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OZET
ISIL ISLEM SONUCUNDA SEFTALI SUYUNDA BULUNAN
POLIFENOL OKSIDAZ VE PEROKSIDAZ ENZIMLERININ YAPISAL
DEGISIMLERININ FTIR SPEKTROSKOPISI iLE BELIRLENMESI

CORUK, Katibe Sinem
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Gida Muhendisligi Anabilim Dall

Danisman : Dr. Ogr. Uyesi Hande BALTACIOGLU
Agustos 2018, 48 sayfa

Bu arastirmada 1sil islem uygulamasinin Ulkemizde en fazla tiiketilen meyve sularindan
biri olan seftali suyunda bulunan PPO ve POD enzimlerinin aktivite ve yapisal
degisimlerine etkisi incelenmistir. Bu amacla farkli sicaklik (40, 50, 60 ve 70 °C) ve
stireler (10, 20 ve 30 dakika)tercih edilmistir. PPO enzimi igin 70 °C sicaklikta 10
dakika sonunda % 99'luk inaktivasyon saglanirken, POD enzimi igin ayni inaktivasyon
70 °C sicakhkta 20 dakika sonunda elde edilmistir. PPO ve POD icin Do degeri
sirastyla 23,91 ve 31,50 dakika olarak belirlenmistir. Ayrica z degeri PPO ve POD igin
sirasiyla 3,35 ve 23,15 °C olarak gozlenmistir. Seftali POD enziminin PPO’ a gore Isiya
daha direncli oldugu bulunmustur. PPO enziminin ikincil yapisinda sicaklik artisi ile
birlikte a-sarmal ve B-yaprak yapinin miktari azalmis, B-donis ve toplanmis -yaprak
yapinin miktarlari artmistir. POD enziminin sicaklik artisi ile tesadifi kivrimlar ve f3-
yaprak yapi miktari azalmis toplanmis B-yaprak yapinin miktari artmistir. Buna karsin
POD enzimi a-sarmal yapisinda artis gOzlenmistir. Bu durumun POD enzimi

rejenerasyonunda etkili oldugu disuntlmektedir.

Anahtar Sozcukler: Seftali suyu, 1sil islem, polifenol oksidaz, peroksidaz, enzim inaktivasyonu, Fourier
Degisim Kizil Otesi spektroskopisi, FTIR, infrared spektroskopi, protein ikincil yapisi, konformasyonel
degisiklik.



SUMMARY

DETERMINATION OF STRUCTURAL CHANGES OF POLYPHENOL OXIDASE
AND PEROXIDASE ENZYMES IN PEACH JUICE DURING THERMAL
TREATMENT USING FTIR SPECTROSCOPY

CORUK, Katibe Sinem
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Hande BALTACIOGLU
August 2018, 48 pages

In this study, the effect of heat treatment on the activity and structural changes of PPO
and POD enzymes in peach juice, one of the most consumed fruit juices in our country,
was investigated. For this purpose different temperatures (40, 50, 60 and 70 °C) and
times (10, 20 and 30 minutes) are preferred. The same inactivation for the POD enzyme
was obtained at 70 °C for 20 minutes, whereas for the PPO enzyme, 99% inactivation
was obtained after 10 minutes at 70 °C. The D7o values for PPO and POD were 23.91
and 31.50 minutes, respectively. The z values for PPO and POD were also found to be
3.35 and 23.15 °C, respectively. Peach POD enzyme was found to be more resistant to
heat than PPO. With the temperature increase in the secondary structure of the PPO
enzyme, the amount of a-helix and [-sheet decreased, and the amounts of B-turn and
aggregated B-sheet increased. By increasing the temperature, the amount of random coil
and [-sheet of POD enzyme decreased, while the amount of aggregated p-sheet
structure increased. In contrast, an increase in a-helix structure of POD enzyme was

observed. This condition is thought to be effective in POD enzyme regeneration.

Keywords: Peach juice, thermal treatment, polyphenol oxidase, peroxidase, enzyme inactivation, Fourier
Transforminfrared spectroscopy, FTIR, Infrared spectroscopy, protein secondary structure,
conformational changes.
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BOLUM I

GIRIS

Fenolik bilesikler ve C vitamini gibi biyoaktif bilesiklerin 6nemli kaynagdi olan meyve
sularinin tretiminde uygulanan islemler sirasinda enzimatik esmerlesmeye baglh olarak
meydana gelen renk degisimleri, meyve suyunda kaliteyi etkileyen énemli bir problem
olarak gorilmektedir. Polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD) renk kalitesini
etkileyen en 6nemli enzimlerdir. Meyve suyu Uretiminde kalite kayiplarina neden olan
enzimleri inaktif hale getirmek amaciyla genelde 1sil islem uygulanmaktadir.
Meyvelerin ve sebzelerin islenmesi sirasinda gida kalitesinin saglanmasi icin enzimlerin
inaktive edilmesi oldukca ©Onem tasimaktadir. Isil islemler sirasinda secilen
parametrelere gore enzimlerin Uc¢ boyutlu yapisi bozulmakta ve aktivitelerinde
azalmalar olmaktadir. Bu degisimler kalici olabildigi gibi geri donisimliu de

olabilmektedir.

Literatirde genellikle enzimlerin inaktivasyonu aktivite dlcumu ile incelenmektedir.
Uygulanan tekniklerin enzim aktivitesi tzerine etkisinin tam olarak belirlenmesi igin
enzimdeki yapisal degisikliklerin detayli olarak incelenmesi gerekmektedir. Proteinlerin
konformasyonel degisimini belirlemek icin son zamanlarda ¢ok popdler hale gelen
tekniklerden biri de Fourier Degisim Kizil Otesi (FTIR) spektroskopidir. Proteinlerin ve
polipeptidlerin kizilétesi spektrumunda bulunan karakteristik (6zellikle Amid 1) bant
bolgeleri analiz edilerek a-sarmal, B-yapilar ve tesadifi kivrilmalarin yiizde dagilimlari
belirlenebilmektedir. Bdylece enzimin ikincil yapisi aydinlatilmakta ve uygulanan

prosesin ikincil yapi tzerine etkileri gézlemlenebilmektedir.

Bu calismanin amaci, enzimatik esmerlesmenin 6nemli oldugu, Turkiye’de Uretilen
meyve suyu purelerinin blydk bir bolimini olusturan (%59) ve en ¢ok tliketilen meyve
sularindan biri olan seftali suyunda bulunan PPO ve POD aktivitesi ve ikincil yapisi
uzerine 1sil islem uygulamasinin etkilerinin arastiriimasidir. Bu galismada isil islem
sonucunda seftali suyunda renk uzerine etkili olan PPO ve POD enzimlerinin
aktivitesindeki azalmalar belirlenmis; termal inaktivasyon ile olusan yapisal

degisiklikler FTIR spektroskopisi kullanilarak analiz edilmistir.



BOLUM 11

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Seftali

Lezzetli ve cazip gorinimi nedeniyle popller meyvelerden biri olan seftali (Prunus
persica L.), Rosaceae ailesine mensup, yapisinda bulunan yiiksek besin degerine sahip
Vitaminler (A, C, E), karotenoidler ve fenolik bilesikler gibi antioksidan maddeleri
iceren 6nemli bir meyvedir (Durst ve Weaver, 2013). Ayrica bilesiminde bulunan
sekerler arasinda sakkorozun miktari (3,1-5,5 gr/100 gr) glukoz ve friktozdan daha
fazladir. Organik asitlerden baskin olani malik asittir (310-470 mg/100 gr) bunu sitrik
asit (120-430 mg/100 gr) ve kuinik asit (160-290 mg/100 gr) izlemektedir (Erol, 2007).
3000 yildan beri yetistirilmekte olan seftalinin anavataninin Dogu Asya ve Cin oldugu
belirlenmistir (Lurie ve Crisosto, 2005). Degisik iklim kosullarina uyum saglayabilmesi
ve mayis ayl ortalarindan, eylll ayr ortalarina kadar siiren genis hasat dénemi gibi
avantajlarindan dolay! diinyanin her yerinde yayilmistir. ingiltere ve Kuzey ulkeleri
hari¢ tim Avrupa’da vyetistiriciligi yapilmaktadir. Turkiye’de sert cekirdekli meyve
tarleri icinde kayisidan sonra en fazla yetistiriciligi yapilan seftalinin blylik ¢ogunlugu
ic piyasada tilketilmektedir. i¢ piyasada tiiketilen seftalinin %15’nin isleme sanayinde
kullanildigr 6ngorilmektedir. Seftali taze olarak tiketilebildigi gibi, farkli kullanim
alanlarinda  (pulp konsantresi, pulp ve kurutularak) uzun sire muhafaza
edilebilmektedir.  Ayrica meyve nektarl, recel, marmelat gibi drlnlere
dondstirilmesinde ham madde kaynagi teskil eder. Kullanim alani seftalinin cinsine
gore degisiklik gostermektedir. Seftaliler gekirdegdin meyve etine bagh olup olmamasina
gore; cekirdegi ete tam bagli olanlar, yari bagli olanlar ve cekirdegi serbest olmak izere
uc farkh grupta incelenmektedir ve cekirdegi ete bagl olanlar genelde konserve
sanayinde kullaniimaktadirlar. Tirkiye meyve suyu sanayinde kullanilan hammadde
kaynagi olarak kullanilan seftali Gretiminde 6nemli Gretim payina sahiptir (Anonim,
2011). Turkiye’de meyve suyuna islenen baslica meyvelerin Gretimi Cizelge 2.1°de

gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Turkiye’de meyve suyuna islenen baslica meyvelerin tretimi (bin ton)

(Anonim, 2011)

MEYVE 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Elma 2.570 2.002 2.458 2.505 2.782 2.600
Kayisl 894 483 590 751 695 476
Seftali 510 553 539 552 547 539
Visne 140 122 180 185 192 195
Portakal 1.445 1.536 1.441 1.427 1.690 1.710
Uziim 3.850 4.000 3.613 3.918 4.265 4.255
Nar 80 91 107 128 171 208
Limon 600 710 651 672 784 787
Cilek 200 211 251 261 292 300
Ayva 100 106 95 95 96 121
Domates 10.050 9.855 9.937 10.985 10.746 10.052
Armut 360 318 356 356 384 380
Sar1 Havug 370 371 544 549 566 487
Siyah 18 24 98 42 28 46
Havug
Greyfurt 150 180 163 168 190 214

Mandalina 715 791 744 756 846 859
TOPLAM 22.052 21.353 21.767 23.350 24.274 23.229

Ulkemizde meyve suyuna islenen meyveler arasinda elmadan sonra % 11’lik pay ile

seftali takip etmektedir (Anonim, 2011). 2010 yilinda meyve suyuna islenen meyve

miktar dagilimi Sekil 2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. 2010 yilinda meyve suyuna islenen meyve miktar dagilimi (%) (Anonim,
2011)

Ayni zamanda seftali meyve piresi Uretiminde en biylk paya (% 59) sahip meyvedir
(Anonim, 2011). 2010 yilinda Uretilen meyve suyu purelerinin cesit dagihmi Sekil 2.2.
de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. 2010 yilinda uretilen meyve suyu pirelerinin gesit dagilimi (%) (Anonim,
2011)



2.2 Enzim

Enzimler, protein yapisinda olan ve bircok biyokimyasal olayda gorev alan biyolojik
katalizorlerdir. Enzimler gidalarda minér bilesen olarak bulunmalarina ragmen,
gidalarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Enzimler, genel olarak gidalarda istenen
degisiklikleri yapanlar ve arzu edilmeyen kalite degisikliklerine neden olanlar olarak iki
gruba ayrilabilmektedir (Damodaran vd., 2008). Enzimler hasat sonrasi bile aktif
kalabilmektedir. Bu durum meyvelerin olgunlasmasi icin avantaj sayilabilse de, doku,
renk, flavor, besin degeri gibi kalite 6zelliklerinde istenmeyen degisikliklere yol acarak
dezavantaj konumuna gelebilmektedir. Bir¢ok enzim sayilabilecedi gibi kalitede renk
degisimine katilan iki enzim meyveler icin ¢ok énemlidir. Bunlar, Polifenol oksidaz ve
Peroksidazdir. Bu enzimler isleme sirasinda renk degisimine neden olarak drinin raf

Omrind kisaltmaktadir.

