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OZET

Bu caligmada, karayemig (Prunus laurocerasus L.) meyvelerinde
gelisme ve olgunlagma siirecine bagli olarak polifenol oksidaz (PFO)
aktivitesindeki ve toplam karbohidrat, ¢oziinebilir protein, fenolik madde
ile askorbik asit miktarlarindaki degigimler aragtirsimugtir.

Bu amagla, iki karayemis kiiltivarina ait meyvelerde PFO aktivitesi
ve diger parametreler spektrofotometrik metodlarla analiz edilmig ve bu
analizlere ciceklenmeden iki ay sonra baslanarak, meyvelerin tamamen
olgunlagmasina kadar devam edilmigtir. Yapilan tayinlerde, PFO aktivites:
meyve bilyiimesi ve gelisimi boyunca gittik¢e artmig, olgunlagma
safhasinda ise aktivite degerinde azalma olmustur. Ayrica sdzkonusu
periyotta toplam karbohidrat ve ¢oziinebilir protein miktarlarmin Snemli
derecede arttifi, C vitamini (askorbik asit) miktarinin ise azaldigi
kaydedilmigtir. Fenolik madde miktarinda da PFO aktivitesine benzer
degisimler tespit edilmigtir. Meyvelerde poliakrilamid jel elektroforezi ile
1-2 PFO izoenzimi belirlenmistir.

Karayemis meyvelerinde geligme ve olgunlagma siirecine baglt olarak
PFO enziminin 6zelliklerinin ve meyvenin kimyasal i¢erifinin belirlenmesi
ile literatiire orjinal katkilar saglanmstir. Elde edilen bilgilerin, ileride bu
bitkinin kiiltiir formlarinin arttirilmasi ve degerlendirilmesi caligmalarina
151k tutacag: umulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Prunus laurocerasus, Polifenol Oksidaz,
Geligme ve Olgunlagma, Coziinebilir Protein, Fenolik Madde, C Vitamini,
Toplam Karbohidrat



SUMMARY

INVESTIGATION ON THE CHANGES IN THE AMOUNTS OF
SOME ORGANIC SUBSTANCES AND POLYPHENOL
OXIDASE ACTIVITY DURING DEVELOPMENT AND

RIPENING OF CHERRY LAUREL (Prunus laurocerasus L.)
FRUITS

In this study, the changes of activity in polyphenol oxidase (PPO)
during the development and ripening of cherry laurel fruits were
investigated. Also, the changes of amounts in total carbohydrate, soluble
protein, phenolic substances and ascorbic acid were determined.

For this purpose, PPO activity and the other parameters in fruits
which picked up every week from two cherry laurel cultivar were
spectrophotometrically measured and, these analyses were begun after two
months of pollination and continued until the fruits are mature. At the end
of analyses, PPO activity gradually increased during the development of
fruits, however,it decreased in the stage of ripening. Total carbohydrate and
soluble protein level significantly increased, on the contrary, the level of
vitamin C (ascorbic acid) decreased during the development and the
ripening of the fruits. The changes in the phenolic substance content of
fruits were determined as similar with changes in PPO activity. In addition,
one to two PPO isoenzymes in fruits were determined by polyacrylamide
gel electrophoresis.

The investigation of features of polyphenol oxidase and the
determination of the chemical content of cherry laurel fruits made
ortginally contribution to the literature. It is expected that obtained results
can be used for processing of the fruits and for increasing number of their
cultivar forms.

Key Words: Prunus laurocerasus, Polyphenol oxidase, Development
and Ripening, Soluble Protein, Phenolic Substance, Vitamin C, Total
Carbohydrate
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KISALTMALAR

PFO : Polifenol oksidaz enzimi
E.C. : Enzim kod numarasi

E.U. : Enzim tnitesi

PEG : Polietilen glikol

Dopa : Dihidroksifenilalanin

BSA : Bovin Serum Albumin

Tris : Trihidroksimetilaminometan

TEMED : N, N, N'N' tetrametil etilen diamin



1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Karayemis (Prunus laurocerasus L.) Tiirkiye'nin ¢esitli yerlerinde ve
ozellikle Karadeniz Bolgesi'nde yayilig gosteren bir bitkidir (1). Kiiltiire
alinan formlarinin meyveleri sevilerek tiiketilmekle birlikte, yabani
formlarinin meyveleri de yenmektedir. Karayemis meyvesinin kimyasal
igeri8i cok ayrintili olarak aragtinlmamigtir. Bu konuda sadece birkag
caligmaya rastlanilmugtir. Orn; Rusya'da yapilan bir ¢aligmada karayemis
meyvelerinde fruktoz, glukoz, bazi belirsiz fenolik bilesikler,
antosiyanidin tiirevleri, pheonidin,siyanidin ve leukoantosiyanidin icerikleri
belirlenmistir (2). Italya' da karayemis meyvesinin olgunlagmasim belirten
fiziksel 6zellik ve kimyasal kompozisyon analizleri yapilmustir (3). Burada
meyvenin ihtiva ettigi bazt mono ve disakkaritler ile yag, protein, bazi
element ve birka¢ organik asit seviyeleri belirlenmistir. Mikeladze ve
Kutateladze (4), ¢esitli muamelelerden ve fermentasyon iglemlerinden sonra
karayemis meyvesinin degisik icki iiretimlerinde kullanimi iizerinde
caligmalar yapmiglardir. Ancak yapilan literatiir ¢caligsmasinda karayemis
meyvesinde organik madde miktarlarinin gelisme ve olgunlagma siireci
boyunca gosterdigi degigimler ile polifenol oksidaz (PFO) enziminin bu
meyvedeki aktivitesi ve ozellikleri hakkinda herhangi bir bilgiye
rastlanmamustir.

Polifenol oksidaz, meyve ve sebzelerde bol olarak bulunan
enzimlerden birisidir. Bu enzim, bitkisel iiriinlerin toplanmasi, islenmesi ve
depolanmasi sirasinda bitki dokularinin mekanik bir etki ile zarar gérmesi
sonucu havanin oksijeni ile temas ederek fenolleri kinonlara doniigtiirmekte
ve enzimatik esmerlesmenin meydana gelmesini saglamaktadir (5, 6).
Enzimatik esmerlegsme de ekonomik acidan bitkisel iiriinlerin
degerlendirilmesinde bir problem olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Birgok
meyvede, gelisme ve olgunlagmanin farkl: periyotlarindaki PFO aktivitesi
ve kimyasal kompozisyonlarindaki degisimlerle ilgili yapilmig ¢aligmalar
mevcuttur (6, 7, 8, 9). Meyvelerin gelisme ve olgunlagma siirecine bagh
olarak gosterdigi PFO aktivitesi ve kimyasal kompozisyon degisimlerinin
bilinmesi onlanin degerlendirilmesi bakimindan Snemlidir.

Karayemig bitkisinin meyvelerine ait kimyasal icerik iyi
bilinmediginden kiiltir formlarinin arttirilmasi ve yayginlagtiriimasi
konusunda Onemli bir caligma mevcut degildir. Karayemis meyvesinin



ihtiva ettigi bazi organik madde seviyelerinin tayin edilmesi sonucu
s6zkonusu meyvenin icerifini, difer meyvelerle karsilagtirmak ve meyvenin
bilimsel degerini belirlemek miimkiin olacaktir.

Bu bilgiler 1s18inda ¢aligmadaki amacimiz, Dogu Karadeniz
Boigesi'nin ekolojik kosullarinda yetigmesi olduk¢a kolay olan karayemis
bitkisinin meyvelerinde gelisme ve olgunlagma siireci boyunca polifenol
oksidaz aktivitesindeki ve bazi organik madde miktarlarindaki degigimlieri
aragtumaktir. Ayrica bu meyvenin PFO aktivitesi ve izoenzim 6zelliklerini
belirlemek suretiyle bu konudaki literatiir bilgilerine yeni katkilar
saglanacaktir.



1.2. Karayemis (Prunus laurocerasus L.) Hakkinda Genel

Bilgiler

Prunus laurocerasus L., Kuzey Iran, Bati Kafkasya, Anadolu ve
Giineydogu Avrupa'da yayihig gdsteren bir tiirdiir. Tiirkiye'nin kuzeyinde
(ozellikle Dogu Karadeniz Bolgesi'nde) ve glineyinde (Amanos Daglar'nda)
tabii olarak yetigmektedir.

Bu bitkiye Tiirkiye'de degisik yoresel adlar verilir. Bunlar arasinda
en yaygin olarak kullamlan "karayemis" ve "taflan"dir. Giiniimiizde biiyiime
bigimi, yaprak boyutu ve gekli ile kisa dayaniklilik agisindan yaklagik 20
farkli karayemis kiiltivar1 vardir. Biyiiklik, sekil, renk, lezzet ve
olgunlagma siiresi yoniinden varyasyon gosteren karayemis meyvelerinin
yoresel ad ve cgesitli 6zellikleri Tablo 1'de verilmistir (10).

Tablo 1. Farkli Karayemis Meyvelerinin Ozellikleri.

Yabani Kiraz veya Ayran veya Orak veya Su veya ac1 Findik
Meyve karayemis ekmek beyaz selvi karayemis karayemisi
karavemisi karayemis karavemigi
Meyveli durumun
eksen boyu {cm) 10-20 10-15 6-7 6-7 15-20 8-9
Ekseninin tiyld
olup olmadi$ ciplak ciplak ciplak tiiyit tiiylii ?
Boyutlar (mm) _
11-14x10-14 § 19-23x19-23 §21-22x20 23-27x20-23 ] 18-20x18-22 § 16-19x17-18

Sap uvzuniugu
(mm) 4-5 2-5 7-8 7-8 7-8 34
Kabugun koyu kirmnz1 § koyu kirmizz § pembe morumsu morumsu morumsy

ekzo rengi siyah sivah siyah
Etl kismimn koyu kirmizi § agiksan agik pembe koyu kuirmizi | pembe yegilimsi
(mezokarp) rengi ' kirmizi bevaz
Mezokarp

kalinhi# (mm) 2-3 4-5 6-7 5-7 5-6 ?
Tohum+endokarp

boyutlan (mm) 9-10x6-7 11-13x9-10 13-15x10 15-16x10-11 15x10
Tohum boyutlan

() 7-8%6 8-9x7-8 10x7 8-9x6-7 9x7

Olgunlagma Temmuzun Haziran Haziran Temmuz Temmuz.

zamant ilk haftas:- § ortas: sonu ortasi ottast

Aiuitos ?
Lezzet Buruk Mayhog veya | Tatht Tath Acunsi Buruk § Tath, Act
Hafif Buruk Buruk




Prunus laurocerasus L. 1-3 m, nadiren 5-6 m boyunda, kigin
yapragmi dokmeyen herdem yesil ve sert yaprakli aga¢ ve ¢alimsibir
bitkidir. Rosaceae familyasindan olan Dbitkinin yapraklari, ¢ok kisa
bir sapla dala Dbitismis vaziyette, uzunca oval sekilli, 10-20 cm
uzuniugunda, 4-6 cm genigliinde, deri gibi sert ve tiiysiizdiir. Nisan-
Mayis aylarinda kiiciik, beyaz renkli cicekler acar. Ekseni 10-15 ¢cm olan
salkim seklindeki ¢icek durumda 30-35 ¢icek bulunmaktadir. Zeytin
seklindeki sulu meyveleri drupa tipinde olup, onceleri yegil olgunlaginca
koyu bir renge doniigiir. Meyveler Temmuz-Agustos aylarinda olgunlagir
(11).

