60.1g
K3 338.9 £ 65.4d
M1 283.3 £56.01
M2 323.8 £ 64.7f
M3 337.9+60.1¢
ME1 554.9 +19.7a
ME2 551.8+£35.1b
ME3 465.8 £ 16.4c
YIL

2015 475.8 £ 18.5a
2016 2939 +£29.6b
AY

Haziran 4774 £24.1a
Temmuz 292.2 +£24.9b
Genel 384.8+19.4

Dipnot: Siitunda farkli harflerle gésterilen ortalamalar %5 seviyesinde onemli farklihigi géstermektedir.
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Yillara gore gesitlere ait enzim aktivite ortalamalarina bakildiginda; 2015 yilinda

enzim aktivitesinin 2016 yilindan daha fazla oldugu, Karakoyunlu 3 ve Melekli 3

genotipinin 2015 yili i¢in digerlerinden daha fazla oldugu, Melekli 2’nin ise 2016

yilinda daha fazla enzim aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Yillara gore karadut genotiplerine ait enzim aktivite ortalamalari (Unite)

Genotip 2015 2016

K1l 438.4 £ 88.0h 148.3 £19.7h
K2 4709 £ 75.9f 157.2 £ 16.5f
K3 536.6 = 55.6a 141.1 £ 9.641
M1 390.0 £ 69.31 176.4 + 66.5¢
M2 499.0 + 55.8¢c 148.4 + 54 .9¢
M3 481.5 £51.7¢ 194.3 +£70.5d
ME1 497.1 £19.4d 612.4+2.10b
ME?2 462.9 + 38.8¢ 640.6 +27.2a
ME3 505.7 £ 23.5b 426.2 + 0.64c

Dipnot: Siitunlarda farkli harflerle gosterilen ortalamalar %5 seviyesinde 6nemli farklilig

gostermektedir.

Birden fazla hasat edilen karadut meyvelerinin genotip bazinda aylara gore

enzim aktivitesi ortalamalarina bakildiginda; Haziran aymnda Melekli 2°de en fazla

bulunurken, Karakoyunlu 3’te en az bulunmustur. Temmuz ayinda ise Melekli 1

genotipinde en fazla enzim aktivitesi saptanirken, Merkez 1’de en diisiik oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Aylara gore karadut genotiplerine ait enzim aktivite ortalamalari (Unite)

Genotip Haziran Temmuz

K1 413.8 +£99.0h 172.9 £ 30.7h
K2 417.4 £ 99.0g 210.8 +40.4¢
K3 412.0£111.01 265.9 £ 65.5d
M1 435.1 +£49.2f 131.4 +46.41
M2 447.5 +£78.9¢ 200.0 = 77.9¢g
M3 474.6 + 54.8d 201.2 £ 73.6f
ME1 578.8+17.1b 530.7+34.4a
ME?2 625.6 £ 34.0a 478.0 +45.5b
ME3 492.7+29.4c 439.2 +£6.22¢

Dipnot: Siitunlarda farkli harflerle gosterilen ortalamalar %35 seviyesinde oOnemli farklilig:

gostermektedir.
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Yillara gore karadut genotiplerine ait enzim aktivite ortalamalarina bakildiginda;
2015 yilinin Haziran aymin en fazla oldugu, 2016 yilinin Temmuz aymin ise en az

oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Yillara gore aylara ait enzim aktivite ortalamalar1 (Unite)

Yil Haziran Temmuz
2015 594.6+8.71a 357.0+15.2a
2016 360.3 +35.3b 227.4 +£44.5b
Dipnot: Siitunlarda farkli harflerle gosterilen ortalamalar %35 seviyesinde Onemli farklilig:
gostermektedir.

Y1l ve aylara gore karadut genotipi enzim ortalamalar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.
Sonuglara gore; 2015 yilinda Haziran ay1 ortalamalar i¢inde en fazla enzim aktivitesi
Karakoyunlu 3, Temmuz ay1 ortalamalari i¢inde ise en fazla enzim aktivite degeri
Melekli 1’de gozlenmistir. 2016 yilinda Haziran ayinda en fazla enzim aktivitesi

Melekli 2°de gozlenirken Temmuz ayinda Melekli 1°de saptanmustir.