2.2.1 Polifenol oksidaz (PPO) enzimi

Meyve ve sebzelerde bulunan dogal enzimlerden, isleme teknolojisi agisindan en
onemlisi PPO enzimidir. Bu enzim dograma, parcalama, ezme ve baska bir mekanik
etki ile zedelenen yerlerinde renkte hizli bir esmerlesme reaksiyonunun nedenidir
(Terefe vd., 2014). PPO, Uluslararasi Biyokimya Birliginin siniflandirilmasinda
monofenol monooksijenaz (EC 1.14.18.1) ve katesol oksidaz (EC 1.10.3.1) olarak yer
almistir. PPO enziminin substratlari fenolik bilesiklerdir. Bu enzim, fenolik bilesikleri
oksijen esliginde esmer renkli bilesiklere oksitlemektedirler. Bu reaksiyon *“enzimatik
esmerlesme” olarak bilinmektedir. PPO’ n neden oldugu enzimatik esmerlesme
genellikle fenol bilesiklerince zengin bitkilerde goriliir. Ozellikle meyve ve sebzelerde
enzimatik esmerlesme sonucu 6nemli renk sorunlari ortaya ¢ikmaktadir. PPO enzimi
hayvansal dokularda ve kif mantarlarinda bulunmamaktadir. Bitkilerde dokunun
hastalikli olmasi veya cesitli islemler (kabuk soyma, boyut kiiciiltme, ezme, dondurma,
kurutma) sirasinda zarar gormesi kolaylikla esmerlesmeye neden olur. Ayrica
esmerlesme reaksiyonlari sonucu meyvelerin yarisindan fazlasinin  kaybedildigi
dustnilmektedir. Bu durum elma, armut, kayisi seftali, muz, patates ve mantar gibi
cesitli Urunler icin s6z konusu olabilir. Ancak, limon ve turuncgiller kahverengiye
donismez, ¢unki icerdikleri sitrik asit nedeniyle oksitlenme renksiz gerceklesmektedir
(Onez, 2006).



PPO pek cok reaksiyon katalizleyebilmektedir. Bir monofenol olan p-kresold, difenol 4-
metil katesol okside ederlerken, bir o-difenol olan katesolu ise 0-benzokinone
parcalarlar. Bakir iceren bir enzim olan PPO iki farkli reaksiyon katalizler:

i) monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu

i) o-difenollerin o-kinonlara dehidrojenasyonu

Bu aktivitelerden ilki monofenolaz (hidroksilaz veya kresolaz) ve ikincisi ise difenolaz
(katesolaz veya oksidaz) aktivitesi olarak adlandirilir. Her iki reaksiyonda da oksijen
yardimci substrat olarak kullanilir. Olusan o-kinonlar daha sonra enzimatik olmayan
reaksiyonlar sonucu kahverengi-siyah renkteki melanin pigmentlerine donusdur. Bitki ve
funguslardan elde edilen PPO’lar hem monofenolleri (p-kresol, tirosin gibi) hem de
difenolleri (katesol ve o-dihidroksifenilalanin gibi) okside ederler. Ancak, bu etki
PPO’In elde edildigi kaynaga gore degiskenlik gosterir. Meyvedeki butiun fenolik
bilesiklere etki etmez, susbstrat spesifikligi vardir ve elde edildigi kaynaga gore
degiskenlik gosterir (Onez, 2006).

PPO aktivitesi meyvenin degisik bélimlerinde daha fazladir, 6zellikle meyvenin kabuk
kisminda yuksek aktivite gorulir. Saglikli meyve ve sebzelerin dokularinda PPO ve
substratlari olan fenolik bilesiklerin temasi nerdeyse hi¢ yoktur, bunun sebebi
substratlarin ve enzimlerin bitkisel hucrelerin farkli kisimlarinda yer almalaridir. PPO
enzimlerinin bir kismi stoplazmada serbest halde bulunurken, biyik bir kismi
kloroplast ve tilakoidlerde unsurlarinda membrana bagli olarak bulunmaktadir. Fenolik
bilesikler ise vakuollerde yogunlasmistir. Normal sartlarda bu durum bdyle oldugunda
higbir sikinti olmaz iken, disardan mudahaleler hasat, tasima, zedelenme ve uygulanan
cesitli islemler sonucunda doku batinligi bozulmaktadir. Béylece enzimler kendi
subsratlari olan fenolik bilesiklerle ve havadaki oksijenle bir araya gelerek enzimatik
esmerlesme reaksiyonu gerceklesmektedir. UrGnin islenmesi sirasinda kesme,
dograma, dilimleme, isleme, soyma gibi durumlarda, bu reaksiyonun olusmasini

engellemek icin bir takim tedbirler alinmalidir (Cemeroglu vd., 2001).

Bu énlemlerden bir kacina deginmek gerekirse, Isil islem uygulayarak bazi meyve ve
sebzelerde (6zellikle meyve sularinda) PPO’lari inaktive etmek yaygin bir uygulamadir.
Genel olarak, PPO’ In 70-90 °C sicakliklara maruz kalmasi katalitik aktivitelerini yok
eder, ancak inaktivasyon icin gerekli olan zaman Urtine baghdir. Cesitli zaman —

sicaklik kombinasyonu denemeleriyle, istenilen maksimum iki norm belirlenir.
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Diger dnlemlerden biri ise kesilmis meyve ve sebzelerde kahverengilesmeyi énlemek
icin askorbik asit, tiyol bilesikleri ve slfitler gibi bazi bilesiklerin ilavesidir. Gidalarin
esmerlesmesi,  oksijenin  uzaklastirilmasi,  asitlendirme,  siklodekstrin  ve
polivinilpirolidon gibi kompleks olusturucu maddelerle fenollerin uzaklastirilmasi ile de
onlenebilir (Onez, 2006).

Enzimatik esmerlesmeyi Onleyici olarak kullanilan en etkin kimyasal hi¢ kuskusuz
ulkemizde de yaygin olarak kullanilan SOz’dir. Ancak, ozellikle son yillarda bu
kimyasalin bazi astimatik reaksiyonlara neden oldugunun belirlenmesiyle, kullanimina
FDA tarafindan oOnemli sinirlamalar getirilmistir. Bu nedenle, SO2’ye alternatif
kimyasallarin bulunmasi ¢alismalari blyik bir yogunluk kazanmistir. Halen SO, kadar
etkin bir kimyasal bulunamamis olsa da, Ozellikle askorbik asit ve turevlerinin isi
uygulamasi ve birtakim baska kimyasallarla kombine edilerek SO>’ye alternatif olarak
kullaniimasi Gizerinde durulmaktadir (Cemeroglu vd., 2001).

2.2.2 Peroksidaz (POD) enzimi

Peroksidazlar ( EC 1.11.1.7), peroksidaz enzimlerinin de dahil oldugu, biyik bir enzim
sinifi olan oksidorediiktazlar grubundan bir enzim toplulugudur. Ylksek yapili bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Ozellikle bitkiler aleminde cok
yaygindir ve bitkilerin gelismesinde ¢ok 6nemli rollere sahiptirler. Meyve ve sebzelerin
islenmesinde 6nemle dikkate alinan enzimlerden birisidir. Sebzeler, meyvelere gore
daha fazla peroksidaz aktivitesine sahiptirler. Bitkisel dokularda kismen stoplazmada
¢oziinmus formda, kismen de hiicre duvarina bagli olarak ¢éziinmez formda bulunan bu
enzim peroksidasyon, hidroksilasyon veya oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyebilir.
(Cemeroglu vd., 2001).

Peroksidazlarin optimum sicakliklari ve optimum pH dereceleri, basta kokenine bagli
olarak cesitli faktorlere gére degismektedir. Ornegin optimum sicakligin patateslerde 55
°C, karnabaharda 35-40 °C oldugu belirtilmektedir. Ayni sekilde optimum pH
derecesinin yesil fasulye kokenli olanlarda 5,0, muz kokenli olanlarda ise 5,0-6,0

av

arasinda degistigi saptanmistir (Cemeroglu vd., 2001).



Peroksidazlar asagida verilen tipteki reaksiyonlari katalize ederler;
POD
ROOH + AH: —) HO + ROH + A
Bu peroksidatik reaksiyonda;
R: H*,CHs C2Hs
AH:: indirgenmis formda hidrojen donéri

A: Oksitlenmis formda hidrojen donérii

Bu aciklamaya gore; POD enzimleri bir hidrojen donéru esliginde, peroksitleri
parcalayan reaksiyonu katalize ederler. Su halde temel substrati peroksitlerdir ve
bunlarin basinda hidrojen peroksit gelir. Yukarida deginildigi gibi, metil veya etil
hidrojen peroksit gibi organik peroksitler de substrat olarak kullaniimaktadir. Diger
taraftan ¢ok sayida cesitli bilesikler hidrojen dondri olarak gorev alabilmektedir. Bunlar
arasinda askorbat, fenoller, aminler veya benzer organik bilesikler sayilabilir. Dondr
substratlar arasinda bulunan bazi maddeler bu enzim esliginde belirli amaclarla
kullanilabilmektedir. POD, hidrojen peroksit varliginda fenolik bilesiklerin
oksidasyonunu katalizleyerek kahverengi bozunma trlnlerinin olusumuna 6nciluk eder
(Cemeroglu vd., 2001).

POD enzimi yukarida belirtilen ve baslica aktivitesi olan “peroksisatif etki” yaninda
birtakim yan aktivitelere de sahiptir. Bunlardan en énemlisi hi¢ kuskusuz H>O> olmadan
da yurtyebilen “oksidatif etki” dir. Ancak bu defa O; ve Mn*2 veya fenol gibi birtakim
kofaktorlere ihtiya¢c vardir. POD enzimi, H dondri bulunmayan ortamlarda adeta
katalaz enzimi gibi davranarak hidrojen peroksitin su ve oksijene parcalanmasi
reaksiyonunu da katalize edebilmektedir. Bu etki sekli ise “ katalitik etki” olarak
adlandiriimaktadir. Bu enzimin bir diger ve sonuncu aktivitesi ise “hidroksilatif  etki”
seklidir. Bu etki yoluyla;O> veya monofenolik bilesiklerden aynen polifenol oksidaz
enzimlerinin yaptigi gibi difenolik bilesikler olusturulmaktadir. Ancak farkli olarak
POD enzimi hidroksilasyon yetenegini gosterebilmek icin bir hidrojen dondrtine ihtiyac
duymaktadir (Cemeroglu vd., 2001).

Peroksidaz 1siya en direncli enzim olmasi dolayisiyla, 1sil islem sonucunda eger inaktive
olmus ise diger enzimlerin hepsinin inaktive oldugu dusunalir. Bundan dolayi

sebzelerin haslanma vyeterliliginde peroksidaz enziminin inaktivasyonu bir Kriterdir
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(Cemeroglu vd., 2001). Isiya en direcli enzim olmasinin yaninda enzimin kokenine,
bulundugu meyve ve sebzeye gore direnci degisiklik gosterebilir. Ornegin, patates
POD’ 1 95°C” de 10 dakikada tamamen inaktive oldugu halde, lahana kokenli olanlar
120°C’ de 10 dakika sonunda baslangic aktivitesinin %0,3” Unu koruyabilmektedir
(Bahceci, 2003).