Karayemis tibbi acidan da ©memli bir bitkidir. Bitkinin taze
yapraklarindan su buhan distilasyonu ile elde edilen ve %0,1 oraninda
siyanhidrik asit ihtiva eden suyu, Oksiiriik kesici, spazm ¢dziicii, bulanti
kesici ve sinirleri yatigtirici preperatlarda kullamilmaktadir. Ancak
yapraklarda bulunan siyanhidrik asitin ¢ok zehirli olmast nedeniyle tibbi
kullaniligt hi¢bir zaman genis olmamugtir. 100 g yaprakta 120-180 mg
arasinda siyanhidrik asit bulunmaktadir. Meyvelerin de siyanhidrik asit
tagidifr One siiriilmiis, ancak dahasonra bu maddenin, meyvenin etli
kisminda degil de sert kisimda (endokarp+tohum) bulundugu bildirilmigtir
(10).

Karayemis meyvelerinin sindirimi kolaydir ve diger meyvelerden
farkl: olarak insami tok tutar. Meyveler gida olarak degerlendirilmelerinin
yanisira, bazi hastaliklarin tedavisinde de kullanilir. Ozellikle halk arasinda
sindirim sistemi rahatsizhiklarinda, seker hastaligi, bronsit ve idrar
tutuklugu tedavisinde ve ekzamaya karg1 kullanimlar1 yaygindir (10).

1.3.. Polifenol Oksidaz Enzimi

Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan enzimlerden olan PFO,
enzimatik renk kararmalarina neden olmaktadir. Oksijen varliginda bu
enzim, o6zellikle o-difenol grubu fenolik maddeleri renkli bilegiklere
yiikseltgemektedir. Enzimatik kararma, bitki tiir ve cesidine gore farkhi
olabilmektedir. Bu reaksiyonda rol oynayan ii¢ faktSrden, yani fenolik
madde, Oy ve PFO enziminden birinin ortadan kaldirimasi ile enzimatik
renk kararmalar1 durdurulabilir veya azaltilabilir (12). Bu olayda esas evre
PFO'nun fenolik substratlar1 kinonlara déniistiirmesidir. Ortam kogullar
uygun oldugunda kinonlar daha koyu renkli maddeleri olugturmak iizere
polimerize olurlar veya proteinlerle kompleks yaparlar. Bu reaksiyonlar



proteinlerin fiziksel, kimyasal ve gidasal 6zelliklerinde Snemli degisimlere
neden olurlar (13).

Polifenol oksidaz, genellikle tiim bitkilerde bulunmakla birlikte
ozellikle mantarlarda, patates yumrularinda ve meyvelerde bol miktarda
rastlamilmaktadir (14). Ancak, enzim muhtevas: bitki tiiriine veya
cesidine bagl olarak ¢ok farklilik géstermektedir. Ornegin; elma, kayis1 ve
zeytinde PFO aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugu (6) ve yine elmalarda yapilan
bir ¢alismada Amasya gegidinin Golden'e gére daha yiiksek PFO aktivitesine
sahip oldugu belirtilmigtir (15). Elmalardan izole edilen PFQ'larin
dihidroksifenollerle, monohidroksifenollere gére ¢ok daha yiiksek aktivite
-gosterdikleri de tespit edilmistir (16). Ayrnica zeytin varyetelerinde mevcut
olan enzimatik kararmadaki farkliliklarin direkt olarak PFO aktiviteleriyle
iligkili oldugu bulunmustur (17).

Enzimin bitki hiicresindeki konumu, meyve ve sebzenin tiiriine ve
yap1 olgunluguna bagli olarak degigmektedir. Yesil yapraklarda PFO
aktivitesi c¢ogunlukla kloroplastlarda bulunmustur (18,19). Pancarlarda ise
PFO aktivitesinin ¢ogunlukla mitokondri ve plastid zarlarinda bulundugu
belirtilmistir (20). Ispanak, bugday, yulaf, bezelye ve seker kamusi
yapraklarinda ise PFO'nun genellikle latent (sakly) durumda oldugu tespit
edilmigtir (18). Stanley eriklerinde etli kistmdaki ham enzim aktivitesinin
kabugundakinden 3,5 kat daha fazla oldugu ortaya cikarilmistir (21).
Enzim aktivitesi iiziimde, pulp ve ©z suya nazaran kabukta daha fazla
bulunmug ve olgunlagsma esnasinda aktivite azalmas: kabukta daha belirgin
olmustur (6).

Polifenol oksidaz aktivitesinin, bitkilerin farkls dokularinda, onlarin
geligim siirecine bagli olarak, degigimler gosterdigi gesitli aragtiricilar
tarafindan ortaya konmugstur. Ornegin, Vamos-Vigyazo (6), elma ve
armutda meyvelerin her tarafinda PFO aktivitesine rastlandigini ancak
tohum ve kabuk bolgelerinde daha yiiksek aktivite oldugunu belirtmigtir.
Muzlarda PFO aktivitesinin pulpda diger kisimlara goére daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (22). Avacadoda ise PFO aktivitesinin mezokarpta
yiiksek oldugu saptanmugtir (23).

Macaristan'da Vamos-Vigyazo ve ark. (24) tarafindan yapilan bir
aragtirmada, elmada meyve olgunlagmasiyla birlikte enzimatik kararmanin
ve PFO aktivitesinin azaldig1 tespit edilmigtir. Seftalilerde meyve
olgunlagmasinin baglangicinda PFO aktivitesinin hizla azaldigi daha sonra
ise degismedigi rapor edilmigtir (7). Yine, Israil'de yapilan bir ¢aligmada,
izimlerin olgunlagsmas: sirasinda hem PFO aktivitesinin hem de



fenolik madde  miktartnin azaldig1 tespit edilmistir (25). Muzun
olgunlagmasma paralel olarak  enzimatik kararmanm  yamsira,
PFO aktivitesi ile spesifik aktivite ve fenolik substratlardan birisi olan
dopamin miktarinda azalma oldugu saptanmgtir (26). Kumar (27),
seftalilerde yaptig1 ¢alismada meyve biiylimesinin ve geligiminin baglangig
periyodu boyunca fenolik igerik ve PFO aktivitesinin arttifini, meyve
normal biiyiikliige ulagincaya kadar artmaya devam ettifini ve olgunlagma
sirasinda ise azaldifim tespit etmigtir. Bu konuda diger bazi1 meyvelerde
yapilan cahigmalar da bulunmaktadir (28, 29, 30).

1.3.1. Polifenol Oksidazin Adlandiriimasi

Bitki PFO'larinin  adlandinimas:  yakin  zamanlarda  yeniden
gdzden gecirilerek, monofenol (monofenol, dihidroksifenilalanin: oksijen
oksidoreduktaz: E.C.1.14.18.1,PFO) ve difenol oksidaz (katekolaz;
difenol, O2 oksidorediiktaz; E.C.1.10.3.1.) olarak adlandiilmstir (19,
31). Aym zamanda mantarlardan ve yesil bitkilerden elde edilen lakkazlar
da aym enzim kod numarasiyla verilmektedirler (E.C.1.10.3.1).

Diger bazi yaymlarda da polifenol oksidazlar (difenol; Oz oksido
rediiktaz, polifenol oksidaz (PFO) E.C.1.10.3.1) olarak verilmigtir (32, 33).

Diger taraftan bu enzim birden fazla substrata etki ettifi igin,
polifenol oksidaz tek bir enzim degil, enzim grubunun ortak adidir.
Mesela, monofenollerden tirosine etki edene tirosinaz, difenollerden dopa,
katekol ve kafeik asite etki edenlere de sirasiyla dopa oksidaz, katekol
oksidaz ve kafeik asit oksidaz denilmekle birlikte, bu enzimlerin hepsine
yaygin olarak PFO adi verilmektedir (5, 6).

1.3.2. Polifenol Oksidazin Katalizledigi Reaksiyonlar

Polifenol oksidaz, yapisinda prostetik grup olarak bakir (Cut™)
bulunduran oksido-rediiktaz grubu enzimlerden birisidir. Molekiiler oksijen
varliginda PFO enzimi tarafindan iki tip reaksiyon katalizlenmektedir:

- Monofenollerin hidroksilasyonu ile o-dihidroksi fenollerin
olusturulmasi,

- o-Dihidroksi fenollerin o-kinonlara oksidasyonu.

Monofenollerin hidroksilasyonu sonucu olusan dihidroksi fenoller,
yine PFO enzimi tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla o-kinonlara
doniigtiiriiliir. Olugan kinon birimleri polimerleserek kararmay: meydana



getirir (6). Ortamda askorbik asit veya o-dihidroksi fenollerin bulunmasi
halinde oksidasyon potansiyeli, askorbik asit veya o-dihidroksi fenoliin
indirgenmesi i¢in harcanir. Ancak bu islem tamamlandiktan sonra
hidroksilasyon reaksiyonu baslayabilir.

Monofenollerin hidroksilasyonu ve o-dihidroksi fenollerin oksidasyon
reaksiyonlarinin, aym: enzim tarafindan katalizlenip katalizlenmedigi
konusunda farkly diigiinceler ileri siiriilmiistiir. Bu konudaki bazi goriigler
sOyle ozetlenebilir (34):

* Hidroksilasyon enzimatik bir iglem degildir, fakat o-dihidroksi
fenollerden kinonlarin olugsumu PFO tarafindan katalizlenmektedir.

* Her iki reaksiyona da iki ayrn protein molekiiliinden olugsmus bir
enzimin faaliyeti sebep olmaktadir.

* Her iki reaksiyonda enzimatiktir, fakai katalizin ayn ayri
ikinci derecede Onemli olan enzimler vasitasiyla gergeklestirilip
gerceklestirilmedigi acik degildir.

* Reaksiyonlar iki aktif bolgeye sahip olan bir enzim tarafindan
katalizlenir. .

* Her iki reaksiyonda enzimin aym aktif bdlgesi tarafindan
yiriitiiliir. Ancak enzimin prostetik grubu veya bakirin degerligi ortama
gore siirekli degisir.

Bugiin o-dihidroksi fenollerin dehidrogenasyon ve monofenollerin
hidroksilasyon reaksiyonlarmin her ikisinin de iki ayn bolgeye sahip olan
PFO enzimi tarafindan katalizlendigi . diigiincesi daha fazla taraftar
gormektedir.

Polifenol oksidaz ile yapilan bazi caligmalarda ilgin¢ bir sonug
olarak, enzimin reaksiyonun ilerlemesi ile inaktif oldugu gézlenmigtir. Bu
olay, olusan kinonlann enzimin aktif bdlgesine kovalent baglandig1 ve
aktivitenin kayboldugu seklinde izah edilmistir (35). Ciinkii reaksiyon
devam ettik¢e olugan liriinler birikir ve enzim inhibe edilir. Bunun sonucu
olarak reaksiyon hizi azalir. Bu inhibisyona sebep, reaksiyon iiriinlerinin
molekiil yapisi bakimindan substrati andirmalan ve enzime substrattan daha
fazla baglanmalanidir.

Hidroksilasyon reaksiyonu bakirin tek degerlikli formda olmasini
gerektirir ve bu form dehidrogenasyon basamag ile saglanir. Bakirin iyon
degisim kromotografisi gibi bir metodla uzaklastirilmasi sonucu aktivite
kaybolur ve bakirin ilavesi ile aktivite yeniden kazanmlir (13 ).