Cizelge 4.5. Y1l ve aylara gore karadut genotiplerine ait enzim aktivite ortalamalar
(Unite)

Genotip 2015 2016
Haziran Temmuz Haziran Temmuz
K1l 635.2+0.115¢ 241.5+0.115h 1923 +0.115h 1042+ 0.115¢
K2 640.7 + 0.058b 301.1 +£0.058¢g 194.0+ 1.150g  120.4 £0.058e¢
K3 660.9 + 0.058a 412.3 +£0.058¢c 162.6 + 0.0581 119.5£0.115f
M1 545.2+0.115h 235.1+£0.1151 325.0+0.580e  27.70+0.115h
M2 623.8 = 0.058d 3742 £0.115¢ 271.0£0.580f  25.70 +£0.0581
M3 597.2 £0.115¢e 365.8+0.0058f  352.0+0.580d 365.0+0.115d
ME1 540.5 £ 0.0581 453.7+0.115a 617.1+0.058b  607.7 £0.058a
ME?2 549.6 £ 0.115¢g 376.2 + 0.058d 701.5+0.115a  579.7+0.115b
ME3 558.3 £ 0.058f 453.1 £0.058b 427.0+1.150c  425.3 £ 0.058¢c
Dipnot: Siitunlarda farkli harflerle gosterilen ortalamalar %35 seviyesinde onemli farklilig

gostermektedir.

Enzim aktivitesini etkileyen faktorleri belirlemek amaciyla MARS veri
madenciligi algoritmasi kullanilmis, elde edilen sonuglar Cizelge 4.6. da 6zetlenmistir.

S6z konusu algoritma ile elde edilen tahmin denklemine ait katsayilar asagida
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verilmistir. Enzim aktivitesi i¢in tahmin denklemi ile hesaplanan tahmin degerleri ile
gercek deger arasinda korelasyon katsayisi (r=0.99) istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (t=126, sd= 106, P<2.2e-16, %95 giiven araligi; 0.9951523-0.9977415).
Enzim aktivitesinde meydana gelen toplam varyasyonun hemen hemen tamami modele

dahil edilen unsurlar tarafindan agiklanmstir.

K1 genotipi icin enzim aktivitesi ortalamasi 2015 yili Temmuz aymda 241.5
tinite olarak tahmin edilmistir. K1 genotipi i¢in 2016 yili Temmuz ayinda enzim
aktivitesi ortalamasi 104.2 {inite olarak tahmin edilmistir. K1 genotipi i¢in 2015 yili
Haziran 635.2 tinite olarak tahmin edilirken, 2016 Haziran enzim aktivitesi 192.3 {inite

olarak tahmin edilmistir.

K3 genotipi i¢in enzim aktivitesi ortalamast 2015 yili temmuz ayinda 412.3
tinite olarak tahmin edilmistir. K3 genotipi icin 2016 yili temmuz ayinda enzim
aktivitesi 119.5 iinite olarak tahmin edilmistir. K3 genotipi i¢in 2015 yili haziran
aymdaki enzim aktivitesi ortalamasi1 660.9 tinite, 2016 haziran ayinda 162.6 {inite olarak

tahmin edilmistir.

M2 genotipi i¢in enzim aktivitesi ortalamas1 2015 yili Temmuz ayinda 374.2
tinite olarak tahmin edilmistir. M2 genotipi i¢in 2016 yili Temmuz ayinda enzim
aktivitesi ortalamasi 25.70 inite olarak tahmin edilmistir. M2 genotipi i¢in 2015 yili
Haziran ayindaki enzim aktivitesi ortalamasi 623.8 inite, 2016 Haziran ayinda 271.0

tinite bulunmustur.