2.3 Isil islemin Seftali PPO ve POD Enzimlerine Etkisi

Meyve ve sebze drinleri, isleme ve depolama sirasinda sorun yaratan
mikroorganizmalari ve kaliteyi olumsuz etkileyen gesitli enzimleri inaktive etmek igin
bazi uygulamalara maruz kalmaktadir. Haslama, pasttrizasyon veya sterilizasyon gibi
1sil islemler enzimleri inaktive etmek icin en c¢ok kullanilan ydntemlerdir.
Esmerlesmeden sorumlu olan PPO ve POD inaktivasyonu igin meyve sulari genellikle
1sil isleme tabi tutulmaktadir (Lewis ve Heppel 2000). Bununla birlikte, farkh
meyvelerden elde edilen PPO’ in termostabilitesi ¢esitlidir. Ananas PPO aktivitesi, 30
dakika boyunca 40-60 °C'ye maruz kaldiktan sonra yaklasik %60 azalmistir, kalan
aktivite, 85 °C'de 5 dakika sonunda yaklasik %7 iken, 90 °C'de 5 dakika sonunda %1,2
olmustur (Chutintrasri ve Noomhorm 2006). Victoria tzim PPO’ inda 70 °C’ de 10
dakika sonra tam inaktivasyon bildirilmistir (Rapeanu vd., 2006). Cilekten elde edilen
PPO 1slya daha duyarlidir. Aktivitesi, 55 °C’de 10 dakika i1sitmadan sonra %50 azalmis
ve enzim, 65 °C’ de 10 dakika sonunda neredeyse tamamen etkisiz hale getirilmistir
(Dalmadi ve ark. 2006).

Isil islem sirasinda enzim inaktivasyonu Uzerine bir¢ok calisma, cesitli arastirmacilar
tarafindan gerceklestirilmistir. Yemenicioglu vd. (1997) elmadan elde edilen PPO’ In
1sil paremetlerini belirlemek igin, 6 cesit elma ve u¢ farkli sicaklik (68, 73, 78 °C)
kullanmiglardir. 78 °C” de Amasya elmasi PPO’ 1 i1s1ya en direngsiz, Starking Delicious
cesidi PPO’ 1 1s1ya karsi en direncli enzim olarak bulunmustur. Isil inaktivasyon kinetigi
birinci dereceden bulunmus ve hiz sabitleri 78 °C’ de 15,99-28,27 x 107?/dak,
aktivasyon enerjisi 54,7-77,2 kcal/mol, z de@eri 7,1-10,0 °C arasinda bulunmustur.
Elmadan elde edilen PPO’ In diger meyvelerden elde edilene gore isiya karsi daha

direncli oldugu bildirilmistir.



Seftali PPO’ In niteliklerinin arastirildigi bir calismada olgunluguna gére ham, yari ham
ve olgun seftalilerden aseton tozu hazirlanmistir. Aseton tozundan elde edilen enzim
cozeltisinde optimum pH, Km, Vm ve enzim aktivitesinin termal inaktivasyonu
incelenmistir. Olgunluk asamasina gére enzimin optimum pH degeri 6,0-6,5 arasinda
bulunmustur. Tam olgun seftalilerden elde edilmis enzimde pH 6,2’de Km 14,3 mM
katesol ve Vm (maksimum hiz) 1,25 Abs/dak.mL olarak saptanmistir. Enzimin termal
inaktivasyon Kkinetigi 70 °C’de arastirllmistir. Her enzim ekstraktinin termal
inaktivasyon kurvesi, baslangicta dik bir dogru, sonra daha yatik bir dogru olmak Uzere
iki bolumden olustugunu belirlemislerdir. Bu nedenle seftali PPO enziminin isiya
direnci farkh iki izoenzimden olusugu sonucuna varmislardir. Baslangigtaki hat, 1siya
duyarh enzimin inaktivasyonunu, ikinci hat ise 1stya direncli enzimin inaktivasyonunu
temsil etmektedir. Isiya direncli fraksiyonun 70 °C’de inaktivasyonu birinci dereceden
reaksiyon kinetigine uymaktadir. . Reaksiyon hiz sabitleri (kq) ham, yari olgun ve tam
olgun seftalilerde sirasiyla 20,36, 23,17 ve 19,66 x 10%/dak olarak hesaplanmistir.
Toplam enzim aktivitesinde isiya direncli kismin orani, ham, yari olgun ve olgun
meyveler icin sirasiyla %83, %48 ve %55 oldugu belirlenmistir (Yemenicioglu ve
Cemeroglu 1998).

Bir baska calismada ise yine bir seftaliden (Prunus persica L. Batsch) elde edilen PPO
enziminin 1sil inhibisyonunda, pH’ nin etkisi incelenmistir. Optimum sicakhik degerleri
pH’ ya gore degismektedir. Ornedin 6,8’de optimum sicaklik 40 °C iken, pH4’de
optimum sicakhik 30 °C’dir. PPO enzimi 4 °C’ de pH 6-8 araliginda depolama siresi
boyunca stabil kalmistir. Fakat termal kinetik degerleri (z-D-k-Ea) pH 6.0 ve pH 8.0
degerlerine gore pH 6,8 degerinde daha stabil kalmistir. pH 6,8’de D60, D70, D80 ve
D90 degerleri sirasiyla 68,97; 12,82; 1,98; 0,83 olarak belirlenmistir. Bu pH’ da z
degeri 15,2 olarak bulunmustur. pH 6,8'de enzim aktivite 70 °C’ de 6nemli derecede
azalmis ve 9 dakikalik inkibasyondan sonra kalan aktivitesi %?20,36 olarak
belirlenmistir. 60 °© C'de ise 10 dakikalik inklibasyondan sonra aktivitenin yaklasik
%82,99'u kaldig tespit edilmistir. Enzimin 80 °C ve 90 °C'de ¢ok kararsiz oldugu ve
enzim aktivitesinin keskin bir sekilde azaldigi gdzlenmistir. 80 °C'de 2,3 dakika
inkibasyondan sonra kalan aktivite sadece 9%8,90 iken 90 °C'de 1 dakika

inkibasyondan sonra %7,73 olarak belirlenmistir (Liu vd., 2015a).
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Neves (2002), seftali (Prunus persica L.var. Rei da Conserva) suyundan iyonik olarak
bagh POD enzimini saflastirip 60, 65, 70, 75 °C olmak Uzere dort farkli sicakhk
degerindeki inaktivasyon miktarlarini belirlemistir. POD enzimi 60 °C’de stabil iken, 65
°C’de 60 saniyede %45’lik aktivite belirlenmis, 70°C’de 15 sn ve 75 °C’de 30 sn’de bu
aktivite degeri saptanmistir. 65 °C’de 4 dakika sonunda kalan aktivite %20 olarak
belirlenirken, 70°C’de 3 dakikada ve 75°C’de 1 dakikada POD enzim aktivitesinin
%95’nin kayboldugu belirlenmistir.

Bir baska calismada Jubileu cinsi et seftalisinden elde edilen PPO ve POD enziminin
termal inaktivasyonu incelenmistir. 70 °C’de 550 sn’de PPO enzim aktivitesinin
%95’nin kayboldugu ve POD aktivitesinin termal inaktivasyon sirasinda 50°C’nin
Uzerindeki sicakliklarda hizla azaldigi tespit edilmistir. 65 °C’de 150 sn’de POD
aktivitesinin % 95’i kaybolmustur. Sonu¢ olarak PPO enziminin POD’ dan daha
dayanikli oldugu tespit edilmistir. Bu calismaya goére Jubileu cinsi seftalilerin PPO
enziminin inaktivasyonu icin 4 dakika strenin uygun oldugu bildirilmistir (Lopes vd.,
2014).

Granada cinsi et seftalisinden ekstrakte edilen PPO ve POD enziminin 0zelliklerinin
incelendigi bir calismada, termal inaktivasyon degerleri tespit edilmistir. PPO enziminin
katesol varhiginda yapilan 55°C’nin (zerindeki sicakliklarda aktivitesinin hizlica
distigu gozlemlenmistir. 60°C’de 540 sn’de aktivitesinin %80’nin kayboldugu
gozlemlenmistir. Bu durumun nedeni olarak da enzimin yapisinin kovalent bag
icermeyip, hidrojen wander wals gibi zayif baglardan olusmasi gibi yorum getirilmistir.
Benzer bir durum POD enzimi icin gdzlemlenmistir. Fakat POD aktivitesi 45 °C’nin
uzerindeki sicakliklarda hizla azalmaktadir. Bu durum POD enziminin termal
stabilitesinin PPO’dan daha az oldugunu gostermektedir. Normalde POD enziminin
meyve ve sebzelerde isiya karsi en direngli enzimlerden bir tanesi oldugu ve 1sil
inaktivasyonda yaygin kullanilan bir indikatér olarak kullanildigi belirtilirken, bu

durumun seftali icin gecerli olmadigini ortaya koymaktadir (Toralles vd., 2005).
Goraldagu gibi 1sil islemler sirasinda belirlenen PPO ve POD aktiviteleri farklilhk

gostermektedir. Bu farkliliklar meyveye, meyvenin cesidine, ekstrakte edilen ¢dzeltinin

pH’ sina gore farklilik gostermektedir.
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2.4 Fourier Donustim Kizil Otesi (FTIR) Spektroskopisi

Meyve ve sebze Urunlerinde, proses ve depolama siresince kalite tizerine olumsuz etki
gosteren enzimleri inaktive etmek icin basta i1sil islem olmak Uzere bir¢ok farkli teknik
kullanilmaktadir. Uygulanan bu islemler sirasinda enzimin yapisi bozulmakta ve
inaktive olmaktadir. Kullanilan bu tekniklerden son yillarda 6ne ¢ikan ve enzim
invaktivasyon mekanizmasinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan tekniklerden
birisi de FTIR Spektroskopisidir (Haris ve Severcan 1999; Carbonaro ve Nucara 2010;
Severcan vd., 2001; Barth 2007).

2.4.1 Spektroskopi

Bir ornekteki atom, molekil ya da iyonlarin, bir enerji seviyesinden diizeyinden
digerine gegisi sirasinda absorplanan ya da yayilan elektromanyetik 1simanin élgtilmesi
ve yorumlanmasidir. Bu amacla kullanilan tim tekniklere spektroskopi teknikleri adi
verilir (Freifelder, 1982).

2.4.2 Elektromanyetik spektrum

Elektromanyetik spektrum, dalga boylari 10* cm’den baslayan kozmik isinlardan
yuzlerce metreyi bulan radyo dalgalarina kadar sayisiz miktarda isin ihtiva eden bir
sistemdir. Gorundr 151k, X-1sinlari, ultraviyole, infrared, mikrodalga ve radyo dalgalari
elektromanyetik 1sinim  cesitleridir. Elektromanyetik 1simanin tdrlerini  gésteren

elektromanyetik spektrum Sekil 2.3 de gosterilmektedir.

X-1smmi Ultravivole Mikro- (Radyo frekansi
daiga
il
’ e Vibrasyonal Mikleer magnetik
Ultraviyole Gorundr infrared AR
25pum <+ 15 pm 1m = 5m

kisa +——  dalgaboyu (i) —— uzun

yiksek -« frekans (v} - » disik

ylksek = enerji = digik

Sekil 2.3. Elektromagnetik spektrum
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infrared (IR) 1sinlarinin enerjileri, UV ve goriiniir bolge isinlarinin enerjilerine gore
oldukga disuktir. Bu enerji molekullerin elektronlarini uyaracak ve bunlari bir (st
enerji seviyesine gecirecek kadar biyik degildir. Yalnizca molekil igi titresimler ve
donme olusturmaya yetmektedir. Molekuller icerdikleri atomlarin cinsi ve bag
yapilarina gore de ¢ok cesitli titresimsel hareketler sergilemektedirler. Molekdllerin IR
isinlarini absorplamasi veya absorplamamasina gore elde edilen IR spektrumu analiz

edilen bilesiklerin molekiler yapisi ile ilgili bilgiler vermektedir (Freifelder, 1982).