Mason'un (36) enzimin katalitik kismindaki bakir atomlarinin
valans durumu etkilidir teorisine gore, ortamda o-difenol



molekiilii varliinda, enzimin yapisindaki iki bakir atomu Cup+2
halinden Cup*! haline indirgenir. Bu teoriye gtre, monofenolazin aktif
bolgesinin katalitik kismunda proteine bagli komsu iki Cup+! vardir ve bir
oksijen molekiilii proteine bagli Cup+1'le bir kompleks olugturur (Reaksiyon

D).
Protein-Cup*! + Oy <=2 Protein-Cup+1-O (1

Bir oksijen molekiiliiniin monofenoliin hidroksilasyonu sirasinda bir
atomu kullanilirken, diger atomu da suya doniistiiriiliir (Reaksiyon 2).

Protein-Cup*1-Os+Monofenol+2HT === Protein-Cus*2+o-difenol+H0  (2)

Bunun icin iki elektron ihtiyact Cup*! atomlan tarafindan saglanir.
Burada Cup*+2 inaktif haldedir. Bakirin inaktif (Cup+2) halden aktif (Cup+1)
hale ge¢cmesi, dihidroksi fenoliin kinona oksidasyonu yolu ile saglanir
(Reaksiyon 3).

Protein-Cus*2+o-dikidroksi fenol =—2 Protein-Cus*l+o-kinon+2Ht 3)

Bu ii¢ basamaginda ayni ortamda olustugu varsayilirsa net reaksiyon
denklemi (Reaksiyon 4); ‘

Protein-Cusy* 1-O2+Monofenol =—= Protein-Cus*l+o-kinon+H,O  olur. (4)

1.3.3. Polifenol Oksidazin Bitkilerdeki Rolii

Polifenol oksidaz bitkilerde simirli miktarda olmakla birlikte Snemli
rollere sahiptir. Bunlardan birisi, bitkilerin viral veya mikrobiyal
enfeksiyonlara karsi direncinde rol oynamasidir. Ornegin viriis
enfeksiyonundan etkilenen dokular, saglikli dokulara oranla daha fazla PFO
ihtiva etmekte ve enzimatik kararmaya karsi daha fazla hassas olmaktadir.
Bu durumda enfeksiyon, saglikli dokularda mevcut olmayan yeni bir PFO
bilegeninin olugmasina neden olmaktadir. Bu bilegigin olusumu ve
aktivitesindeki artig gesitli antibiyotiklerle inhibe edilmektedir(37). Mayer
ve Harel (5) tarafindan, PFQ'nun fenolik substratlar1 hizla  kinonlara
doniigtiiriip, yarali dokuda yenilenmeyle kallus dokusunun olugumunda



rol aldigi ve olugsan kinonlarin hastalifi onleme veya azaltmada etkili
oldugu savunulmugtur. Yarali dokuda olusan kinonlarin triptofan ile
etkilegerek indol asetik asit olusumuna katkida bulunduklar1 ve bdylece
kallus dokusunun olusumunda PFO'nun rol oynadigi goriisii Gordon ve
Paleg (37) tarafindan desteklenmistir. Marbach ve Mayer (38) ise PFO'nun
tohum kabugunda su gecirgenligini azalttifin: rapor etmiglerdir. Bitki
yapraklarinda PFO'nun kloroplastlarda bulunmas: onun fotosentez olayi ile
iligkili olabileceini diigiindiirmektedir (39). Yine Mayer (40), enzimin
fotosentetik dokularda oksijen temizleyicisi olarak rol oynayabilecegini ileri
siirmiigtiir. Ayrica PFQO aktivitesinin antosiyanin pigmentlerinin
degredasyonuna neden olarak, bazit meyvelerin renk kaybindan sorumlu
oldugu da bildirilmigtir (41).

Bitkilerin enfeksiyona karsi direnci ile ilgili olarak, PFO'nun faaliyeti
sonucu olugan kinonlar, ikinci bir polimerizasyon reaksiyonuna ugrayarak
koyu renkli, suda ¢6ziinmeyen polimerler olusturmakta ve bu polimerlerle
doldurulan dokular enfeksiyonun yayilmasina karg1 tampon gorevi
yapmaktadir (42).

Polifenol oksidaz ayrica bitkilere stres gartlarina kargi direng ve
dayamikliik ©zelligi kazandinr. Ornegin kisa dayamikli bitki dokulam,
dayaniksiz olanlara nazaran daha fazla PFO aktivitesine sahiptirler (42).

Ayrica polifenol oksidazin faaliyeti sonucu olusan kinonlar, sonucta
enzimatik olmayan kararmaya ve humuslagmaya kadar giden reaksiyonlara
igtirak edebilir. Boylece topragin organik maddelerinin olugmasina yardim
ederler (42).

1.3.4. Polifenol Oksidazin Gida isletmecilifindeki Rolii

Polifenol oksidazin neden oldugu enzimatik esmerlesme gida
teknologlan i¢in kontrolii giic bir ugrasi alam olmugtur. PFO'nun gida
igletmeciligi bakimindan 6nemi, enzimatik esmerlegmeye neden olmasindan
kaynaklanmaktadir. Meyvelerin iglenmesi sirasinda arzu edilmeyen diizeyde
renk bozulmalarim kontrol etme, azaltma veya onleme gorevi gida bilimci
ve teknologlarini daima meggul etmistir. Enzimatik kararma elma, armut,
seftali ve muz gibi meyvelerde, patates ve yemeklik mantar gibi sebzelerde
nispeten daha fazla goriiliir. Ancak, yeterli seviyede fenolik madde ve
PFO icermeyen domates ve sunbeam cegidi seftali gibi meyvelerde, PFO
ihtiva etmeyen ya da az miktarda bulunan PFO'yu yapilarindaki yiiksek asit
nedeniyle inaktiflestiren limon ve diger turunggil meyvelerinde, birgok
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lizimsii meyvelerde ve gesitli sebzelerde enzimatik kararma problem
olusturmaktadir. Kiraz, vigne ve patlicanlarin antosiyaninlerden
kaynaklanan giizel renklerinin enzimatik kararma ile olusan kinonlarla
bozuldugu, daha diigiik yiikseltgenme-indirgenme potansiyelinden
dolay:1 askorbik asitin antosiyanin oksidasyonunu Onledidi ve sonugta
kendisinin oksitlenerek vitamin degeri daha az olan veya hi¢ olmayan
iiriinlere doniistiigii ve gidalarin bu vitamince zayifladig1 8ne siiriilmiigtiir
(6). Diger taraftan meyve suyu iiretimi swrasinda PFO'mun fenolik
maddelere ve tanenlere etki etmesiyle meydana gelen polimerlesme
sonucu durultma saglanmakta ve fenolik maddelerden ileri gelen buruk tad
giderilmektedir. Ayrica siyah cay iiretiminde enzimatik kararma istenen
bir olaydir. Kinonlar, ¢aya icim tadi ve kalitesini kazandiran teaflavin ve
teariibiginlerin 6n maddeleridir. Benzer sekilde tohumsuz kuru iiziim, incir
ve hurmalarin begenilen giizel renkleri enzimatik esmerlesme sonucunda
olugur. Kakao ve kahvenin renk ve aromasinda, siyah zeytinin renk ve
lezzetinde enzimatik kararmanin rolii biiyiiktiir (6).

1.3.5. Polifenol Oksidaz Izoenzimleri

Bitkilerde PFO'nun fizyolojik roliinii ortaya c¢ikarmak icin kinetik
ozellikleri yaninda elektroforetik Ozellikleri de aragtirilmigtir. Polifenol
oksidaz izoenzimleri bitki tiiriine gore farklilik gostermektedir. Ornegin
seftalilerde 3-6 (27, 43), armutlarda 3-8 (44), kiwide 8 (45), elmada 3 (46),
cilekte 2 (31), kugburnunda 2 (42) izoenzim ortaya ¢ikanimustir.

Diger taraftan PFO izoenzimlerinin bitkilerde olgunlagma ile degistigi
ve genellikle sayica bir azalma gosterdigi belirtilmistir. Ornegin
Hindistan'da Taneja ve Sachar (47), bugday gelisiminin baglangicinda PFO
izoenzimlerinde artig, daha sonra ise azalmamn varligini ispatlamuglardir.
Ayrica patateste de gelisimin baglangicinda olgunluk evresine gore, daha
fazla sayida PFO izoenzimi tespit edilmigtir (14). Yine PFO izoenzimlerinin
substrat 6zellikleri patateste arastirilmig ve farkli substratlara gore farkli
izoenzim bandlan elde edilmigtir. Bu bitkide en fazla izoenzim sayisi ve en
yiiksek aktivite dopaile ortaya c¢ikarilmgtr (48).

Polifenol oksidaz izoenzimlerinin, bitki dokusuna (47) ve cesidine
gore (49) de farklilik gosterdigi kaydedilmistir.
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1.4. Fenolik Bilesikler

Meyve ve sebzeler oldukga fazla ve cesitli fenolik bilesikler ihtiva
etmelerine karsin, bunlarin sadece bir bolimii PFO substrati olarak
ig goriir. Degisik kaynakli PFO'lar, farkli fenolik substratlarla degisik
aktivite diizeyleri gosterirler. Polifenol oksidazin meyve ve sebzelerdeki en
yaygin substratlan, flavonoid tipi fenoller ile basit fenollerdir. Flavonoidier
bitkilerin  yenilebilir kismu ile kok, govde, yaprak, meyve ve
tohum kisimlarinda bulunurlar. Bitkilerdeki tabii olarak bulunan farkl:
tiirdeki flavonoid bilegiklerinden yalmizca katekinler, leukoantosiyanidinler,
antosiyaninler, flavonoller ve sinnamik asit tiirevieri besinlerin Snemli
kismun: tegkil ederler. Ozellikle bitkilere renk veren baglica bilesikler
flavonoidler, antosiyaninler ve flavonlardir.

Polifenol oksidazin etkilegtigi substratlar, monohidroksi ve
dihidroksifenoller olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Fenol ve tirosin
monohidroksifenollerin, katekin, kafeik asit, katekol, dihidroksifenilalanin
(dopa) ve klorojenik asit ise dihidroksifenolik substratlarin
baghcalarindandir (48). Bunlarin bitkilerdeki dagilimu farklilik géstermekle
birlikte, bitkilerde dihidroksifenoller daha ¢ok bulunur. Ornegin cayda en
¢ok katekin ve tiirevleri ile az miktarda klorojenik asitin oldugu Mathew ve
Parpia (13) tarafindan belirtilmigtir. Elmada baghca substratlarin katekin,
klorojenik asit, leukoantosiyanidin ve flavanol oldugu saptanmig olup,
armutta da elmadakine benzer substratlarin bulundugu ortaya ¢ikanlmigtir
(44). Seftalilerde ise en ¢ok klorojenik asit ve bunun yam sira az miktarda
katekin ve leukoantosiyanidinlerin yer aldig1 belirlenmistir (50).