M3 genotipi i¢in enzim aktivitesi ortalamast 2015 yili Temmuz aymda 365.8
tinite olarak tahmin edilmistir. M3 genotipi i¢in 2016 yili Temmuz ayinda enzim
aktivitesi ortalamasi 365.0 {inite olarak tahmin edilmistir. M3 genotipi igin 2015 yili
Haziran aymdaki enzim aktivitesi ortalamasi 597.2 {inite, 2016 Haziran aymda 352.0

tinite tahmin edilmistir.

ME1 genotipi i¢in enzim aktivitesi ortalamasi 2015 yili Temmuz ayinda 453.7
tinite olarak tahmin edilmistir. ME1 genotipi i¢in 2016 yili Temmuz ayinda enzim
aktivitesi 607.7 {nite olarak tahmin edilmistir. ME1 genotipi i¢in 2015 yili Haziran
aymdaki enzim aktivitesi ortalamasi 540.5 iinite, 2016 Haziran ayinda 617.1 {inite

tahmin edilmistir.
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ME?2 genotipi i¢in enzim aktivitesi ortalamasi 2015 yili Temmuz ayinda 376.2

tinite olarak tahmin edilmigtir. ME2 genotipi i¢in 2016 yili Temmuz ayinda enzim

aktivitesi ortalamasi 579.7 iinite olarak tahmin edilmistir. ME2 genotipi i¢in 2015 yili

Haziran ayindaki enzim aktivitesi ortalamasi 549.6 iinite, 2016 Haziran ayinda 701.5

tinite tahmin edilmistir.

MES3 genotipi i¢in enzim aktivitesi ortalamasi 2015 yili Temmuz ayinda 453.1

tinite olarak tahmin edilmistir. ME3 genotipi i¢in 2016 yili Temmuz ayinda enzim

aktivitesi 425.3 iinite olarak tahmin edilmistir. ME3 genotipi icin 2015 yili Haziran

aymdaki enzim aktivitesi ortalamasi 558.3 {inite, 2016 Haziran aymda 427.0 inite

olarak tahmin edilmistir.

Cizelge 4.6. MARS modeline ait temel fonksiyonlar ve katsayilar

Temel fonksiyon Katsayilar
(Sabit) 572
Genotip K2 36
Genotip K3 92
Genotip M2 83
Genotip M3 26
Genotip ME1 -31
Yil 2016 -391
Ay Temmuz -305
Genotip K3 * Y11 2016 -113
Genotip K3 * Ay Temmuz 50
Genotip M1 * Y11 2016 145
Genotip M1 * Ay Temmuz -32
Genotip M3 * Y11 2016 146
Genotip M3 * Ay Temmuz 74
Genotip ME1 * Y11 2016 468
Genotip ME1 * Ay Temmuz 218
Genotip ME2 * Y11 2016 521
Genotip ME2 * Ay Temmuz 110
Genotip ME3 * Y11 2016 247
Genotip ME3 * Ay Temmuz 186
Y1l 2016 * Ay Temmuz 217
Genotip M1 * Y11 2016 * Ay Temmuz -178
Genotip M2 * Y11 2016 * Ay Temmuz -150
Genotip M3 * Y11 2016 *Ay Temmuz -302
Genotip MET* Y11 2016 * Ay Temmuz -140
Genotip ME2 * Y11 2016 * Ay Temmuz -144
Genotip ME3 * Y11 2016 * Ay Temmuz -101

GCV 267 GR2 0.99 R*0.99 CVR® 0.98
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K2 genotipi icin enzim aktivitesi ortalamasi 2015 yili Temmuz aymda 301.1
tinite olarak tahmin edilmistir. K2 genotipi i¢in 2016 yili Temmuz ayinda enzim
aktivitesi ortalamasi 120.4 {inite olarak tahmin edilmistir. K2 genotipi i¢in 2015 yili
Haziran ayindaki enzim aktivitesi ortalamasi 640.7 iinite, 2016 Haziran ayinda 194.0

tinite olarak tahmin edilmistir.