2.4.3 Kizil 6tesi (infrared, IR) spektroskopi

"Kizil6tesi" terimi, dalga sayisi 12800-10 cm™ veya 0,78 ve 1000 um arasindaki
elektromanyetik spektrum araligini kapsamaktadir. Kizilétesi baglaminda, dalga boyu
yerine "dalga sayisi” kullanilmaktadir. Titresim frekansi sayisal olarak 6lgeklendirmeye
uygun olmadigi icin dalga sayisi kullanimi tercih edilir. Kizil6tesi spektroskopisi,
molekildeki atomlarin titresimlerini temel alan bir tekniktir. Molekullerdeki kimyasal
baglar, enerji seviyelerine karsilik gelen, titrestikleri belirli frekanslara sahiptir. Bu
titresim frekanslari atomlarin kitlesi, molekulin sekli (geometrisi) ve baglarin glci
tarafindan belirlenmektedir (Karoui vd., 2008).

Molekdilleri olusturan atomlar sirekli bir hareket icinde olduklarindan, molekilin
Oteleme hareketleri, bir eksen etrafinda donme hareketleri ve bir kimyasal bagin
uzunlugunun periyodik olarak azalip ¢cogalmasina veya molekuldeki acilarin periyodik
olarak degismesine neden olan titresim hareketleri dogar. Bu molekil ici kompleks
olaylar fonksiyonel gruplari (metil, metilen, karbonil, amid, hidroksil gibi) tarafindan
karakterize edilir. Molekiillerde ortaya ¢ikan titresimler, gerilme ve egilme hareketlerini

olusturur.

Titresme hareketleri:

1) Gerilme (Streching): iki atom arasindaki bag ekseni boyunca atomlar arasi uzakhgin
degistigi titresimler

2) Egilme (Bending, diizlem ici ve disi): Iki ba§ arasindaki acilarin en az birinin

degistigi titresimler olarak tanimlanmaktadir. Temel titresim hareketleri Sekil 2.4°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. Dogrusal triatomik molekuller (A) ve dogrusal olmayan triatomik
molekdllerdeki bazi titresimlerinin sematik gosterimi (B) (Arrondo vd., 1993).

IR spektrum g gruba bolunur:
Yakin infrared (NIR): NIR bolgesi 12.500 ila 4000 cm™? (0,8-2,5 pm)
arasindadir. NIR spektroskopisi, numunenin, 6ncelikle OH, CH, NH ve CO
gruplarinin molekdlindn titresim gecislerinin asiri tonlarina ve kombinasyon
bantlarina karsilik gelen spesifik frekanslari emdigi bir 1sik kaynagi ile calisir.
Orta infrared (MIR): Elektromanyetik spektrumun MIR bélgesi 4000 ve 400 cm
1 (2,5-50 mm) arasindadir ve temel molekiler gerilme ve bikme titresim
frekansi ile iliskilidir.
Uzak infrared (FIR): FIR bolgesi 200 ila 10 cm™ (50-1000 um) arasindadir.

Analitik uygulamalarda en ¢ok kullanilan boélge, orta IR 1sinin bir bélimi olan 4000-
670 cm™veya 2,5-15 um araligindaki kisimdir. Orta kizil6tesi spektrumu (4000-400 cm”
1y yaklasik olarak dort bolgeye béluinebilir ve bir grup frekansinin dogasi genel olarak
bulundugu bolge ile belirlenebilir. Bolgeler; X-H (O-H, C-H ve N-H ) gerilme bolgesi
(4000 - 2500 cm™), iiclii ba§ (C=C, C=N) boélgesi (2500 - 2000 cm™), ¢ift ba§ (C=C,
C=0 ve C=N) bolgesi (2000 - 1500 cm™) ve parmak izi bolgesi (1500 - 600 cm™)
olarak adlandirilmistir (Stuart, 2004). MIR bdlgesinde belirlenen bag tipi ve belirlendigi
dalga sayisi Cizelge 2.2’ de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.2. MIR bolgesinde belirlenen bag tipi ve belirlendigi dalga sayisi (Stuart,

2004).
Bag tipi Dalga Sayisi (cm™)

O-H 3600-3200
N-H 3500-3200
C-H ~3000
C=C 2250
C=N 2250
C=0 1800-1650 (Genellikle 1700)
C=C 1650

1600-1500

Infrared spektroskopisinin en ¢ok kullanildigi alan organik bilesiklerin tanimlanmasidir;
bu maddelerin spektrumlarinda maximum ve minumumlarin oldugu absorpsiyon
bantlart bulunur ve bunlar, maddelerin birbirleriyle kiyaslanmasina olanak verir.
Gergekte bir organik maddenin spektrumu onun fiziksel 6zelliklerinden biridir ve optik
izomerler disinda teorik olarak ayni absorpsiyon spektrumu verebilen iki farkli madde
yoktur. Bu nedenle her bir molekilin IR spektrumu kendine hastir ve o molekilin
taninmasi veya tanimlanmasinda kullanilir. Bu sebeple her bilesik icin IR ile elde edilen
spektruma IR parmak izi (Finger print) adi verilir.
IR spektrometreleri temel olarak 2 grupta toplanir.

1. IR bolgenin belirli bélgelerinde analiz imkéni veren spektrometreler

2. Yapisinda bulunan interferometreler sayesinde IR bdélgenin tamaminda analiz

yapabilen Fourier transform spektrometreler.

2.4.4 Fourier dontsum kizilétesi (FTIR) spektroskopisi

FTIR spektrometresi, IR spektrometrenin gelismis bir seklidir. IR spektrometrisi cift
1sin yollu olarak dizayn edilmistir. FTIR da ise IR kaynagindan gelen 1sin tipki glines
isinlarinin kirinima ugrayarak gokkusagini olusturmasi gibi difraksiyon prizmalari ile
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farkli frekansta IR isinlarina donustirilmektedir. Ornek hiicresinden gegen her bir
frekanstaki IR 1sin1 dedektdrde kaydedilerek analiz edilen 6rnege ait IR spektrumu elde

edilir.

FTIR spektrometresi geleneksel IR spektrometrelere gore;
Cok daha hizli analiz imkani sunmaktadir. Geleneksel IR spektrometrelerinde
dakikalar suren analizler FTIR ile saniyeler igerinde gerceklesmektedir.
Bu cihazlarin optik dizayni geregi sinyal gurulti dizeyi ¢ok disik ve hassasiyeti
de cok yuksektir.
interferometreleri icinde sadece bir tane hareketli parcasi (hareketli ayna)
bulundugu icin mekanik olarak basittir ve ariza yapma olasthgi disiktir.
Diger birgok cihazin sihhatli ¢alismasi igin gerekli olan ve belli araliklarla
yapilmasi gereken kalibrasyon islemine FTIR da gerek duyulmaz.
Ayni materyalden yapilmis i1sin kaynagi hem IR hem de FTIR spektrometresinde
kullaniimaktadir. Ancak IR spektrometresindeki monokromatoriin yerini FTIR

spektrometresinde interferometre almistir.

FTIR spektroskopisi incelenmek istenen 6rnek makromolekilleri fonksiyonel
gruplarinin titresimlerinden kaynaklanan yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel
bilgilerin elde edilmesini saglayan bir tekniktir. Bu spektroskopik teknik, boyama,
isaretleme gibi ek maddelerin kullanimini iceren uzun érnek hazirlama prosedurlerine
gerek duyulmadan, 6rnege zarar vermeden, hizli, hassas ve etkin sonuglarin goreceli
olarak daha ucuz bir bigcimde elde edilmesini saglamasi bakimindan diger tekniklerle

karsilastirildiginda daha avantajlidir.

FTIR spektroskopisi, elde edilen parmak izi benzeri bilgiler isiginda molekdllerin
fonksiyonel gruplarinin tespit edilmesi ve dolayisiyla farkli doku yapilarinin ayirt
edilmesine olanak saglamaktir. Bu teknik kullanilarak, doku ve hiicrelerde lipit, protein,
DNA, RNA gibi biyomolekillerdeki fiziksel, dérnegin yapisal, degisimlerin izlenmesi
mumkin olabilmektedir. Bu bilgiler, dncelikle dogru bant tanimlamalarinin yapiimasi,
sonrasinda ise ilgilenilen bantlarin bant pozisyonu, sinyal siddeti/alani ve bant genisligi

degerlerinin hesaplanmasi ile elde edilebilir.
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FTIR spektrumlarindan kimyasal konsantrasyon, kompozisyon, konformasyon ve
icerilen fonksiyonel gruplar gibi pek c¢ok Kkalitatif ve Kkaltitatif bilgi elde etmek
mimkunddr. Buna ilaveten, bir érnekteki molekillerin kompozisyonu sinyal siddeti ya
da ilgili bantlarin alanlarinin oranlarinin hesaplanmasi ile (doymamis lipitlerin doymus
lipitlere ya da lipitlerin proteinlere orani gibi) hizla analiz edilebilir. Bunun yani sira,
kontrole karsi olarak yapilan Olcumlerde ana protein bantlarinin (amid 1) frekans
degerlerindeki kaymalar ise proteinlerin yapilarinda olusabilecek degisimleri isaret eder.
FTIR spektroskopisinin diger énemli bir avantaji ise protein ikincil yapilarinda olusan
bu degisimlerin 1650 cm ve 1550 cm™ civarinda gozlenen sirasiyla amid | ve amid 1
ana protein bantlari kullanilarak detayli olarak incelenebilmesidir (Mantsch 2001).

Amid | bandi, proteinlerin ikincil yapisinin analizi icin en yararh kizil6tesi banttir.
1700-1600 cm™ arasinda meydana gelir. Amid | bandi, diizlemde N-H egilme ve C-N
gerdirme modlarina bagh olarak, amid grubunun C = O gerilme titresiminin%80'ini
temsil eder. Bu titresimin tam frekansi, C = O ve N-H gruplarini iceren hidrojen baginin
niteligine baglidir ve bu, protein tarafindan benimsenen belirli ikincil yapi ile belirlenir.
Proteinler genellikle farkli konformasyonlarda polipeptit fragmanlari iceren cesitli
alanlara sahiptirler. Amid | bandi, a-sarmal, 3-yapilari, donusler ve rastgele yapilardan

olusur.

Amid Il bantlar esasen N-H bukilmesini (%60) ve bazi C-N gerilimi (%40) temsil
etmektedir. Amid | bandinda oldugu gibi, amid Il bandina proteinin ikincil yapisina
bagli bilesenlere ayrilmak mimkiindiir. Amid 11 bandi 1550 cm™'de g6zlenmistir (Stuart
ve Ando 1997, Stuart 2004).

FTIR spektroskopisinin en dnemli dezavantaji suyun kizilotesi dalga boyunda kuvvetli
bir sinyal vermek suretiyle FTIR spektrumunda baskin olmasi ve biyolojik sistemlerde
basta protein bantlari olmak (zere bazi bantlari maskelemesidir. Buna Kkarsilik
orneklerdeki pikleri elde edebilmek icin sulu ortamda c¢ekilen 6rnek spektrumlarindan
kullanilan tampon ¢o6zelti spektrumunun dijital olarak cikarilmasi ile uygulanan fark
spektroskopisi yontemi uygulanmaktadir.

Fark spektroskopisi yontemi uygulandiktan sonra Amid | ve Amid Il bandlari elde

edilmektedir. Absorbans spektrumunda, 1653 cm™’de pik veren bilesen Amid I, 1550

17



cm™®” de pik veren ise Amid Il olarak belirlenmektedir. Sulu ortamda proteinlerin ikincil
yapisinin analizi igin en yararli kizilotesi bant, yaklasik 1700 ila 1600 cm™ arasinda
olusan amid 1 bandidir. Proteinler genellikle farkli konformasyonlarda polipeptit
fragmanlari iceren cesitli alanlar icerir. Sonu¢ olarak, gdzlemlenen Amid | bandi
genellikle, sarmallari, B-yapilarini, donislerini ve rastgele yapilari iceren kompleks bir
yapidir (Stuart 2004).