Cesitli meyvelerin geligme ve olgunlagma siireci boyunca fenolik
madde igeriklerindeki degisimler aragtinimustir (9, 23, 27). Meyvelerde
agz1 burugturucu Szellikte olan fenolik maddelerin olgunlagma sirasinda
miktarlarinda goriilen azalma tipiktir. Olgunlagsma ile birlikte fenolik
bilesiklerin konsantrasyonun azalmasi, o-difenollerin sentezinin durmasi
veya bagka bilegiklere doniigiimlerinden dolayidir (51). Omegin, Kolesnik
ve ark. (52) meyve olgunlagmasi ve depolanmast sirasinda antosiyaninlerin
ve flavonollerin (meyvelere renk veren fenolikler) konsantrasyoniarinin
arttiini ve katekinler ile leukoantosiyaninlerin ise azaldifim bulmuslardir.
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1.5. C Vitamini (Askerbik asit)

C vitamini suda c¢oziinen, karbohidrat tiirevi bir vitamindir.
Ozellikle insanlar i¢in ¢ok onemli olan bu vitaminin baglica kaynaklari
meyve ve sebzelerdir. Yapilan caligmalarda meyvelerin, gelismelerinin
biitiin safhalarinda aymi miktarda C vitamini ihtiva etmedikleri,
meyvenin geligme ve olgunlagma siireci boyunca C vitamininin sabit
olmadig1, meyvenin tiir ve g¢esidine gore farklililar gosterdigi  ortaya
cikanlmustir.  Ornegin, Fuke ve Matsuoka (53) Japonya'da yaptiklan bir
caligmada, kiwi meyvesinin C vitamini igeriinin meyve biiylimesi ve
gelisimiyle birlikte azaldigim tespit etmiglerdir. Bu konuyla ilgili bagka bir
caligmada ise, guava (Psidum guajava 1..) meyvelerindeki C vitamininin
gelisme ve olgunlagma donemleri boyunca siirekli arttig:1 ve bu artigin
gelismenin ilk haftalarinda yavag, daha sonraki haftalarinda ise olduk¢a hizhi
oldugu tespit edilmigtir (54). Tropik kokenli bir bitki olan Annona
muricata L.'nin meyvelerinde, olgunlagmayla birlikte C vitamini diizeyinin
azaldi$1 da yapilan caligmalarla belirlenmigtir (29).

Bitkilerde PFO'nun baglica engelleyicisinin C vitamini (askorbik asit)
oldugu da bilinmektedir. Askorbik asit olugan kinonlan tekrar fenolik
substratlara indirgemekte ve kendisi yiikseltgenmektedir. Ayrica askorbik
asit PFO'yu direkt olarak inaktif edebilmektedir (26).

1.6. Toplam Karbohidrat

Meyvelerin 6nemli bilesenlerinden biri de karbohidratlardir.
Meyvelerin hangi donemde daha ¢ok karbohidrat icerdiklerinin bilinmesi
onlarin daha verimli bir gekilde degerlendirilmesi i¢in 6nemlidir. Sukroz,
glukoz, fruktoz ve nigasta meyvelerde bulunan baglica karbohidratlardandir.
Ozellikle fruktoz ve glukoz olgun meyvelerin tatliliklarina katkida
bulunmaktadir. Olgunlagma sirasindaki hidrolitik degigimler genellikle
sekerlerin olugsmasina ve tatlanmasina neden olur. Bu tatlanma, depo
maddesi olan nigastanin ¢Oziinebilen gekerlere doniigiimiiyle ortaya
¢tkmaktadir. Geligsme ve olgunlagma siireci boyunca karbohidrat
miktarlarindaki degigimler cesitli meyvelerde ¢aligitrustir. Ornegin, incirde
meyvelerin geligsmesi siiresince sukroz, fruktoz ve glukoz
konsantrasyonlarinin arttid1 belirlenmigtir (55). Bagka bir ¢aligmada ise,
seker icerifinin guava meyvelerinin tadim etkileyen 6nemli bir  faktor
oldugu  belirtilerek, gelisme ve  olgunlagma periyotlarindaki
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seker iceriklerinin nasil bir degigim gosterdidi tespit edilmigtir. Sonucta
guava meyvelerinin geker iceriginde siirekli bir artis oldugu ve en 6nemli
artigin ise fruktoz icerifinde goriildiigii belirtilmigtir (54). Benzer olarak
hiinnap (Zizyphus spina-christi L.) bitkisinde de toplam sekerlerin
olgunlagmayla birlikte arttig: kaydedilmistir (56).

1.7. Meyve Olgunlasmasinin Genel Ozellikleri

Meyve olgunlagmasi ile ilgili degismeler ¢ok sayida ve komplekstir.
Meyvelerde ¢ok bariz olan olgunlagma degisimleri gunlardir: Doku
yumugamasi, depo bilesiklerinin hidrolizi, lezzet ve pigmentasyonda ve
solunum hizindaki degisimler. Bitkisel bir hormon olan etilen meyve
olgunlagmast sirasinda, seliillaz gibi hiicre ¢ceperi gevsetici enzimlerin
sentezini ve salgilamasin: uyararak doku yumusamasina neden olmaktadir
7.

Meyveler tam boyutlarina ulagtiklari zaman meyve olgunlagmasi
baglar. Bu olay, digtan meyvenin en dis tabakasindaki pigmentasyondaki
degisimlierle, icten ise ¢oziinen bilesik formlarinda artis ve etilen iiretiminin
en yiiksek seviyeye ulagmasi ile anlagiimaktadir (57).

Etilen liretimi ve solunum hizindaki artiy meyvenin yumusamasina yol
acan bir seri bozulum olaymin meydana gelmesini saglar. Bu yumugama
prosesi baz: hiicre hidrolazlarinin (6zellikle pektinaz ve seliilaz)
aktivitelerindeki artma ile baglatilmaktadir. Meyvenin etli tabaka
hiicrelerinde depolanan besin maddeleri yikilir, 6zellikle nigasta ve
hemiseluloz gibi yiiksek molekiiler agirliktaki bilesiklerin, diisiik molekiiler
agirlifina sahip basit gekerlere parcalanmas: tipiktir (57).



2. MATERYAL ve METOD
2.1. Meyvelerin Temini

Bu calismada morfolojik ve olgunlagma zamam bakimindan farkli
olan iki karayemis kiiltivar1 kullanildi. Meyveler, Karadeniz Teknik
Universitesi kampiisii yakinindaki belirli bir istasyondaki agaclardan,
¢iceklenmeden iki ay sonra toplanmaya bagland1 ve olgunlagsma periyodunun
sonuna kadar toplam 8 hafta siireyle toplama islemine devam edildi. Bu
bitkinin kiiltivarlarinin adlandirilmas: ile ilgili heniiz kayitli bilgiler mevcut
olmadigindan, kullanilan meyveler 1. kiiltivar ve II. kiiltivar olarak
isimlendirildiler. Analizlere I. kiiltivarin meyvelerinde 1 Haziran'da, II.
kiiltivarin meyvelerinde ise 27 Haziran'da baslandi. Birinci kiiltivara ait
meyveler 19 Temmuz'da, ikinci kiiltivara ait olanlar ise 15 Agustos'da tam
olgun hale ulagti. Her iki kiiltivara ait meyveler, bu siire¢ boyunca geligme
ve olgunlagma periyotlarinda incelendi.

2.2. Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Tayini
2.2.1. Enzim Ogziitiiniin Hazirlanmasi

Taze meyvelerden enzim ekstraksiyonu i¢in Park ve Luh (45)un
metodu kismen degistirilerek kullanildi. Meyvelerin havayla temas edip
kararmasini dnlemek i¢in meyveler soguk su igerisinde parcalandi. Polifenol
oksidaz enzimi substrat olarak oksijen ve fenolik bilegikleri kullandig i¢in
bu iki bilesigin etkisinin miimkiin oldugu kadar giderilmesi gerekmektedir.
Bu nedenle ekstraksiyon tamponuna katilan ve antioksidan bir madde olan
askorbik asit, oksijeninin ilgisini iizerine ¢ekerek kismen oksijenin etkisini
onlemektedir. Ote yandan, enzim ekstraksiyonu boyunca fenol
oksidasyonunu ve polimerizasyonunu Snlemenin en etkili yolu, ¢oziinmeyen
bir  polimer materyaline substrat1i  baglayarak  ortamdan
uzaklastirmaktir. Fenolik bilegikleri baglamada en ¢ok tercih edilen
polietilen glikol (PEG)'dur. Bu gekilde tampona bu iki bilegigin
katilmasiyla muhtemel aktivite kayiplari 6nemli lgiide 6nlenmistir.

Bu amagcla 5 g meyve (etli kisim) 20 ml ekstraksiyon tamponunda (10
mM askorbik asit ve %0,5 PEG igeren 0,5 M sodyum fosfat tamponu, pH
7,3) homojenize edildi. Elde edilen homojenat sogutucuda iki kat tiilbentten
siiziildii ve siiziintii kismm +4 "C'de 20.000 x g'de 20 dk santrifiij edildi.
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Santrifiij igleminden sonra elde edilen siipernatantin bir kismu protein
tayini i¢in kullamildi. Geri kalan kismu ise diyaliz torbalarina konularak 500
ml 0,005 M sodyum fosfat tamponu (pH 6,3) i¢inde bir gece boyunca +4
°C'de diyaliz edilerek kismi saflagtirma saglandi. Enzim aktivitesinin tayini
icin bu enzim o6ziitli kullanildi.

2.2.2. Enzim Aktivitesi Tayini

Polifenol oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde spektrofotometrik
metod esas alind1 (58). Prensip olarak enzim ve substrat tepkimeye
sokuldugunda meydana gelen kinonlar, renkli bilesikier oldugundan
bunlarin absorbans: spektrofotometrede okunarak aktivite tayini yapildi.
Meyve ekstraktlarindaki PFO aktivitesini belirlemek i¢in substrat olarak L-
dopa (L-3,4- dihidroksifenilalanin), katekol ve kafeik asit kullanildi. Tiim
substrat ¢ozeltileri 0,05 M (pH 6) fosfat tamponu iginde, 0,02 M olacak
sekilde taze hazirlandu.

Aktivite tayini icin, icerisinde 1 ml fosfat tamponu ve 1,5 ml substrat
¢cOzeltisi bulunan spektrofotometre kiivetine hizhi bir sekilde yukarida
belirtilen enzim Oziitinden 1 ml ilave edildi. 420 nm'de absorbanstaki
degisimler 3 dk boyunca bir Schimadzu UV-120-01 spektrofotometre
kullanilarak olciildii. 1 ml enzim ekstraktinin 1 dakikada absorbansta
meydana getirdigi 0,001'lik degisim 1 enzim iinitesi (EU) olarak ifade
edildi.

2.2.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile PFO
Izoenzimlerinin Belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi Constantinides ve Bedford (49)
tarafindan tamimlanan metod kullamularak gergeklestirildi. Yigma jel %3'liik
ve ayirma jel %8'lik olarak hazirlandi. Yigma jelin hazirlanmasi icin; 1
M Tris-HCl (pH 6,8)'den 1 ml, %30'luk akrilamid ve %0,8'lik bis
akrilamidden 1,3 ml, saf sudan 5,5 ml ve ‘taze hazirlanmg
%10'Tuk amonyum persiilfattan 0,08 ml kullamldi. En son olarak da
TEMED'den (N,N,N'N'-tetrametiletilen diamin) 0,01 ml kanstinlarak jel
hazirlandi. Ayirma jeli icin ise; 1,5 M Tris-HCl (pH 8.,8)'den 10 ml,
%30'Tuk akrilamid ve %0,8'lik bis akrilamidden 10,7 mi, saf sudan 18,5 mli,
taze hazirlanmig %10'Tuk amonyum persulfattan 04 ml kullamld1 ve
bu kangimin iizerine son olarak 0,02 mi TEMED ilave edildi.
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Elektroforez islemi icin, elektroforez plakalar1 6nce su, sonra etil
alkol ile iyice temizlendikten sonra, cam plakalar arasi 0,75 mm olacak
sekilde, kiskaclarla tuttularak jel hazirlama tinitesine konuldu. Taze olarak
hazirlanan %8'lik ayirma jeli enjektdr yardimiyla cam plakalar arasina
yaklagik 10 cm oluncaya kadar dolduruldu. Bu sirada jel arasinda hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmas1 icin su ile
ince bir tabaka olusturuldu. Jelin polimerlesmesi icin yarim saat kadar
beklenildi. Katilagan ayirma jelinin iizerindeki su bogaltildi. Daha sonra
%3'lik yigma jeli, ayirma jelinin iistiine, cam plakalarin arasi tamamen
doluncaya kadar ilave edildi ve iizerine tarak dikkatlice yerlestirildi. Jelin
katilagmasi i¢in 1 saat beklenildi. Sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak, jelde
olugan oyuklar 6nce saf su ile sonra yiiriitme tamponuyla yikand: ve tekrar
bu tamponia dolduruldu. Oyuklarin  yerleri igaretlenerek cam
plakalar arasindaki jel, elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez
tankimin alt ve tist kismu elektrik devresini  icine alacak sekilde
yliriitme tamponuyla dolduruldu.