M1 genotipi i¢in enzim aktivitesi ortalamasi 2015 yili Temmuz ayinda 235.1
tinite olarak tahmin edilmistir. M1 genotipi i¢in 2016 yili Temmuz ayinda enzim
aktivitesi 27.70 finite olarak tahmin edilmistir. M1 genotipi i¢in 2015 yili Haziran
aymdaki enzim aktivitesi 545.2 iinite, 2016 Haziran ayinda 325.0 {inite olarak tahmin
edilmistir. MARS very madenciligi ile olusturulan tahmin denklemi incelendiginde,
cesit faktoriiniin enzim aktivitesi iizerindeki etkisinin yil ve ay faktorlerine bagli oldugu

dikkat ¢cekmektedir.

Enzim aktivitesini etkileyen bagimsiz degiskenleri belirlemek amaciyla CART
algoritmasi1 kullanilmistir. S6z konusu bu algoritma ile olusturulan regresyon agaci
diyagrami Sekil 4.1'de verilmistir. CART algoritmasi ile tahmin edilen enzim degerleri
ile Ol¢iilen enzim degerleri arasindaki korelasyon katsayist (0.944) énemli bulunmustur
(t=29.323, sd= 106, P<2.2e-16, %95 giiven araligi; 0.9182926-0.9611332). Bununla
birlikte CART algoritmasindan elde edilen regresyon analizi sonuglarina gore soz
konusu enzimde olusan toplam varyasyonun %g89'u modele dahil edilen bagimsiz

degiskenler (genotip, yil ve ay) tarafindan agiklanmustir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda 2015 yili Haziran ay1 i¢in enzim aktivitesi en fazladan en aza
dogru siralanirsa K3 genotipi 660.9 iinite, K2 genotipi 640.7 tinite, K1 genotipi 635.2
tinite, M2 genotipi 623.8 tinite, M3 genotipi 597.2 iinite, ME3 genotipi 558.3 iinite,
ME2 genotipi 549.6 iinite, M1 genotipi 545.2 inite, ME1 540.5 finite olarak
belirlenmistir. 2015 yili Temmuz ay1 i¢in ise enzim aktivitesi en fazladan en aza dogru
MEL genotipi 453.7 {inite, ME3 genotipi 453.1 iinite, K3 genotipi 412.3 iinite, ME2
genotipi 376.2 iinite, M2 genotipi 37.2 iinite, M3 genotipi 365.8 iinite, K2 genotipi
301.1 iinite, K1 genotipi 241.5 tinite, M1 genotipi 235.1 iinite olarak belirlenmistir.

Calismamizda 2016 yili Haziran ay1 i¢in enzim aktivitesi en fazladan en aza
dogru siralanirsa ME2 genotipi 701.5 {inite, ME1 genotipi 617.1 tinite, ME3 genotipi
427.0 iinite, M3 genotipi 352.0 {inite, M1 genotipi 325.0 tinite, M2 genotipi 271.0 {inite,
K2 genotipi 194.0 iinite, K1 genotipi 192.3 inite, K3 genotipi 162.6 iinite olarak
saptanmistir. 2016 yili Temmuz ay1 i¢in enzim aktivitesi en fazladan en aza dogru
siralanirsa ME1 genotipi 607.7 tinite, ME2 genotipi 579.7 tinite, ME3 genotipi 425.3
tinite, M3 genotipi 365.0 tinite, K2 genotipi 120.4 iinite, K3 genotipi 119.5 tinite, K1
genotipi 104.2 inite, M1 genotipi 27.70 iinite, M2 genotipi 25.70 iinite olarak

bulunmustur.

Bu calisgmada Igdir ekolojik kosullarinda yetisen dutlarin enzim aktivitesi
belirlenmistir. K1, K2, K3, M1, M2, M3, ME1, ME2, ME3 karadut genotiplerinde 2015
ve 2016 yillarimin Haziran ve Temmuz aylarinda polifenol oksidaz enzim aktivitesi

tespit edilmistir.