Amid | ve / veya amid Il band boélgelerini analiz ederek, a-sarmal, B-yapisi ve rasgele
bobin yapisi gibi her yapr elemaninin yuzdesini hesaplayabiliriz. Cizelge2.3,
proteinlerin sekonder yapilari ile I ve Il amidlerinin frekanslari arasindaki iliskileri

gostermektedir.

Cizelge 2.3. Protein ikincil yapisi ve and amid | —amid Il bandlarinin dalga sayisi

(Stuart 2004).

_— Infrared
Ikincil yapi i

Amid | Amid 1l
a-sarmal (a-helix) 1655~1650 ~1540
-yaprak yapl - | ~1690, 1680~1675,
B-yaprak yapi (B 1550
sheet) ~1640, ~1630
Tesadlfi ~ kivrimlar

1655~1645 1535~1530

(random coil)
B-donus (B-turn) ~1680, ~1660, ~1640
Toplanmis - yaprak

yap! (aggregated [- | ~1620
sheet)

Bununla birlikte, amid | ve amid Il bantlarinin detayli kantitatif analizi icin cesitli
spektral analiz yontemleri onerilmistir. Cogu, ikinci tirev veya dekonvile edilmis
spektrumlarda zirve atamalarina dayanan frekans tabanli yontemlerdir.ikinci tiirev ve
dekonvilusyon bant ¢ozunarlagini arttirir, bir proteindeki farkli yapilari tanimlamayi
ve protein denatlrasyonuyla olusturulan yapisal degisiklikleri izlemeyi saglar. Sekil
2.5°de bir amid | bandinin orijinal, dekonvile edilmis ve turev spektrumlarini
gosterilmektedir (Stuart ve Ando 1997).
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Sekil 2.5. Amid-I bandinin orjinal, dekonvilasyon ve tlrevlendirilmis spektrumlari
(Stuart and Ando 1997).

Farkli protein sekonder yapilarinin (o-sarmal, B-yaprak vb.) niceliksel miktarlarini
belirlemek icin egri uydurma, kismi en kiglk kareler analizi, faktor analizi ve sinir
aglart (NN) kullanilir. Kantitatif analiz icin egri uydurma sikhkla kullanilir. Sekil 2.6,
egri uydurma islemini gostermektedir (Severcan vd., 2001, Stuart 2004, Carbonaro ve
Nucara 2010). Kismi en kugik kareler (PLS) yontemleri matris islemleri igerir ve faktor
analizi (FA) yontemleri, bir veri kiimesindeki varyansi modellemek igin fonksiyonlari
kullanir (Stuart 2004). Yapay sinir aglart (NN), FTIR spektrumlarindan proteinlerin
ikincil yapisini tahmin etmenin etkili bir yolu olarak bildirilmektedir (Severcan vd.,
2001).
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Sekil 2.6. Kizil6tesi bandin egri uydurma gosterimi (Stuart 2004).

Literatlirde protein ve enzimlerin ikincil yapisina degisik faktorlerin etkisinin FTIR
spektroskopisi kullanilarak incelendigi birgok calisma bulunmaktadir (Severcan ve
Haris, 2003; Gllseren vd., 2007; Jung 2008; Huang vd., 2011). Fakat gida kaynakli
enzimlerin yapisal degisiminin  FTIR spektroskopisi kullanilarak incelendigi
arastirmalar sinirh sayidadir. Weemaes vd. (1997) mantar kaynakli PPO enziminin
sicaklik ve basing etkisi ile degisimini FTIR spektroskopisi kullanarak incelemislerdir.
Termal inaktivasyonun aktif bolgedeki kiglk bir degisiklikten mi yoksa genel bir
konformasyon degisiminden mi kaynaklandigini belirlemek icin FTIR spektroskopisi
genel bir konformasyon degisiminden kaynaklandigini yani geri dénustimsiiz oldugunu
belirlemiglerdir. Ayrica FTIR spektroskopisi ¢alismalari sonucunda sicaklik ve basincin

neden oldugu denattirasyonun birbirinden farkli oldugunu rapor etmislerdir.

Benzer sekilde lipoksigenaz enzimine basincin etkisi FTIR kullanarak belirlenmistir
(Heinisch vd., 1995). Soya fastlyesinden ekstrakte edilen lipoksigenaz enzimi Gzerinde
1,2 Gpa’a kadar cesitli basing degerleri uygulanip, amid | bandindaki degisiklikler
saptanmistir. Yapilan calismalarda 600 Mpa’da amid | bandinin kaymasi proteinin
ikincil yapisinda anlamli bir degisiklik oldugu yorumunu getirmistir. Bant genisligi
Uzerinde yapilan calismalar bu anlaml degisikligin geri dénlsimsiz oldugunu ortaya
koymustur. 600 Mpa 30 dk 40 °C’ da yapilan calisma ile lipoksigenaz enzim
aktivitesinin belirgin sekilde azaldigini dogrulamistir. Bu bantlarin incelenmesi ve
calismanin dogrulanmasinda FTIR yonteminin oldukca etkili bir yontem oldugu

belirtilmistir.
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Yi vd. (2012) mantar kaynakli PPO enzimine yuksek hidrostatik basincin etkisini
incelemek icin FTIR kullaniimis ve egri uydurma (curve fitting) yontemini kullanarak
ikincil yapi icerigini ylizde olarak belirlemislerdir. PPO’In ikincil yapisinda belirleyici
olan a-sarmal miktarinda, uygulanan yiiksek basing¢ sonucunda énemli miktarda azalma
olmustur. Yuksek basing uygulanan ve uygulanmayan enzimin ikincil yapilan
arasindaki onemli farkin, basing, farkl sicaklik, PPO’In konsantrasyonu ve spektrum
analiz metot yonteminden kaynaklanabilecegi gibi yorumlar yapilmistir. Sonug olarak
mantar PPO’ sunun yogunlugu ylksek basin¢ sonucunda azalmis, enzimin Gguncul

yapisinin degistiginin gostergesi olan, egride kirmizi bir kayma gézlemlenmistir.

Yine mantar PPO enzimine 1sI ve termosonikasyonun etkisinin incelendigi ¢alismalarda
enzimin yapisal degisimi FTIR kullanilarak belirlenmis ve uygulanan 1sil islem ve
termosonikasyonun enzimin ikincil yapisi Gzerinde geri donisimsiz bir inaktivasyona
neden oldugu gozlenmistir(Baltacioglu vd., 2015; Baltacioglu vd., 2017). Termal
inaktivasyon sonucunda onemli yapisal degisiklikler 40 °C’den sonra gozlenmis ve
sicaklik arttikca a-sarmal ve B-yaprak yapilarin azaldigi, B-donds ve tesadifi kivrimlar
protein denatlirasyonunu gosteren topaklanmis [ yapilarin arttigi  gézlenmistir
(Baltacioglu vd., 2015).

Sut pihtilastirict enzimler Gzerinde yuksek basincin etkisinin incelendigi bir baska
calismada enzimin ikincil yapisindaki degisim FTIR kullanilarak belirlenmistir (De
Castro Leite Junior vd., 2017). Bu calismada farkl kaynakli sut pihtilastrici enzimlerin
(deve kimozini, dana renneti, domuz renneti, domuz pepsini, Rhizomucor miehei’den
proteaz) aktif olduklari sartlarda ve tim enzimler icin inaktivasyon kosullar altinda (600
MPa/10-min/25 °C) yiksek basincin enzimlerin yapisal degisiklikleri Uzerinde etkisi
incelenmistir. Bunun sonucunda genel olarak, aktivasyon kosullarinda yliksek basincin
etkisinin bulundugu tespit edildi. Enzimlerin ikincil yapisinda 6nemli degisiklikler
g6zlenmistir. Enzimlerin Amid | bdlgesinin ikincil tlrevinin incelenmesinde ana
degisikligin a-sarmalda oldugu sonrasinda tesadifi kivrimlar, B-dénis ve [ yapilarda
oldugu belirtilmistir. Sonu¢ olarak, yiksek basing aktivasyon kosullari altinda bile st

pthtilasma enzimlerinin etkilendigi belirtilmistir.
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BOLUM III

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyal

Bu calismada kullanilan taze seftali (Prunus persica L. var. Monroe) Nigde Omer
Halisdemir Universitesi Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiltesi Arastirma ve
Uygulama Bahcesinden saglanmistir. Meyveler, enzim ekstrakti eldesinden 6nce 4°C

sicaklikta depolanmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Enzim ekstraktinin hazirlanmasi

Seftaliden enzim ekstrakti elde etmek amaciyla, PPO ve POD enzimleri icin iki farkh
ekstrakt hazirlanmistir. Oncelikle bir miktar seftali (tim halde) iyice yikandiktan sonra
cekirdekleri cikariimis ve bes-alti parcaya bolinmustir. Bundan yaklasik 200 g kadar
tartihp beher icine aktarilmistir. PPO igin Uzerine daha 6nce buzdolabinda sogutulmus
50g/L PVPP (Polyvinylpolypyrrolidon) iceren 50 mM (pH=6,5) potasyum fosfat
tamponu 400 mL olarak eklenmistir. POD igin (zerine daha 6nce buzdolabinda
sogutulmus 50g/L PVPP iceren 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH = 6) 400 mL
olarak eklenmistir. El blender (Arnica orbital mix, Turkiye) calistirilarak seftaliler bu
soguk tampon c¢oOzelti icinde parcalanmistir. Elde edilen karisim sekiz katmanli
tilbentten suzilmis ve stzuntu 2057 x g, 15 dakika ve 4°C’ de santrifuj (Nlve marka
NR 800R model, Turkiye) edilmistir. Santriftij sonunda kati kisim atilmis, geriye kalan
ham protein ekstraktini igeren sivi enzim ekstrakti olarak kullaniimistir. Elde edilen
ekstraktlarin bir kismi kontrol olarak ayrilmis ve analizlerin yapilmasi icin hava
almayacak sekilde agzi sikica kapatilan bir sise icinde -18°C sicaklikta analiz anina
kadar depolanmistir. Geri kalan enzim ekstraktlarina 1sil islem uygulanmis ve

sonrasinda aktivite ve yapisal analizler gerceklestirilmistir (Liu vd., 2015b).
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3.2.2 Isilislem uygulamasi

Elde edilen enzim ekstraktlar farkli sicaklik ve strenin etkisini belirlemek icin isil
isleme tabi tutulmustur. Enzim ekstraktlari 50 ml hacme sahip santrifuj tupu icgine
konularak, su banyosu (Yuksel Kaya Makine, YKM-AS209, Tirkiye) icine
yerlestirilmistir. Orneklere farkli sicakliklarda (40, 50, 60 ve 70°C) ve farkl surelerde
(10, 20, 30 dakika) 1sil islem uygulanmustir. islem boyunca 6rnek sicakhgi dijital
sicaklik olger kullanilarak kontrol edilmistir. Ornek sicakligi istenen degere ulastiginda
i1sil islem baslatilmistir. Ornekler enzim aktivitelerinin 6lgtimi icin isil islemin hemen
sonrasinda buzlu su banyosuna alinmistir. Her bir uygulama u¢ kez tekrarlanmistir.
Ikincil yapi analizi igin hava almayan bir sise icinde -18°C sicaklikta analiz anina kadar

depolanmustir.