Enzim numuneleri %50 gliserol ve %0,1'1ik bromfeno!l boyasi icinde
50 ng olacak sekilde Hamilton marka enjektorle jele uygulandi. Y iiriitme
tamponu (14,4 g/1 1t glisin ve 3 g/ 11t tris; pH 8.3) kullanilarak +4 "C'deki
soguk odada 10 mA akimda 4-6 saat yiiriitme yapildi. Daha sonra dikkatli
bir sekilde c¢ikarilan jel, 15 mM L-dopa substrat1 iceren 0,1 M fosfat
tamponuna (pH 6) daldirild: ve 37 "C'de 1 saat bekletildi. [zoenzim bandlan
belirginlegince, jel 1 mM askorbik asit ¢ozeltisi icerisinde 5 dk calkalandi.
Sonra %30'luk etil alkol iginde bekletildi ve fotograf1 c¢ekildi.

2.3. Coziinebilir Protein Tayini

Karayemis meyvesinde ¢oziinebilir protein miktarinin tayini i¢in
Bradford Metodu kullamildi (59). Bu yontem, fosforik asitli ortamda
proteinlerin Coomassie Brilliant Blue (CBB G-250 ) reaktifi ile
kompleks olusturmasi, olugsan kompleksin 595 nm'de maksimum absorbans
gostermesi esasina dayanir. Bu yOntemin diger protein ydntemlerinden
iistiin tarafi, cok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin pek stz
konusu olmamasi ve protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire
kalmasidir. Ayrica proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gergeklegir
(ortalama 2 dk). Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasmndadir. Protein
tayini igin Once bir standart grafik hazirlandr (Sekil 1).
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Sekil 1. Coziinebilir Protein Miktarimin Tayininde Kullanilan
Standart Grafik.

Bunun i¢in 100 ml'sinde 0,01 g protein ihtiva eden standart BSA
(Bovin Serum Albumin) ¢ozeltisinden tiiplere 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2;
1,4; 1,6 ml alindi. 0,05 M fosfat tamponu (pH 6) ile tiim tiiplerin hacimleri
2 ml'ye tamamlandi. 1,5 ml Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi her bir
tiipe ilave edildi. Tiipler vorteks ile karistirildi, 2 dk sonra 595 nm'de kore
kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 2 ml tampon ve 1,5 ml
boya cozeltisi icine konmus olan tip kullanildi. 595 nm'de okunan
absorbanslara kargilik gelen pg protein degerleri belirlendi.

Numunedeki ¢6ziinebilir protein miktarin1 bulmak icin, PFO aktivitesi
icin hazirlanan enzim ¢ozeltisinden 0,3 ml alinarak iizerine 1,7 mi
fosfat tamponu (0,05 M; pH 6) ilave edildi. Sonra 1,5 ml Coomassie
reaktifi konularak vortekste kangtirldi. 2 dk sonra 595 nm de absorbanslan
olciildii. Ortalama absorbansina karsilik gelen numunedeki protein
miktarlar1 standart grafik yardimiyla hesaplanarak, "mg protein / g taze
agirlik" olarak belirlendi.
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2.4. Toplam Fenolik Madde Tayini

Bu tayin spektrofotometrede fenolik maddelerin 323 nm dalga
boyundaki absorbanslarinin Olgiilmesi esasina dayanmaktadir (60).
Standart grafigin hazirlanmasinda klorojenik asit kullanildi. Bunun igin
Once bir seri standart klorojenik asit ¢zeltisi hazirlanarak bunlarin 323
nm'deki absorbanslan Olgiildii ve standart grafik ¢izilerek, numunelerdeki
fenolik madde miktan belirlendi.

Standart egrinin hazirlanmast i¢in, klorojenik asit stok ¢ozeltisinden
(1 mg/10 ml) 6 deney tiipiine sirasiyla 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 ml
konulup hacimleri 0,1 M fosfat tamponu ile (pH 6,35) 3 ml' ye
tamamlandi. Tiipler kargtirildiktan sonra 323 nm dalga boyundaki
absorbanslan spektrofotometre yardimiyla okundu. Ko&r numune olarak 3
ml 0,1 M fosfat tamponu (pH 6,35) kullanmildi. Aymi gekilde 6 seri tiip daha
hazirlanarak iclerine 0,03 g Dowex (klorid form) ilave edilip, bir
calkalayicida 20 dk siire ile ¢alkalandi. Sonra tiipler klinik santrifiijde 10 dk
santrifiij edildi ve Dowex tarafindan adsorbe edilen fenolik maddeler
¢oktiiriiliip tistte kalan sivi kisim spektrofotometre tiiplerine alinarak 323
nm'de absorbanlan kaydedildi. Kaydedilen absorbans degerlerinin sirasiyla
fark: alimip, grafik lizerinde dikey eksene bu farklar (AA323), yatay eksene
ise klorojenik asit miktar1 (3g) yazilarak standart grafik cizildi (Sekil 2).

Meyvelerdeki fenolik madde miktarinin belirlenmesi igin, 2 g
karayemis meyvesi 20 ml %95'lik etanol igerisinde 2 dk siireyle bir
parcalayicida homojenize edildi. Elde edilen homojenat karnstirilip,
bundan 3 ml alind1 ve etiivde alkolii ugurularak 15 ml 0,1 M (pH 6,35)
fosfat tamponu ile kangturilip siiziildi. Iki ayn tiipe 3 ml olmak lizere alta
gecen siiziintiiden aktarilip, tiiplerden birisine 0,03 g Dowex konulup 20 dk
calkalayicida sallandi ve 10 dk santrifiij edildi. Daha sonra Dowex ile
muamele edilen ve edilmeyen her iki tiipiin 323 nm' deki absorbans farki
(AA323) alinarak, standart egri iizerinden 6ziitteki toplam fenolik madde
miktar1 bulundu. Bulunan bu deger daha sonra "mg fenolik madde/100 g
taze afirlik” olacak gekilde ifade edildi.
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Sekil 2. Toplam Fenolik Madde Miktarmin Tayininde
Kullamilan Standart Grafik.

2.5. C Vitamini (Askorbik Asit) Tayini

Karayemis meyvesindeki C vitamini tayini i¢in spektrofotometrik bir
yontem kuilanmildi. Shieh ve Sweet (61) tarafindan geligtirilen bu
metod bakir(IT)-2,2'-biquinolin solusyonu [Cu(biq)2+] ile askorbik asit
arasindaki redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu reaksiyon sonucunda
olugan pembe-giilkurusu renk 540 nm'de ol¢iilmektedir. 2,2'-biquinolin
(biq), spesifikligi ve hassasiyeti yiiziinden ayira¢ olarak yaygin gekilde
kullaniimaktadir.

Bu yontemle askorbik asit tayini icin, oncelikle standart askorbik asit
¢Ozeltisi hazirlandi. Sirasiyla 10 pg, 20 pg, 40 ug, 60 ug, 80 ug ve 100 ug
askorbik asit iceren tiiplere fosfat-sitrik asit tamponu (pH 3; 0,01 M)

konuldu ve daha sonra toplam hacim 3 ml olacak gekilde, herbir tiipe
Cu(biq)?* solusyonu (2,4 ml) ilave edildi (Cu(big)2+ solusyonu, 5 mi CuClp
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¢ozeltisi ile 15 ml 2-2'biquinolin ¢dzeltisi kangtinlarak 20 ml olacak
sekilde taze hazirlandi). Hazirlanan tiipler vortekste kangtirilarak 540
nm'deki absorbanslar belirlendi. Grafifin yatay eksenine pg askorbik asit,
dikey eksenine de absorbanslar yazilarak standart egri cizildi (Sekil 3).
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Sekil 3. C Vitamini Miktarimin Tayininde Kullanilan Standart Grafik.

Meyvelerdeki C vitamini tayini i¢in, 2 g karayemis meyvesi 5 kati
hacimdeki fosfat-sitrik asit tamponu icinde (pH 3, 0.01M) homojenize
edilerek iki kat tiilbentten siiziildii. Elde edilen siiziintii 5 dk 5000 rpm de
santrifiij edildi ve siipernatant kismi sogutucuya kondu. Daha sonra
Cu(big)?+ solusyonu taze olarak hazirlandi. Sogutucudaki siipernatant
¢ozeltisinden 0,1 ml alinarak 0,5 ml tampon ilave edildi ve 2.4 ml Cu(biq)2+
solusyonundan da konularak toplam hacim 3 ml ye tamamlandi. Kor olarak
0,6 ml fosfat sitrik asit tamponu ve 2,4 ml Cu(biq)2+ solusyonu ihtiva eden
tiip kullanildi ve 540 nm'de spektrofotometrede Olciim yapildi. Elde
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edilen 540 nm'deki absorbans degerleri standart grafikte yerine
konularak, ekstraktaki askorbik asit miktar1 bulundu ve bulunan bu degerler
daha sonra "mg C vitamini (askorbik asit) / 100 g taze adirlik" olacak
sekilde ifade edildi.

2.6. Toplam Karbohidrat Tayini

Toplam karbohidrat tayini i¢in Fenol-Siiifirik Metodu kullanildi (62).
Bunun i¢in 6nce standart bir grafik ¢izildi (Sekil 4). Bu amagla igerisinde 0,
20, 40, 60, 80, 100 ug saf glukoz (0.01g/100 ml) ihtiva eden 1 mil'lik seri
¢Ozeltiler hazirlandi. Biitiin tiiplere 0,3 ml %5'lik fenol ¢ozeltisinden
katilarak kangtirildi. Daha sonra aym: tiiplere hizlica 2 ml derigik
stilfirik asit konulup, tiipler vortekslendi. Hazirlanan tiipler 15-20 dk oda
sicakliginda bekletildi. Sonra 480 nm'de pentozlar i¢in, 488 nm'de
heksozlar i¢in  spektrofotometrede Olgiimler yapildi. Apsise glukoz
miktarlari1  (xg), ordinata da aborbans degerleri yazilarak aym
grafik iizerinde 480 ve 488 nm'lere ait iki dogru ¢izildi.

Meyvelerden 2 g alinarak 10 ml saf su icerisinde bir havan yardimyla
ekstrakt ¢cikarildi. Iki kat tiilbentten siiziildiikten sonra, elde edilen siiziintii
3.000 rpm' de 5 dk. siireyle santrifiij edildi. Siipernatant kismindan 0,01 ml
alimp, saf su ile hacim 1 ml'ye tamamiandi. Uzerine 0,3 m! %5'ik fenol
¢ozeltisinden ve 2 ml derigik siilfiirik asitten eklenerek karigtirildi.
Hazirlanan tiipler 15-20 dk. bekletildi. Sonra tiiplerin 480 ve 488 nm'lerde
absorbanlar1 okunarak, standart grafifin ordinatina yazildi. Standart
grafikte bunlarin 480 ve 488 nm'lere ait dogrulan kestigi yerlerden apsise
indirildiginde bulunan iki ayr deger toplanarak ekstraktaki (0.01 ml) ug
toplam karbohidat miktan hesaplandi. Bulunan bu degerler daha sonra "mg
toplam karbohidrat / g taze agirhik" olarak ifade edildi.
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Sekil 4. Toplam Karbohidrat Miktarinin Tayininde Kullanilan
Standart Grafik.