Tiirkiye’de ve diinyada dut enzim aktivitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalar az
olmakla beraber Unal 2007 yilinda, Tiirkiye’de yetisen Anamur muzundan polifenol
oksidaz enzimini saflastirip, enzimin karakteristik oOzelliklerini ¢alismis, Muz
PFO’sunun optimum sicakligi 30°C ve optimum pH’s1 7.0 olarak bulmustur. Besel 2003
yilinda, Mantardan (Agaricus bisporus) elde edilen polifenoloksidaz (PFO) enzimini
aragtirmis. %8’lik TX-114 kullanildigi zaman hemen hemen 5 kat saflastirma elde
edildigini gormiis, pH 7.0’de polivinilpolipirolidon (PVPP) kullanilarak saflastirmanin

10 kat arttigi gozlemlemis ve %72 enzimin geri kazanildigi gozlenmistir. Bununla
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birlikte , pH 6.0’da calisildiginda saflagtirmanin 15.5 kata ¢iktigi ve elde ettigi geri
kazanim %100’e yaklastigt gOriinmiistiir. Bizim arastirmamizda saflastirilma
yapilmamistir bu agidan bir benzerlik goriilmemektedir. Bir bagka ¢alismada, Repeanu
ve arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda, Giiney Afrika’da yetisen Viktorya liztimlerinden
ekstrakte edilen PFO enziminin biyokimyasal oOzellikleri arastirilmistir. Mcllvaine
tamponu i¢indeki 10 mM katesol substrati ile enzim aktivitesi i¢in optimum pH 5 ve
optimum sicaklik 25°C olarak bulmuslardir. Yapilan birgok arastirmada enzimin en iyi
aktivitesi i¢in sicaklik degeri 25°C-30°C araliginda oldugu tahmin edilmektedir.
Bizim ¢alismamizda ise 2015 ve 2016 yillari arasinda en iyi enzim aktivitesi haziran
aymda gozlemlenmis haziran ayinin ortalama sicakliklari ise sirasiyla 24,9°C ve 22,6
°C’de en iyi enzim aktivitesi oldugu gézlemlenmistir. Mahanta ve ark., 1993 yilindaki
fermente (siyah) cayda, iki temel enzimin PFO ve peroksidaz (POD) spesifik
aktivitelerinde kahverengi bilesiklerin olusumu arastirmislardir. PFO ve POD
aktiviteleri spektrofotometrik yontemle yapilmis, PFO ve POD’un maksimum
aktiviteleri ¢ay islenmesi sirasindaki kivirma iglemi sirasinda oldugu gériilmiis. Enzim
aktivitesinde goriilen diislis ve sonraki artisin nedeni fermente siyah cayda oksidatif
fermantasyona (enzimatik esmerlesme) etki eden mekanik zararlanmalardan dolay1
oldugu go6zlenilmistir. Bizim calismamizda ise karaduta ait PFO enzim aktivitesi
spektrofotometrik yontemle bakilmis. Yillar ve aylara gore enzim aktivitesindeki

yiikselis ve diisiis ekolojik kosullardan dolay1 oldugu tahmin edilmektedir.

Arastirmamizda ve yapilan calismalar analiz edildiginde polifenol oksidaz
enziminin minimum ve maksimum degerlerine sicaklifin ve meyvenin tirli etki
etmektedir. Koyu renkli meyvelerde polifenol oksidaz enzimi istenilen durumken rengi
actk meyvelerde istenilen bir durum olmadigr tahmin edilmistir. Calismamizda
karadutta polifenol oksidaz enzim aktivitesi yillar ve aylara gore degisiklik
gostermektedir. Ekolojik kosullarin belirlenmesi ve yillar icindeki enzim aktivitesi
degisiklerin saptanmasi, Igdir ilinde karadut yetistiriciligi yapanlar i¢in Onem
tagimaktadir. Calismamizin ileride yapilacak olan ¢alismalara karsilastirma ve karadutta

polifenol enzim aktivitesi belirlenmesi agisindan 151k tutacagina inanmaktayiz.
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