3.2.3 Kalan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

3.2.3.1 Kalan PPO aktivitesinin belirlenmesi

Inaktivasyon sonunda PPO enzim aktivitesi 6lciimleri spektrofotometrik yontemle
belirlenmistir. Bu amagla Thermo Scientific marka Evolution 300 model (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA) spektrofotometre kullaniimistir. PPO enzim
aktivitesi 420 nm dalga boyunda absorbans artisi 6lctlerek belirlenmistir. Enzim
aktivitesi tayini icin, 2 ml 50 mM (pH=6,5) potasyum fosfat tamponu ve 0,3 ml fosfat
tamponu (pH=6,5) i¢inde ¢6ziinmis 0,25 M katesol (Sigma) solusyonu karisimina 0,3
ml ekstrakt eklenmis, vorteks ile karistirildiktan sonra absorbans degerleri 3 dakika
boyunca 5 saniyede bir kaydedilmistir. Aktivite dlcim sicakhgr 25 + 2°C’dir. PPO
enzim aktivitesi zamana karsi ¢gizilen Aso grafiginin ilk dogrusal kisminin egiminin
belirlenmesiyle, birim zamanda absorbanstaki 0,001’lik degisim olarak ifade edilmistir.
Kalan enzim aktivitesi kontroltin aktivitesine oranla ytzde olarak ifade edilmistir (Sun
ve Song, 2003).

3.2.3.2 Kalan POD aktivitesinin belirlenmesi

Inaktivasyon sonunda POD enzim aktivitesi dlciimleri spektrofotometrik yontemle

belirlenmistir.  Bu amacla Thermo Scientific marka Evolution 300 model
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spektrofotometre kullanilmistir. Peroksidaz aktivitesi substrat olarak pirogallol
kullanilarak belirlenmistir. 1 mL 6rnek, 1,52 mL 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH
6.0), 0,32 mL %5 pirogallol ve 0,16 mL 0,147 M H»O: karistiritimistir. Reaksiyon H20-
ilavesi ile baslatilmis ve absorbansdaki artis 3 dakika boyunca 5 saniyede bir
kaydedilmistir. Aktivite 6l¢im sicakligi 25 + 2°C’dir. Enzim aktivitesi zamana karsi
cizilen Aso grafiginin ilk dogrusal kisminin egiminin belirlenmesiyle, birim zamanda
absorbanstaki 0,001’lik degisim olarak ifade edilmistir. Kalan enzim aktivitesi

kontrollin aktivitesine oranla ylzde olarak ifade edilmistir (Abid vd., 2014).

3.2.3.3 D ve z degerinin hesaplanmasi

Farkli sicakliklarda uygulanan 1sil islem suresinin PPO ve POD enzimlerine etkisini
degerlendirmek ve PPO ve POD enzimlerinin isil direnclerini karsilastirmak icin D ve z
degeri hesaplanmistir. D degeri, desimal azalma zamani olarak da adlandiriimakta ve
sabit bir sicaklikta enzim aktivitesinde % 90’k bir azalma elde etmek icin gerekli olan
siire olarak tanimlanmaktadir. D degeri, log (E/Eo)’In zamana Karsi gizilen grafiginin
egiminden hesaplanmaktadir. Bu grafigin egimi 1/D’ye esittir. z degeri, desimal azalma
stresinin (D) sicakliga bagimliligini ifade eden ve enzimin isil direncini yansitan bir
parametredir. z degeri, D degerinde bir log’lik azalma saglamak i¢in (% 90 oraninda)
gerekli olan sicakhk artisidir. Sicakhga karsi LogD grafigi cizilerek elde edilen

dogrunun egimi 1/z’yi vermektedir.

3.24 Enzim inaktivasyon mekanizmasinin FTIR spektroskopisi kullanilarak

belirlenmesi

Enzim inaktivasyon mekanizmasi Fourier Donlistim Kizil Otesi (FTIR) spektroskopisi
kullanilarak belirlenmistir. Orneklerin absorbsiyon spektrumu Nigde Omer Halisdemir
Universitesi Merkezi Laboratuvarinda bulunan ATR hiicresine sahip FTIR
spektroskopisi (Bruker, Almanya) kullanilarak, 2 cm™ c¢oziiniirliikte 128 tarama
yapilarak 1400-2200 cm™ bélgesinde elde edilmistir. Havanin spektrumu arka plan
olarak kaydedilmis ve spektrumlardan otomatik olarak ¢ikariimistir. Orneklerdeki suyun
protein bantlarini kapatmasindan dolayr tampon ¢0zelti sahit olarak kullaniimis ve
OPUSNT (Bruker Optics, Reinstetten, Germany) programi kullanilarak 6rnek

spektrumlarindan bu spektrum cikarilarak protein bantlari elde edilmistir. Cikarma
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isleminde 2125 cm™* civarinda bulunan su bandi diizlestirildi. Protein bantlarinda ikincil
yapinin analizi i¢in bantlara Fourier self dekonviilasyon (FSD) uygulanmistir. Fourier
self dekonvoliisyonda absorbans spektrumu icin yarim bant genisligi 8 cm™ ve
¢cozinarlik arttirma faktéra k = 2,4 olarak kullaniimistir. Ayristirilmis spektrumlar
Lorentz bant profillerine gore diizenlenmistir. Egri uydurma analizi Grams 32 (Galactic
Industries, Salem, NH, USA) yazilimi kullanilarak yapilmistir. Alttaki gruplarin
sekilleri Gaussian olarak secilmistir. Yinelemeler korelasyon 0.995'ten daha iyi olana

kadar gerceklestirilmistir (Baltacioglu vd., 2015).

3.2.5 Iistatiksel analiz

Veriler Minitab 16 (Minitab Inc.State College, PA, ABD) paket program kullanilarak %
95 guvenlik arahginda analiz edilmis, verilerin analizinde tek yonli ANOVA

kullaniimistir. ~ Gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek icin

Tukey’s ¢coklu karsilastirma testi yapiimistir. Her bir deney ¢ kez tekrarlanmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 1sil islem Sirasinda Seftali PPO inaktivasyonu

PPO, bitkilerde enzimatik esmerlesmenin ana nedeni olan en énemli enzimlerden
biridir. Enzimatik esmerlesme, o-difenollerin, molekiler oksijen varliginda PPO enzimi
tarafindan stabil olmayan kinonlara oksidasyonunun bir sonucudur. o-kinonlar yiiksek
derecede reaktif bilesiklerdir ve diger fenoller ve fenolik olmayan bilesiklerle
reaksiyona girerek kahverengi pigmentler olusturmaktadir. Bu reaksiyonlar, gida
urtnlerinin lezzetini, rengini ve besleyici degerini degistirebilmektedir. Bu nedenle,
gida islemede Ozellikle meyve suyu sektérinde PPO aktivitesinin kontroll dnemlidir
Cemeroglu vd., 2001).

PPO aktivite 6lciimiinde, substratin harcanma veya rtin olusum orani belirlenmektedir.
Reaksiyon hizlarinin élgtilmesi igin en kolay yontem trtin olusumunun belirlenmesidir.
Uriin olusumu, kinonlardan olusan renkli bilesiklerin optik yogunlugunun 6lgiilmesiyle
spektrofotometrik olarak belirlenmektedir. PPO aktivite 6l¢imiinde en uygun substrat
katesoldur (Toralles vd., 2005). PPO aktivite 6lcimiinde kullanilacak optimum substrat
konsantrasyonu, farkli substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hizlari belirlenerek
Olctulmastir. Elde edilen sonuglara gore, enzim aktivitesinin belirlenmesi igin optimum
substrat konsantrasyonu 0,25 M katesol olarak secilmistir. Substrat sollisyonu i¢indeki

katesol konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi Sekil 4.1'de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Farkli katesol konsantrasyonlarina karsi reaksiyon hizi grafigi

Isil islem, enzimleri inaktive etmek icin meyve suyu Uretiminde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ekstrakte edilen seftali PPO enziminde, isil islem su banyosunda sabit
sicaklikta gerceklestirilmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi numuneler deney sicakligina
ulastigl anda, zamanlama baslatiimis ve kalan enzim aktivitesi kontrolin aktivitesine
oranla yiizde olarak ifade edilmistir. Sicakhgin enzim aktivitesi (zerine etkisini
belirlemek icin farkli surelerde 1sil islem uygulanmistir. Buna gore seftali PPO enzimi
icin farkli sicaklik ve silrelerde belirlenen kalan enzim aktivitesi Sekil 4.2° de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. Isil islem stiresince seftali PPO enziminin kalan enzim aktivitesi

Grafige gore, 40 ° C sicaklikta, 1sil islem uygulamasi boyunca 30 dakikalik sirede
enzim aktivitesinde hafif bir disus gézlenmistir. 40 ° C’de kalan enzim aktivitesi, 10,
20 ve 30 dakikalik 1sil islemden sonra sirasiyla %61,23 + 0,11; %56,93 + 0,1 ve %37,63
+ 0,07 olarak saptanmistir. 50 °C ile 70 °C arasinda, daha yiksek inaktivasyon
saglanmistir. Seftali PPO inaktivasyon oraninin sicakliga bagl oldugu ve artan sicaklik
ve zaman ile arttigi belirlenmistir (p <0.05).Ayrica zaman ve sicaklik arasinda 6nemli
bir etkilesim (p <0.05) oldugu gézlenmistir. Kalan enzim aktivitesi,50°C sicaklikta isil
islemden sonra artan surelerde sirasiyla %36,21+ 0,07; %25.84+ 0,05; %15.61+ 0,03
olarak saptanmistir. 60 °C sicaklikta 30 dakika sonunda % 99'luk inaktivasyon, tespit
edilmistir. Ayni sicaklikta 10 ve 20 dakika sonunda kalan enzim aktivitesinin sirasiyla
%5,17+ 0,45 ve %2,8+ 0,13 oldugu gozlemlenmistir. 70 °C sicaklikta 10 dakika
sonunda % 99'luk inaktivasyon, tespit edilmistir.

Benzer sekilde yapilan bir calismada Hale Haven seftalisinde 30-55°C arasindaki
sicakliklarin 5 dakika suren etkisinin, PPO enzim aktivitelerini ¢cok az duzeyde
distrdigu, buna ragmen 55°C’niniizerindeki sicakliklarda inaktivasyonun c¢ok
hizlandigi belirlenmistir. 70 °C’ de 5 dakikalik isil islem ile kalan aktivite % 21 olarak

saptanmistir (Yemenicioglu ve Cemeroglu 1998). Bir baska ¢alismada Jubileu cinsi et
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seftalisinde 70 °C’ de 550 sn’ de PPO enzim aktivitesinin %95’ nin kayboldugu
gOzlenmistir (Lopes vd., 2014). Granada cinsi et seftalisinden ekstrakte edilen PPO
enziminin katesol varliginda yapilan 55 °C’ nin Uzerindeki sicakliklarda aktivitesinin
hizlica distigi gozlemlenmistir. 60 °C’ de 540 sn’de aktivitesinin %80’ nin
kayboldugu belirlenmistir (Toralles vd., 2005, Liu vd., 2015a) seftaliden (Prunus
persica L. Batsch) elde edilen PPO enziminin isil inhibisyonunda, pH 6,8" de kalan
enzim aktivitesini 70 °C’de 9 dakikalik inkiibasyondan sonra % 20,36; 60 ° C'de ise 10
dakikalik inkibasyondan sonra aktivite yaklasik% 82,99 olarak tespit etmistir.
Goruldigu gibi  yapilan c¢alismalarda 50 °C’nin (zerindeki sicaklhiklarda PPO
inaktivasyonu hizlanmaktadir fakat farkli seftali cesitlerinden elde edilen PPO
enziminin sl direnci farkhhk gostermektedir. Bu calismada bulunan sonuclar

literatiirde belirlenenler sonuglar ile uyumlu bulunmustur.
PPO enzimi igin, farkh sicaklikta uygulanan isil islemin etkinligini incelemek D degeri
ve enzimin 1sil direncini belirlemek igin z degeri hesaplanmis ve degerler Cizelge 4.1

de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Isil islem ile PPO inaktivasyonu i¢in D ve z degerleri

Sicaklik (°C) D-degeri (dak)
40 175,80
50 89,61
60 36,61
70 23,91
z degeri (°C) 3,35