3. BULGULAR

Bu caligmada Karadeniz Bolgesi'nde yayilig gosteren iki karayemis
kiiltivarmin (I. Kiiltivar, II. Kiiltivar) meyvelerinde gelisme ve olgunlagma
periyodu boyunca PFO aktivitesindeki degisimler ile ¢bziinebilir protein, C
vitamini, fenolik madde, toplam karbohidrat miktarlari aragtirildi. Ayrica
bu siire¢ icinde meyvelerdeki PFO izoenzimleri de belirlenmeye ¢alisildi.

Yapilan gozlemler sonucu, iki kiiltivardan birincisinin ¢igeklenme
doneminin Mart-Nisan aylari, ikinci kiiltivarin ¢igceklenme doneminin ise
Nisan-Mayis aylan oldugu tespit edildi. Ayni gsekilde I. kiiltivarda meyve
olgunlagma dénemi Temmuz ortasi iken, II. kiiltivarda Agustos ortasi olarak
belirlendi. I. kiiltivarin meyveleri olgunlukta koyu kirmizi iken, II.
killtivarin meyveleri ise olgunlukta morumsu siyah renktedir. Lezzet
bakimindan birincisi, ikincisine gore daha tatl1 olup, ikincisi daha buruk bir
tada sahiptir. Gelisme ve olgunlagma donemlerinde incelenen meyveler, 6.
haftaya kadar gelisme donemine dahil edilirken, bu hafta ile birlikte
meyvelerde olgunlagma safhasi bagladi. 5. haftanin sonlarinda meyveler
normal biiyiikliiklerine ulast: ve olgunlagma belirtisi olan meyve kabugunda
renklenme, etli kissmda yumusama gibi 6zellikler, bu haftadan sonra
goriilmeye basglandi. Caligmada kullanilan karayemis kiiltivarlarinin
meyvelerinde gelisme ve olgunlagsma donemleri Tablo 2'de gosterilmigtir.

Tablo 2. Iki Karayemis Kiiltivanimin Geligme ve Olgunlagma Dénemleri.

Gelisme Donemi Olgunlagsma Dinemi
Hafta 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8.

L Kiiltivar 01.6.96 07.6.96 14.6.96 21.696 28.696 05796 12.7.96 19.7.96
ILKiiltivar 27.6.96 04.796 11.7.96 18796 25796 01.8.96 088.96 15.8.96

3.1. Polifenol Oksidaz Aktivitesindeki Degisimler

Genel bilgiler kisminda da belirtildigi gibi PFO genel bir enzim adi
olup, etki ettigi fenolik substratlara gore farkli isimler almaktadir. Bu
caligmada aktivite tayini icin substrat olarak L-dopa, katekol, kafeik asit
kullanildifindan, bunlara etki eden enzimlerde sirasiyla dopa oksidaz,
katekol oksidaz ve kafeik asit oksidaz olarak tanimlandi.
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Iki kiiltivarda da gelisme ve olgunlagsma siireci boyunca PFO
aktivitelerine bakildiginda, en diisiik aktivite degeri kafeik asit oksidazda,
en yiiksek aktivite degeri ise dopa oksidazda belirlendi. I. kiiltivarin
meyvelerinde (erken olgunlasan form) dopa oksidaz aktivitesi itk hafta 35,5
iken gelisme safhalar1 boyunca siirekli artarak, 5. haftada 87,3 ile en yiiksek
degerine ulagti. Bu haftadan sonra aktivite degeri siirekli diigerek
olgunlagmanin son safhasinda (8. hafta) 25,4 olarak tespit edildi (Tablo 3).

Katekcl oksidaz ve kafeik asit oksidaz aktivitelerinin dopa
oksidaz aktivitesine gore daha diigiik degerlere sahip oldugu Tablo 3'de
goriilmektedir. Katekol oksidaz ve kafeik asit oksidaz aktiviteleri de ilk
haftadan itibaren siirekli artarak, 6. haftada en yiiksek degerlerine
(swrasiyla 35,6 ve 14,3) ulagti. Bu aktivite degerleri 6. haftadan sonra
yine azalarak, olgunlagmann sonunda katekol oksidazin aktivitesi 12,7 ve
kafeik asit oksidazin aktivitesi ise 1,7 olarak bulundu.

Tablo 3. I. Kiiltivara Ait Karayemis Meyvesinde Geligme ve Olgunlagma
Siireci Boyunca PFO Aktivitelerindeki Degisimler.

Enzim aktivitesi (EU/ml)
Geligme ve olgnnlagma siireci (hafta)

Enzimler 1 2 3 4 5 6" 7 8

Dopa oksidaz  35,5* 43,7 50,6 63,2 873 706 40,7 254
(46) (249 (256) (61 (382 &7H (3.8 (+1,9)

Katekol oksidaz 12,0 13,6 15,0 16,6 28,5 35,6 234 12,7
(2,1) (B3 =) =5 48 (54 (46 (#4.2)

Kafeik asit 2,0 2,6 4,7 56 11,0 14,3 6,7 1,7
oksidaz (x4 (20,5 (=0,8) (£0,9) (1,8 (#2,7) (£1,2) (=0.4)

* Ug tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi.

Ikinci kiiltivara ait meyvelerin PFO aktivitelerinde de  birinci
kiiltivara benzer degisimler tespit edildi. Aym gekilde, ikinci karayemis
kiiltivarinda da en yiiksek aktivite degeri dopa oksidaz da goriiliirken,
en diigiik aktivite degeri ise kafeik asit oksidazda tespit edildi (Tablo 4).
U¢ enzim aktivitesi de gelijme periyodunun son safhasmna kadar (5.
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hafta) siirekli artarken, olgunlagma o6zelliklerinin baglamasiyla birlikte
aktivite degerlerinde azalmalar kaydedildi. Bu azalma meyveler tamamen
olgunlagincaya kadar devam etti. Ornegin, dopa oksidaz aktivitesi ilk hafta
23,7; 5. haftada 75,6 ve olgunlagmamn son safhasinda ise 29,6 olarak tespit
edildi. Katekol oksidaz aktivitesi de ilk hafta 5,0; 5. haftada en yiiksek
degerine ulagarak 45,5 ve son haftada ise 17,6 olarak bulundu. Aym
sekilde kafeik asit oksidaz aktivitesi de itk hafta 1,7 iken 5. haftada
24.7; olgunlagmanin son adiminda ise 5,3 olarak tespit edildi.

Tablo 4. II. Kiiltivara Ait Karayemis Meyvesinde Geligme ve Olgunlagma
Siireci Boyunca PFO Aktivitelerindeki Degisimler.

Enzim aktivitesi (EU/ml)
Gelisme ve olgunlagma siireci (hafta)

Enzimler 1 2 3 4 5 6 7 8

Dopaoksidaz 23,7+ 384 42,5 57,7 75,6 63,8 353 29,6
(8385 (#287) (468 (549 (£7.82) (£568) (34.28) (£2.86)

Katekol oksidaz 5,0 7,6 9,0 15,3 45,5 33,0 21,0 17.6
(#0.82)  (x094) (2085 (£1,69) (349 (574 (47 (£2.49)

Kafeik asit 1,7 2,0 3,5 13,2 24,7 20,0 18,3 53
oksidaz 047) (20,52) (20.80) (+1,82) (+2,99) (23,2 (#2,62)  (x1,21)

* Ug tekerriirlii ortalamalarn standart sapmasi.

Elde edilen bulgular, PFO aktivitesinin gelisme safhalar1 boyunca
arttifini, olgunlagsma donemlerinde ise azaldifim gostermigtir. Ayrica 1.
kiiltivarda dopa oksidaz aktivitesinin, II. kiiltivara gore daha yiiksek oldugu
tespit edilirken, I. kiiltivarda da kafeik asit oksidaz ve katekol oksidaz
aktivitelerinin II. kiiltivara gére daha diigiik oldugu belirlendi.
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3.2. Polifenol Oksidaz Izoenzimlerindeki Degisimler

Izoenzim analizleri igin yapilan elektroforez denemelerinde iki
karayemis kiiltivarindan I. kiiltivara ait meyvelerde gelisme ve olgunlagma
periyodu boyunca farkl: aktivite gdsteren iki izoenzim bandi (Rf = 0,5 -
0,6) (Sekil 5), II. kiiltivara ait meyvelerde ise sadece bir izoenzim bandi
(Rf=0,8) tespit edildi (Sekil 6). Her iki kiiltivardaki izoenzim bandlarinda
en yiiksek aktivite, 5. ve 6. haftalarda gozlendi. 6. haftadan sonra ise yani
olgunlagma safhalar: siiresince bu bandlarin aktiviteleri azaldi.

Ayrica sekillerden de goriilebilecegi gibi II. kiiltivarin meyveleri, 1.
kiiltivarinkilere gére daha koyu renkli ve yiiksek aktiviteli bandlar ihtiva
etmektedir.

0,64

0.8 1

1,01 1 g R R
4

Sekil 5. I Kiiltivara Ait Karayemis Meyvesinin PFO
[zoenzimlerinin %8 'lik Poliakrilamid Jel Elektroforezi.
Sekil Uzerindeki Rakamlar Meyvelerin Gelisme ve
Olgunlagma Siireci I¢indeki Haftalarim Gostermektedir.
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Sekil 6. II. Kiiltivara Ait Karayemis Meyvesinin PFO
Izoenzimlerinin %8 'lik Poliakrilamid Jel Elektroforezi.
Sekil Uzerindeki Rakamlar Meyvelerin Gelisme ve
Olgunlagma Siireci Igindeki Haftalarinmi Gostermektedir.

Iki karayemis kiiltivarinin farkli R degerine sahip PFO (dopa
oksidaz) izoenzimleri ihtiva etmesi, bu izoenzimlerin farklt molekiil agirlhiga
sahip oldugunu gostermektedir.

3.3. Coziinebilir Protein Miktarindaki Degisimler

Coziinebilir protein miktarinda meyve gelisimi ve olgunlagmasi
siiresince her iki kiiltivarda da nemli degisimler goriildii. Tablo 5'den de
goriilecegi gibi bu degisim siirekli bir artis seklindedir. Ornegin I.
kiiltivarda ilk hafta 0,140 mg/g olan protein miktari, olgunlagmanin
sonunda 6nemli derecede artarak 0,928 mg/g'a kadar yiikselmigtir.

Aym sekilde II. kiiltivarin ilk hafta 0,091 mg/g olan protein icerigi
son hafta 0,917 mg/g olarak tespit edildi (Tablo 5). Lkiiltivarda bu siire¢
sonunda ¢oziinebilir protein miktarinda yaklagik 6,6 kat'lik bir artis oldugu
belirlendi. II. kiiltivarda ise bu deger 10 katlik bir artisa karsihik
gelmektedir.
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Tablo 5. Karayemis Meyvelerinde Gelisme ve Olgunlagsma Siireci
Boyunca Coziinebilir Protein Miktarindaki Degigimler.