Sonuglar incelendiginde uygulanan sicaklik arttikga D degerinin azaldigi gozlenmistir.
Benzer sekilde Liu vd. (2015a) seftaliden (Prunus persica L. Batsch) elde edilen PPO
enziminin 1sil inhibisyonunda, D degerlerinin sicaklik arttikca azaldigini ve pH 6,8’ de
Deo, D70, Dso ve Dgo degerlerini sirasiyla 68,97; 12,82; 1,98; 0,83 dakika olarak
belirlemistir. Jubileu cinsi et seftalisinde PPO enzim icin Deo degeri 17,3 dakika olarak
bulunmustur (Lopes vd., 2014). D degerleri karsilastirildiginda farkliliklar gézlenmis,

bu durum PPO enzimi 1sil direncinin seftali cesidine bagl oldugunu géstermektedir.
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4.2 1sil islem Sirasinda Seftali POD inaktivasyonu

Seftali POD enzimi icin farkh sicaklik ve sirelerde belirlenen kalan enzim aktivitesi
Sekil 4.3’ de gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. Isil islem siresince seftali POD enziminin kalan enzim aktivitesi

Kalan enzim aktivitesi de@erleri incelendiginde seftali POD enziminin, PPO enzimine
kiyasla 1siya daha direncli oldugu gorilmektedir. Ozellikle diisiik sicaklilarda (40 ve 50
°C), POD enzim aktivitesinde Olctlen azalmanin yiksek sicakliklar ile
karsilastirildiginda daha yavas oldugu gozlenmistir. Seftali POD’ inin kalan enzim
aktivitesi, 40 ° C’de, 10, 20 ve 30 dakikalik 1sil islemden sonra sirasiyla %79,89 + 0,6;
%76,18 £ 0,57 ve %75,91 + 0,57 olarak saptanmistir. 50 ° C’de, 10, 20 ve 30 dakikalik
1sil islemden sonra sirasiyla %63,32 + 0,47; %46,34 £ 0,98 ve %41,98 + 1,09 olarak
Olctlmastir. Buna ragmen, 60 °C ve 70 °C’de, inaktivasyon hizi artmistir. Seftali POD
inaktivasyonu, PPO enziminde oldugu gibi sicakliga baglidir ve artan sicaklik ve zaman
ile artis gozlenmistir (p <0.05). Kalan enzim aktivitesi 60 ° C’de, 10, 20 ve 30 dakikalik
1sil islemden sonra sirasiyla %10,24 + 0,32; %6,86 £ 0,11 ve %6,42 + 0,54 olarak
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belirlenmistir. 70 °C sicakhkta 10 dakika sonunda kalan enzim aktivitesi %2,3 + 0,12

olarak saptanmistir ve 20 dakika sonunda % 99'luk inaktivasyon tespit edilmistir.

Benzer sekilde yapilan bir calismada seftali (Prunus persica L. var. Rei da Conserva)
suyu POD enziminde 65 °C’ de 4 dakika sonunda kalan aktivite %20 olarak
belirlenirken, 70 °C’ de 3 dakikada ve 75 °C’ de 1 dakikada POD enzim aktivitesinin
%95’ nin kayboldugu belirlenmistir (Neves 2002). Jubileu cinsi et seftalisinde POD
enzimi 65 °C’ de 150 sn de aktivitenin % 95 ‘ini kaybetmistir (Lopes vd.,
2014).Granada cinsi et seftalisinden ekstrakte edilen POD enziminin 60°C’ de 180
saniyede aktivitesinin yaklasik %80’ ninin kayboldugu belirlenmistir (Toralles vd.,
2005). Yapilan calismalarda artan sicaklik ve sire ile POD inaktivasyonu
hizlanmaktadir fakat farkli seftali cesitlerinden elde edilen POD enziminin uygulanan

1sil islem parametrelerine gore inaktivasyon sureleri farklilik gostermektedir.

Farkli sicaklikta uygulanan isil islemin etkinligini incelemek POD enzimi i¢in D ve z

degeri hesaplanmis ve Cizelge 4.2° de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2. Isil islem ile POD inaktivasyonu igin D ve z degerleri

Sicaklik (°C) D degeri (dak)
40 606,05
50 181,34
60 61,41
70 31,50
z degeri (°C) 23,15

Benzer sekilde POD igin de uygulanan sicaklik artttkca D degerinin azaldig!
g6zlenmistir. Bununla beraber farkl seftali tirlerinden elde edilen POD enziminin isil
direnci farklilik gostermektedir. Jubileu cinsi et seftalisinde POD enzim i¢in Deodegeri
2,4 dakika olarak belirlenmistir (Lopes vd., 2014). Cahismamizda kullandigimiz
seftaliden (Prunus persica L. var. Monroe) elde edilen PPO ve POD enzimi igin D
degerleri karsilastirildiginda; PPO igin D7o degeri 23,91 dakika, POD igin D7o degeri
31,50 dakika olarak belirlenmistir. Buna gére POD enziminin 1sil direncinin PPO

enzimine gore daha yiksek oldugu gortilmektedir. Fakat yapilan calismalarda Jubileu ve
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Granada cinsi seftalilerde PPO enziminin 1sil direncinin POD enzimine gore daha
yuksek oldugu belirlenmistir (Lopes vd., 2014, Toralles vd., 2005).

z degeri enzimin 1sil direncini yansitan bir diger parametredir ve bu deger ne kadar
yuksek ise enzim sicakhga o oranda dayanikli olmaktadir. Buna gére PPO ve POD igin
z degeri sirasiyla 3,35 ve 23,15 olarak belirlenmistir. z degerleri kiyaslandiginda, seftali
POD icin bu degerin daha yuksek oldugu belirlenmistir yani POD enziminin sicakliga

PPO enzimine gore daha dayanikl oldugu gozlenmistir.

4.3 FTIR Calismalari

Bu calismada enzimin ikincil yapisi FTIR spektroskopisi kullanilarak analiz edilmistir.
Bu amacla enzim ekstraktlarina farkli sicakliklarda (40, 50, 60 ve 70 °C) 10 dakika
boyunca isil islem uygulanmis ve isil islem sonucunda FTIR spektrumlari dlgtlmastir.
Kontrol drnegi olarak 1sil islem uygulanmamis enzim ekstrakti alinarak oda sicakliginda
(25 °C) FTIR spektrumlari belirlenmistir. Su bandinin protein bandini kapatmasindan
dolayr 6rnek spektrumundan tampon ¢Ozelti spektrumu cikarilarak protein bantlari elde
edilmistir. Enzim ¢ozeltisi, tampon ¢ozelti spektrumu, ve protein bantlarinin ¢ikariimisg

spektrumu Sekil 4.4’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Ornek (A), tampon ¢ozelti spektrumu (B), ve protein bantlarinin gikariimis
spektrumu (C)

Elde edilen protein spektrumunda 1700 ile 1600 cm™ arasinda elde edilen bant Amid |
bandidir ve proteinlerin ikincil yapisinin analizi icin en kullanish kizilétesi banttir.
Amid | bandi, N-H egilme ve C-N gerdirme modlarina bagli, amid grubunun C = O
germe titresiminin% 80'ini temsil eder.1550 cm™ degerindeki pik, peptid omurgasinin
N-H egilme (% 60) ve C-N gerdirme (% 40) titresimine bagl olan Amid Il bandi olarak
atanmistir (Stuart 2004, Haris ve Severcan 1999).
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4.3.1 Isil islemin seftali PPO enzimi ikincil yapisi Gizerine etkisi

1700 - 1540 cm™ bolgesindeki, farkh sicaklhklarda kaydedilen PPO’ in absorbans
spektrumlart Sekil 4,5’de gosterilmistir. Amid | bandinin yogunlugunun 25 - 70 °C
arasinda sicakhk arttiginda azaldigi gozlenmistir. Bu, enzimin ikincil yapisinda bir
degisiklik oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde baska bir calismada isil islem ile
mantar PPO enziminin Amid | bandinin azaldigi bildirilmistir (Baltacioglu vd., 2015).

1630 1660 1640 1620 1600 1530 1560 14540

Dalga sayisi (cm )

Sekil 4.5. 25-70 °C sicaklik araliginda PPO’ in absorbans spektrumlari

Isil islem siresince PPO enziminin ikincil yapi degisimlerini detayli olarak
belirleyebilmek icin Amid | bandina Fourier self dekonvilasyon (FSD) islemi
uygulanmis ve bantlarin ayrismasi saglanmistir. Sekil 4.6 da, 25-70 °C sicaklik
araliginda 6lctlen 1700 - 1600 cm™ bélgesindeki seftali PPO enziminin ayristiriimis

spektrumlari gésterilmistir.
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Sekil 4.6. 25-70 °C sicaklik araliginda PPO'in ayristiriimis spektrumlari (25 °C (—),
40°C (—),50°C (—),60°C (—) ve 70°C (—))

Yapilan cahismalarda ayristirilmis spekturumlarda elde edilen 1653 cm™'deki amid |
bandinin a-sarmal yapisina, 1676 cm™de bulunan bandin B-déniis yapisina, 1695 ve
1636 cm™'deki bantlar siklikla B-yaprak yapisina, 1640 cm™Y'deki bantlar tesadiifi kivrim
yapisina, 1617 cm™ civarinda bulunan pik toplanmis B- yaprak yapisina bagh oldugu

ortaya cikarilmistir (Severcan and Haris 2003, Murayama and Tomida 2004).

Seftali PPO ayristiriimis spektrumlari incelendiginde 1695, 1676, 1645 ve 1626 cm™de
pikler gozlemlenmistir.1695 cm™'de belirlenen pikin B-yaprak yapisindan, 1676 cm™de
belirlenen pikin B-doniis yapisindan kaynaklandi§i gorilmektedir. 1645 cm™de
belirlenen pikin ayni ve yiksek oranlarda olmasindan dolayr a-sarmal ve tesadifi
kivrimlarin birlesimini ifade eden tek bir pik olarak gézlemlendigi tahmin edilmektedir.
Ayni sekilde 1626 cm™de gozlemlenen pikin B-yaprak ve toplanmis B- yaprak
yapilarinin birlesimi seklinde goruldigu distnulmektedir.

35



Sicaklik artisi ile birlikteB-donts, a-sarmal ve tesadifi kivrim yapilarindan kaynaklanan
piklerde azalma gézlenmistir. Bununla birlikte 1626 cm™'de gozlemlenen pikin azaldii
ve tepe noktasinin 1620 cm™ e dogru kaydigi belirlenmistir. Bu degisimin B-yaprak
yapisinda azalma olmasiyla birlikte toplanmis B- yaprak yapisinin artmasiyla ilgili
oldugu dusunidlmektedir. Benzer sekilde mantar PPO enziminin isil inaktivasyonunun
incelendigi bir calismada artan sicaklik ile toplanmis (- yaprak yapisinin olustugu
g6zlenmistir (Baltacioglu vd., 2015).

4.3.2 Seftali PPO ikincil yapi bilesenlerinin egri uydurma yontemi ile analizi

PPO enziminin ikincil yapi bilesenlerinin isil islem slresince degisimini (%) belirlemek
icin egri uydurma analizi 1600-1700 cm™ bélgesinde uygulanmistir. Kontrol érnegi ve
70 °C’ da 10 dakika stresince inaktive edilmis 6rnek icin yapilan egri uydurma analizi

sonucu elde edilen bantlar Sekil 4.7° de gosterilmistir.