Coziinebilir Protein Miktar1 (mg/g)

Gelisme ve Olgunlagma

Siireci (hafta) I. Kiiltivar II. Kiiltivar
1 0,140+0,02 * 0,091+0,01
2 0,200+0,02 0,133+0,02
3 0,246+0,06 0,239+0,02
4 0,264+0.04 0,273+0,04
5 0,446+0.09 0,319+0,06
6 0,852+0,18 0,333+0,06
7 0,871+0,22 0,678+0,12
8 0,928+0,16 0,91710,17

* Ug tekerriirlii ortalamalann standart sapmast.

Iki kiiltivarin meyvelerinin ¢6ziinebilir protein miktarlari bakimindan
karsilagtiriimas: Sekil 7'de gosterilmigtir.
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Sekil 7. iki Karayemis Kiiltivarinin Meyvelerinde Gelisme
ve Olgunlagsma Siireci Boyunca Coziinebilir Protein
Iceriginde Meydana Gelen Degisimlerin Karsilagtirilmasi.
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3.4. Toplam Fenolik Madde Miktarindaki Degisimler

Karayemig meyvesinde gelisgme ve olgunlasma safhalar1 boyunca
toplam fenolik madde miktarinda da Snemli degigimler tespit edildi, Iki
karayemis formunda da fenolik madde miktari, meyve geligimi boyunca
artarken, olgunlagma siiresince azalmugtir. I. kiiltivarin meyvelerinde ilk
hafta 12,3 mg/100 g olan fenolik madde miktari, meyve geligimi boyunca
siirekli artarak, gelismenin son safhasinda (5. hafta) en yiiksek degeri olan
92,0 mg/100g'a ulagti. Bu haftadan sonra olgunlagma safhalar1 boyunca
siirekli azalarak son hafta 11,9 mg/100g olarak tespit edildi (Tablo 6).

Tablo 6. Karayemis Meyvelerinde Geligme ve Olgunlagma Siireci
Boyunca Toplam Fenolik Madde Miktarindaki Degisimler.

Fenolik Madde Miktar: (mg/100 g)

Gelisme ve Olgunlagma
Siireci (hafta) L. Kiiltivar II. Kiiltivar
1 12,3+1,25* 14,5+1,27
2 38,5+2,66 28,343,82
3 57,0+3,70 47 ,4+5,54
4 74,144,21 56,8+5,20
5 92,0+4,50 136,4+12.4
6 52,643,834 121,7+10,6
7 21,0+2,57 95,7+8,75
8 11,94238 54,8+7,52

* Ug tekerriirlii ortalamalarn standart sapmasi.

Benzer olarak II. kiiltivarda ilk hafta 24,5 olan fenolik madde miktar
gelismenin son safhasinda 136,4 mg/100g'a yiikseldi ve bu safhadan sonra
siirekli azalarak olgunlagmanin son haftasinda ise 54,8 mg/100g olarak
tespit edildi (Tablo 6). Fenolik madde miktarindaki bu degigimler PFO
aktivitelerindeki degisimlerle paralellik arzetmektedir. Meyvelerin toplam
fenolik madde igeriklerinin gelisme ve olgunlagma donemleri boyunca
gosterdigi degisimlerin karsilastiriimas: Sekil 8'de gosterilmigtir.
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B . Koltivar
B 1. Kotkivar

Fenolik Madde (mg/100g)

1 2 3 4 3 6 7 8
Zaman (Hafta)

Sekil 8. ki Karayemis Kiiltivarinin Meyvelerinde Gelisme ve
Olgunlagma Siireci Boyunca Toplam Fenolik Madde
Igeriginde Meydana Gelen Degisimlerin Kargilagtiriimasi.

3.5. C Vitamini Miktarindaki Degisimler

Yapilan analizler sonucunda geligme ve olgunlagsma safhalan siiresince
iki karayemis kiiltivaninin meyvelerin C vitamini igeriginde siirekli bir
azalma oldugu kaydedildi.Tablo 7'den de goriilecegi gibi I. kiiltivarda ilk
hafta 481 mg/100g olan C vitamini igerigi, siirekli azalarak olgunlagsmanin
sonunda 133 mg/100g'a diigtii. II. kiiltivarin meyvelerinde ise ilk hafta 363
mg/100g olan C vitamini miktari, yine 6nemli derecede azalarak son
haftada 108,6 mg/100g olarak tespit edildi. Bu 8 haftalik siire¢ sonunda C
vitamini miktarinda I. kiiltivarin meyvelerinde %72, II. kiiltivarin
meyvelerinde ise %70 oraninda bir azalig oldugu belirlendi.



Table 7. Karayemis Meyvelerinde Geligme ve Olgunlagma Siireci
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Boyunca C Vitamini Miktarindaki Degisimler.

C vitamini Miktar1 (mg/100 g)

Geligme ve Olgunlagma

Siireci (hafta) I. Kiiltivar IL. Kiiltivar
1 481,0+13,8" 363,0+17,7
2 400,0+14,5 315,0+14,3
3 344.,0+18,2 283,3+16,2
4 312,0x16,5 248,2+14,8
5 296,0+18,2 195,6+15,6
6 238,0+17.4 173,5+13,8
7 167,0+18,5 141,2+12.1
8 133,0+16,5 108,6+11,7

* Ug tekerriirlii ortalamalarmn standart sapmasi.

Ayrica I. kiiltivar meyvelerinin II. kiiltivar meyvelerine gore daha
fazla C vitamini igerdigi Sekil 9'dan da anlagiimaktadir.
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Sekil 9. iki Karayemis Kiiltivartun Meyvelerinde Geligme ve
Olgunlagma Siireci Boyunca C Vitamini Iceriginde
Meydana Gelen Degigimlerin Kargilagtiritmasi.
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3.6. Toplam Karbohidrat Miktarmndaki Degisimler

Tablo 8'de iki karayemig kiiltivarinin meyvelerinin toplam karbohidrat
miktarlarinda, gelisme ve olgunlagma periyodlarinda meydana gelen
degisimler goriiimektedir. C vitaminin aksine meyvelerin karbohidrat
miktarinda bu peryodlar boyunca siirekli bir artig oldugu tespit edildi.

Tablo 8. Karayemis Meyvelerinde Geligme ve Olgunlagma Siireci
Boyunca Toplam Karbohidrat Miktarindaki Degisimler.

Toplam Karbohidrat Miktar1 (mg/g)

Geligme ve Olgunlagma
Siireci (hafta) L. Kiiltivar I1. Kiiltivar
1 17,8+0,85" 32,5+4.41
2 27,3+2,25 65,243,68
3 31,8+0,73 76,5+5,12
4 49,5+1,08 89,6+8,53
5 59,2+2,78 112,0+10,5
6 132,5+11,5 167,5+15,8
7 147.4+14,2 180,3+12,7
8 195,7+15,1 210,0+10,9

* Ug tekerriirlii ortalamalarmn standart sapmasl.

Tablodan da goriilebilecegi gibi, 1. kiiltivarin meyvelerinde ilk hafta
17,8 mg/g olarak tespit edilen karbohidrat miktar1 olgunlagmamn sonunda
onemli derecede artarak 195,7 mg/g'a yiikseldi. Bu deger yaklagik 11 kathk
bir artisa kargilik gelmektedir. Aym sekilde II. kiiltivarda ilk hafta 32,5
mg/g olan karbohidrat miktar1 son hafta 210 mg/g olarak belirlendi.
Buradaki artigin  yaklagik 6,5 kat oldugu tespit edildi. Ozellikle meyvelerin
olgunlagsma o©zelliklerinin goriilmeye basladig: 6. haftada karbohidrat
miktarlarinda 6nemli artiglar kaydedildi. Sekil 10'da ise her iki kiiltivarin
meyvelerinin gelisme ve olgunlagma donemleri boyunca toplam karbohidrat
miktarlar1 bakimindan karsilagtirilmasi gosterilmigtir.
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Sekil 10. iki Karayemis Kiiltivariin Meyvelerinde Gelisme ve
Olgunlagsma Siireci Boyunca Toplam Karbohidrat
Iceriginde Meydana Gelen Degisimlerin Karsilagtinimasi.



4. TARTISMA

Elde edilen bulgular karayemis meyvesinin olduk¢a zengin bir
kimyasal igerige sahip oldufunu gostermektedir. Polifenol oksidaz
enziminin gelisme ve olgunlagma periyodlar1 boyunca bu meyvede
gosterdigi aktivite degisimleri literatiirdeki diger meyvelerde yapilan
caligmalarla benzerlik teskil etmektedir. iki kiiltivarin meyvelerinden elde
edilen sonuglara gére PFO aktivitesi meyve gelisimi siiresince devamli
artarken, olgunlagma safhalarinda aktivite degerlerinde siirekli bir azalma
olmustur. Kumar ve arkadaglarimin (8) iki elma kiiltivarinda yaptiklan
calisma sonug¢larrmizi desteklemektedir. Bu ¢alismada olgunlagma &ncesi ve
olgunlagsma basamaklar1 arasinda elmada PFO aktivitesinde artis oldugu,
olgunlagmayla birlikte aktivitede azalma goriildiigii belirlenmigtir. Diger bir
calismada ise, RI Greening ve Cortland elmalarinda olgunlagsmanin erken
safhalarinda PFO aktivitesinde azalma oldugu rapor edilmistir (9).
Karayemis meyvesinden elde edilen sonuglar bu konuda diger meyvelerden
elde edilen caligmalarla paralellik gostermektedir (27, 29).

Calismamizda iki karayemis kiiltivarindan birincisinde (erken
olgunlagan form) meyve gelisimine ve olgunlagsmasina bagh olarak farkh
aktivite gosteren iki izoenzim band:i belirlendi. II. kiiltivarda (gec
olgunlagan form) ise bu siire¢ boyunca sadece tek bir izoenzim bandi
goriildii. Bandlarin aktiviteleri, geligmenin erken safhalanyla olgunlagsma
adimlarinda (7. ve 8. hafta), difer adimlardakinden ¢ok daha diigiik
bulundu. Bu sonug, Mayer ve Harel'in (5) meyvelerde geligme siirecinin
izoenzim aktivitesini etkiledigi goriisiinii desteklemektedir. Ayrica, PFO
izoenzimlerinin sayisinin da bitki tiiriine ve cesidine gore farklilik
gosterdigi de bilinmektedir (43, 44, 45). Iki karayemis kiiltivarina ait
meyvelerde izoenzim sayisinin ve Rf degerlerinin birbirinden farkli olmasi
ise, izoenzim sayisiain ve Ozelliklerinin meyve tiiriine, gegidine ve hatta
kiiltivarina bagli oldugunu ispatlamaktadir. Ayrica karayemis cesitlerinde
PFO izoenzimlerinin farkli olmasini, cesitlerin genetik yapilarina
baglayabiliriz. Ciinkii her bitki cesidinin kendine 6zgii izoenzimler
gosterdigi bilinmektedir (49). Bu durum kiiltivarlarin birbirinden
ayirdedilmesinde taksonomik agidan da yararli bir yontem olarak
kullanilmasina imkan saglayacaktir.

Polifenol oksidazin substrati olan fenolik bilesiklerin miktar1 da PFO
aktivitesindeki degigimlere benzer gekilde, iki kiiltivarda da meyve geligimi
siiresince artarken, olgunlagma safhalarinda ise azalmigtir. Polifenol
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oksidaz aktivitesi ile fenolik madde miktar1 arasinda yiiksek pozitif
korelasyonlar kaydedilmistir.  Ornegin I. kiiltivarda fenolik madde
miktar1 ile toplam PFO aktivitesi arasinda r=+0,84; II. kiiltivarda ise
r=+0,93 gibi yiiksek korelasyonlar tespit edilmistir. Bu sonuglar karayemis
meyvesinde PFO aktivitesi ile fenolik bilegikler arasinda giiclii bir iligki
oldugunu gostermektedir. Iki kiiltivarm gelisme ve olgunlagma siireci
boyunca fenolik madde miktar ile toplam PFO aktivitesindeki degigimleri
arasimdaki benzerlik Sekil 11 ve Sekil 12'de goriilmektedir.
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Sekil 11. I Kiiltivarin Meyvelerinde Toplam PFO Aktivitesi ile
Fenolik Madde Miktann Arasindaki iligki.

Bu sekilde polifenol oksidazin etkilestigi substratlara bagli olarak
aktivite defigimi gosterdifi cesitli aragtirmalarla da ortaya konmustur.
Ornegin, Kumar (27) tarafindan seftalilerde yapilan bir caligmada meyve
geligiminin ve bilyiimesinin baglangi¢ periyodlan boyunca fenolik icerik ve
PFO aktivitesinin arttif1, meyve normal biiyikliifiine ulagincaya kadar
fenolik icerigin artmaya devam ettigi rapor edilmigtir. Israil'de yapilan bir
¢alismada, iiziimlerin olgunlagmasi sirasinda hem PFO aktivitesinin hem de
fenolik madde miktarimin  azaldify belirlenmistir (25). Vamos-Vigyazo
ve ark. (63, 64) elmalarda ve kayisilarda yaptiklan aragtirmalarda, PFO
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aktivitesi ile fenolik madde miktar1 arasinda pozitif iligkiler tespit
etmiglerdir.
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Sekil 12. II Kiiltivanin Meyvelerinde Toplam PFO
Aktivitesi Ile Fenolik Madde Miktari Arasindaki iligki.

Yine patateste yapilan bir ¢caligmada da fenolik madde miktar: ile
PFO aktivitesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu rapor edilmistir (14).
Geligsme ve olgunlagma siireci boyunca PFO aktivitesinin fenolik madde
miktarina paralel degisimler gostermesi su sekilde acgiklanabilir: Bilindigi
gibi bircok meyvede ve karayemigte olgunlagsma Oncesi meyvelerin agz
burucu ve aci tadlan vardir. Meyvelerin bu tadlarn ihtiva ettikleri fenolik
bilegiklerden (dihidroksifenoller) kaynaklanmaktadir. Olgunlagma ile
birlikte fenolik bilesiklerin konsantrasyonunun azaldigi veya bagka
bilegiklere (antosiyaninler) doniigiimlerinin oldugu cesitli arastiricilar
tarafindan ortaya konmusgtur (51, 52). Karayemis meyvelerinde de
olgunlagmayla birlikte fenolik madde iceriginde azalma olmasini, bu
aragtirictlarin tespitlerine baglayabiliriz. Fenolik bilesiklerin miktarinda
meydana gelen boyle bir azalma ise, bu bilegikleri substrat olarak kullanan
polifenol oksidaz aktivitesinin de azalmasina neden olabilir.
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Yapilan C vitamini analizleri sonucunda, iki karayemig Kkiiltivarinda
da gelisme ve olgunlagma boyunca bu parametrenin miktarinda siirekli bir
azalma oldugu tespit edildi. Bu sonuglar cesitli literatiir bilgileriyle
uyumluluk gostermektedir. Ornegin, Fuke ve Matsuoka (53) kivi
meyvesinin biiyiime ve geligme adimlarinda C vitamininin azaldigini
belirlemiglerdir. Ayrica Japonya'da yapilan bir ¢aligmada ise hurma
meyvelerinin askorbik asit icerifinin meyve gelismesi siiresince siirekli
azaldig1 tespit edilmistir (65). Ote yandan elde edilen sonuglar karayemis
meyvesinin C vitamini yOniinden bazi meyvelere goére daha zengin
oldugunu da gostermektedir. Ornegin en cok tiiketilen bazi meyvelerin C
vitamini igerikleri g6yledir; elmada 3-25 mg/100g, muzda 10-15 mg/100g,
mandalinada 30-32 mg/100g, portakalda 30-65 mg/100g, limonda 30-55
mg/100g, armutta 15 mg/100g, cilekte 50 mg/100g (65). Karayemis
meyvesinin ise 108,6-130 mg/100g C vitamini ihtiva etti§i bu caligma
sonucunda tespit edilmigtir.

Caligmamizin diger bir kisminda ise, karayemis meyvelerinde
gelisgmenin baglangicindan olgunlagmanin son adimina kadar toplam
karbohidrat i¢eriklerinde siirekli bir artis oldugu belirlenmistir. Meyvelerin
olgunlagma ile birlikte tatlanmasinin, seker icerifinin artmasiyla iligkili
oldugu bilinmektedir. Literatiirde cesitli meyvelerin sukroz, fruktoz,
glukoz, toplam geker ve indirgen geker icerikleriyle ilgili bircok ¢aligma
mevcuttur. Ornegin incir meyvelerinin gelismesi boyunca sukroz, fruktoz,
glukoz konsantrasyonlarinin arttigi belirlenmistir (55). Yine tropik kokenli
papaya (Carica papaya cv. Ranchi) meyvelerinin gelisme ve olgunlagmasi
sirasinda 6nemli gekilde indirgen ve toplam seker miktarlarinin arttig:
rapor edilmigtir (67). Meyvelerin olgunlasma ile tatlanmasi ihtiva ettikleri
¢oOziinebilir sekerlerle iligkilidir. Ciinkii olgunlagsma belirtisi olan tatlanma
depo maddesi olan nigastanin yikima ugrayarak, ¢oziinebilir sekerlere
doniigiimiinden kaynaklanmaktadir. Caligmamizda da toplam ¢6ziinebilir
seker miktarindaki artisin bu nigasta yikimindan dolay: olabilecegi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir.

Analizler sonucunda karayemis meyvesinin yaklagik %19,5 (I.
kiiltivar)-%21 (II. kiiltivar) oraninda toplam geker igerdigi de tespit
edilmigtir. Bu degerler 6zellikle karayemis ile ayni familyadan olan bazi
meyvelerle karsilastirma yapma bakimindan 6énemlidir. Ornegin elmada
%9, kirazda %9, armutta %10 (66), kusburnunda %16,2, bogiirtlende
%11,9 ve aligta %14,7 (68) oraninda toplam seker oldufu bilinmektedir.
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Goriildiigii gibi karayemis meyveleri toplam seker bakimindan da
cofu meyveye gore daha zengindir. Bu sonuglar karayemis meyvelerinin
gida degeri bakimindan Snemli oldugunu gostermektedir.



5. SONUCLAR
Sonug olarak bu ¢aligmada;

1) Iki karayemis kiiltivarinin meyvelerindeki PFO aktivitesinin,
literatiir bilgileriyle uyumiu olarak, meyve biiyiimesi ve geligmesi siiresince
arttif1, olgunlagma safhalarinda ise azaldifi tespit edilmigtir. Her iki
kiiltivarda da en yiiksek aktivite dopa oksidazda, en diigiik aktivite ise kafeik
asit oksidazda kaydedilmigtir.

2) Yapilan izoenzim analizlerinde ise, iki kiiltivarin meyvelerinin
farkl: dzellikte ve sayida PFO (dopa oksidaz) izoenzimi igerdigi tespit
edilmigtir. I. kiiltivarda iki, II. kiiltivarda ise bir izoenzim bandi
belirlenmistir. Izoenzimlerin aktiviteleri de gelisme ve olgunlagma
periyodlarinda farkliliklar gostermistir.

3) Ayrica meyvelerin ¢dziinebilir protein ve toplam karbohidrat
iceriklerinin gelisme ve olgunlagma periyodlar1 boyunca siirekli arttidi,
toplam fenolik madde miktarinin PFO aktivitesindeki degisimlerle benzerlik
gosterdigi, meyvelerin C vitamini iceriklerinin ise siirekli olarak azaldig
tespit edilmigtir.

4) Yine yapilan tayinler sonucunda karayemis meyvelerinin diger
meyvelere gore ¢ok daha zengin C vitamini ve toplam karbohidrat
icerigine sahip oldugu ortaya cikarilmustir.



6. ONERILER

Daha 6ncede belirtildigi gibi, karayemis Tiirkiye'nin ¢esitli yerlerinde
ve ozellikle Karadeniz Bolgesi'nde kolayca yayilig gosteren bir bitkidir.
Ancak iilkemizde yetisen karayemis meyvelerinin gelisme ve olgunlagma
siireci boyunca kimyasal icerigiyle ve polifenol oksidazin bu meyvedeki
ozellikleri ile ilgili herhangi bir bilgi mevcut olmadigindan bu ¢aligma
literatiire orjinal katkilar saglama Ozellidindedir. Yapilan bu ¢alisma
sonucunda, iki karayemis kiiltivarinin meyvelerindeki PFO enziminin
aktivite degisimleri ve izoenzimleri belirlenmigtir. Elde edilen bulgular,
hem diger meyvelerden elde edilen sonuglarla kargilagtirilmig hem de
enzimle ilgili ileride yapilmasi diigiiniilen kinetik caligmalara &nciiliik
etmistir. Karayemis bitkisinin yabani ve kiiltiir formlarinin sistematigi ile
ilgili caligmalarda bu bilgilerin degerlendirilmesinin biiyiik faydalar
saglayacag diisiincesindeyiz.

Yine bu caligma ile karayemig meyvesinin bazi organik madde
iceriginin belirlenmesiyle difer meyvelerle kargilagtirma ve insanlara
bilingli olarak sunulabilme imkani ortaya ¢ikarilmistir. Bolgemizin ekolojik
sartlarinda yetigtirilmesi olduk¢a kolay olan bu bitkinin meyvelerine ait
kimyasal icerik iyi bilinmediginden, kiiltiir formlarinin artirilmasi ve
yayginlagtirilmas: konusunda Snemli bir ¢aligma mevcut degildir. Bu
caligma ile, s6zkonusu bitkinin daha da yayginlagtirilmasi i¢in, yeni
projelere destek verecegi, bu meyvenin kiiltiir formlarinin artirilmasina
yardimci olacagi ve yetistirilen bolgedeki insanlar igin gec¢im kaynag
olacag umulmaktadir.

Ayrica daha sonraki caligmalar i¢in meyvelerin iglenmesi sirasinda
6nemli bir problem olarak kargimiza ¢ikacak olan enzimatik esmerlegme
reaksiyonunun kontrolii i¢in c¢esitli yOntemlerin kullanilabilirligi
diiginiilmektedir. Bunlardan biri olan bitkisel hormonlarin kullanilmasiyla
PFO enziminin aktivitesinde degigmeler saglanarak, meyvenin agizda
meydana getirdigi buruklugun azaltilabilecegi diigiiniilmektedir. Bu gekilde
meyvenin tadimn iyilestirilmesiyle, daha genis boyutlarda tiiketilmesi
saglanmig olacaktir.
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8. OZGECMIS

1971 yilinda Trabzon'da dogdu. Ik ve orta 6grenimini Trabzon'da
tamamladiktan sonra 1989-1990 6gretim yilinda KTU Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Béllimiinde lisans 6grenimine bagladi. 1993 yilinda bu
béliimden biyolog iinvani ile mezun oldu. Aymi yil Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali'nda yiiksek lisans egitimine bagladi ve su anda
Biyoloji Anabilim Dali'nda Aragtirma Gorevlisi olarak ¢al:ymaktadir.