1700 1680 1660 1640 1620 1600

17060 TEE0 1660 1640 1620 1600

Sekil 4.7. Seftali PPO enzimi icin Amid | bandinin egri uydurma analizi
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Buna gore 1690 cm™” deki B-yaprak yapi, 1673 cm™’deki B-doniis, 1652 cm™” deki o-
sarmal, 1640 cm™’deki tesadifi kivrimlar,1630 cm™’deki B-yaprak yapi ve 1615 cm’
1*deki toplanmis B-yaprak yapiyi ifade eden bantlardir. Elde edilen bant alanlarina gére

% dagilim belirlenmis ve Cizelge 4.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. EQri uydurma analizi ile belirlenen seftali PPO enziminin ikincil
yapisindaki degisim (%)

ikincil yapi bilesenlerinin

25°C 70°C
dagilimi (%)
o-sarmal 2936 23,25
B-yaprak yapi 32,65 25,52
B-donus 5,13 7,89
Tesadufi kivrimlar 24,59 24,97
Toplanmis B-yaprak yapi 8,28 18,37

Buna gore 1sil islem siresince a-sarmal ve B-yaprak yapinin miktari azalmis, B-donis ve
toplanmis B-yaprak yapinin miktari artmistir.1640 cm-1’deki tesadifi kivrimlarin
miktarinda 6nemli bir degisim olmamistir.a-sarmal ve B-yaprak yapinin miktarinin
azalmasi, [B-donis ve toplanmis [-yaprak yapinin miktarinin artmasi protein
denaturasyonunu ifade etmektedir. Ayni degisim isil islem siresince mantar PPO

enziminin ikincil yapi analizinde de g6zlenmistir (Baltacioglu vd., 2015).

4.3.3 Isil islemin seftali POD enzimi ikincil yapisi Gizerine etkisi

Seftali POD enzimi icin 1700 - 1540 cm™ bélgesinde, farkli sicakliklarda kaydedilen
absorbans spektrumlari Sekil 4.8'de gosterilmistir. Sicaklik artisi ile enzimin ikincil
yapisinda bir degisiklik oldugunu ifade eden Amid | bandinin yogunlugunun azaldigi

gozlenmistir.
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Sekil 4.8. 25-70 °C sicaklik araliginda PPO’ in absorbans spektrumlari

Seftali POD enziminin ikincil yapi degisimlerini detayli olarak belirleyebilmek icin
Amid | bandina Fourier self dekonviilasyon (FSD) islemi uygulanmis ve bantlarin
ayrismasi saglanmstir. Isil islem siresince 6lgiilen 1700 - 1600 cm™ bélgesindeki

seftali PODenziminin ayristiritimis spektrumlari$ekil 4.9” da, gosterilmistir.
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Sekil 4.9. 25-70 °C sicaklik araliginda POD'in ayristiriimig spektrumlari (25 °C (—),
40°C (—),50°C (—),60°C (—) ve 70°C (—))

Seftali PPO enzimi ayristiriimis spektrumlarinda oldugu gibi POD enzimi icin de 1695,
1676, 1645 ve 1626 cm™ de pikler belirlenmistir.1695 cm™ de belirlenen pikin p-
yaprak yapisindan, 1676 cm™ de belirlenen pikin B-dénis yapisindan kaynaklandigi
dustinilmektedir. 1645 cm™ de belirlenen pikin o-sarmal ve tesadifi kivrimlarin
karisimini ifade eden tek bir pik olarak gézlemlendigi distntlmektedir. Ayni sekilde [3-
yaprak ve toplanmis B- yaprak yapilarinin birlesimi 1626 cm™ de tek bir pik olarak

g6zlemlenmistir.

Sicaklik artisi ile birlikte B-donus ve tesadlfi kivrim yapilarinda azalma gozlenmistir.
Buna karsin 1645 cm™ de gozlenen pikte artis ve 1653 cm™ e dogru bir kayma
belirlenmistir. Bunun nedeninin o-sarmal yapinin artisindan  kaynaklandigi
dustiniilmektedir. Ayrica 1626 cm™ de gozlemlenen pikin tepe noktasinin 1620 cm™ e
dogru kaydigi ve olusan toplanmis B- yaprak yapisinin artmasiyla birlikte pikin artti§i

belirlenmistir.
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4.3.4 Seftali POD ikincil yap! bilesenlerinin egri uydurma yontemi ile analizi

POD enziminin ikincil yapi bilesenlerinin isil islem siiresince degisimini (%) belirlemek
icin egri uydurma analizi 1600-1700 cm™ bélgesinde uygulanmistir. Kontrol érnegi ve
70 °C’ da 10 dakika suresince inaktive edilmis 6rnek icin yapilan egri uydurma analizi
sonucu elde edilen bantlar Sekil 4.10° da gosterilmistir.

25°C
1700 1680 1660 1640 1620 1600
70 °C
1700 1680 1660 1640 1620 1600

Sekil 4.10. Seftali POD enzimi icin Amid | bandinin egri uydurma analizi
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Buna gore 1690 cm™’ deki B-yaprak yapi, 1673 cm™’ deki B-doniis, 1652 cm™” deki o-
sarmal, 1640 cm™’ deki tesadiifi kivrimlar, 1630 cm™’ deki B-yaprak yapi ve 1615 cm™’
deki toplanmis B-yaprak yapiyi ifade eden bantlardir. Elde edilen bant alanlarina gére %

dagilim belirlenmis ve Cizelge 4.4’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. EQri uydurma analizi ile belirlenen seftali POD enziminin ikincil
yapisindaki degisim (%)

ikincil yapi bilesenlerinin

25°C 70 °C
dagihmi (%)
o-sarmal 19,26 23,14
B-yaprak yapi 31,23 20,46
[B-donis 6,67 6,68
Tesadufi kivrimlar 33,24 20,17
Toplanmis B-yaprak yapi 9,60 29,56

Buna gore 1sil islem suresince tesadufi kivrimlar ve B-yaprak yapinin miktari azalmis,a-
sarmal ve toplanmis B-yaprak yapinin miktari artmistir.f-donds yapinin miktarinda
onemli bir degisim olmamistir. Tesadifi kivrimlar ve B-yaprak yapinin miktarinin
azalmasi ve toplanmis B-yaprak yapinin miktarinin artmasi protein denatirasyonunu
ifade etmektedir (Baltacioglu vd., 2015). Bununla birlikte 1sil islem sonucunda POD
enzimi a-sarmal yapisinda artis gézlenmistir. Bu durum enzim yapisinin tam olarak
bozulmadigini gostermektedir. Bilindigi Uzere POD enzimi genel olarak meyve ve
sebzelerde isiya en direngli enzimdir ve indikator olarak kullanilir. Isil islem gormus
uriinlerde depolama sonrasinda rejenere olmakta ve tekrar aktivite gostermektedir
(Cemeroglu vd., 2001). Karsilasilan bu sorunun POD enziminin a-sarmal yapisinin isil

islem ile tam olarak parcalanamamasi sonucunda oldugu dustndlebilir.
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BOLUM V

SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda isil islem uygulamasinin seftali PPO ve POD enzimlerinin aktivite
ve yapisal degisimlerine etkisi incelenmistir. Buna gére PPO enzimi igin 70 °C
sicaklikta 10 dakika sonunda % 99'luk inaktivasyon, tespit edilmistir. Fakat POD enzimi
icin ayni inaktivasyon 70 °C sicaklikta 20 dakika sonunda elde edilmistir. Enzimlerin
1sil direnglerini karstlastirmak igin D ve z deQerleri tespit edilmistir. PPO ve POD igin
D70 deQeri sirasiyla 23,91 ve 31,50 dakika olarak belirlenmistir. Ayrica z degeri PPO ve
POD icin sirasiyla 3,35 ve 23,15 °C olarak gézlenmistir. Goruldigu uzere seftali POD

enzimi PPO’ a gore 1stya daha direncli bulunmustur.

PPO ve POD enzimlerinin 1sil islem boyunca konformasyonel degisimi FTIR
spektroskopisi kullanilarak incelenmistir. Buna gore PPO enziminin ikincil yapisinda
1sil islem ile degisimler gozlenmis; sicakhik artisi ile birlikte a-sarmal ve [-yaprak
yapinin miktari azalmis, protein denatiirasyonunu ifade eden B-donis ve toplanmis f3-
yaprak yapinin miktarlari artmistir. Ayni sekilde 1sil islem uygulamasi ile POD
enziminin de ikincil yapisinda degisimler gozlenmistir. FTIR spektroskopi ve egri
uydurma analizi sonucunda tesadifi kivrimlar ve B-yaprak yapinin miktari azalmis ve
protein denattirasyonunu ifade eden toplanmis B-yaprak yapinin miktari artmistir. Fakat
POD enzimi o-sarmal vyapisinda artis gozlenmistir. Bu durumun enzim

rejenerasyonunda etkili oldugu dustnilmektedir.

Tum sonuclar incelendiginde aktivite ve yapidaki degisimlerin uyumlu oldugu
gorilmektedir. Isil islem enzim inaktivasyonunda etkili bir yontem olmasina karsin
enzim yapisinin bozulmasinda 6zellikle POD enzimi igin yeterli olamamaktadir. FTIR
spektroskopisi enzim yapisal degisiminin incelenmesinde etkili bir yontemdir. Bu tez
calismasi enzim yapisal degisimi Uzerine 1sil islemin etkisini belirlemek icin FTIR

spektroskopisi kullaniminin etkili oldugunu ortaya koymustur.

42



KAYNAKLAR

Abid, M., Jabbar, S., Hu, B., Hashim, M.M., Wu, T., Lei, S., Khan, M.K. and Zeng, X.,
“Thermosonication as a potential quality enhancement technique of apple juice”,
Ultrasonics Sonochemistry, 21, 984-990, 2014.

Anonim, Turkiye meyve suyu v.b. Grtnler sanayi raporu. https://www.meyed.org.tr.
2011 (Erisim tarihi: 15 Mart 2015).

Arrondo, J.R., Muga, A., Castresa, J. and Goni, R. M., “Quantative studies of the
structure of proteins in solution by fourier transfrom infrared spectroscopy”, Progress.
Biophys. Acta., 468:63-72, 1993.

Bahceci, S., Dondurularak muhafaza edilen edilen bazi sebzelerde peroksidaz ve
lipoksigenaz enzimlerinin termal inaktivasyon ve reaksiyon kosullarinin belirlenmesi,

Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Ankara, 2003.

Baltacioglu, H., Bayindirh, A., Severcan, M. and Severcan, F., “Effect of thermal
treatment on secondary structure and conformational change of mushroom polyphenol
oxidase (PPO) as food quality related enzyme: A FTIR study”, Food Chemistry, 187,
263-269, 2015.

Baltacioglu, H., Bayindirh, A. and Severcan, F., “Secondary structure and
conformational change of mushroom polyphenol oxidase during thermosonication

treatment by using FTIR spectroscopy”, Food Chemistry, 214, 507-514, 2017.

Barth, A., “Infrared spectroscopy of proteins”, Biochimica et Biophysica Acta, 1767,
1073-1101, 2007.

Carbonaro, M. and Nucara A., “Secondary structure of food proteins by Fourier

transform spectroscopy in the mid-infrared region”, Amino Acids, 38, 679-690, 2010.

43



Cemeroglu B., Yemenicioglu A. ve Ozkan M., Meyve Ve Sebzelerin Bilesimi Sogukta
Depolanmalari, Gida Teknolojisi Dernegi Yayinlari, No:24, Ankara, 2001.

Chutintrasri, B. and Noomhorm, A., “Thermal inactivation of polyphenoloxidase in
pineapple puree”, LWT — Food Sci. Technol., 3, 492-495, 2006.

Dalmadi, 1., Rapeanu, G., Van Loey, A., Smout, C. and Hendrickx, M.,
“Characterization and inactivation by thermal and pressure processing of strawberry
(Fragaria ananassa) polyphenol oxidase: a kinetic study”, J. Food Biochem., 30, 56—
76, 2006.

Damodaran, S., Parkin, K.L. and Fennema, O.R, Fennema’s Food Chemistry, Fourth
Edition, CRC Press, Boca Raton, 2008.

De Castro Leite Junior, B. R., Lima Tribst, A. A., Grant, N. J., Yada, R. Y. and
Cristianini, M., “Biophysical evaluation of milk-clotting enzymes processed by high
pressure”, Food Research International, 97, 116-122, 2017.

Durst, R. and Weaver, G., “Nutritional content of fresh and canned peache”, Journal of
The Science of Food And Agriculture, 93(3), 593-603, 2013.

Erol, S., Seftali pulpunda meyve oraninin mineral bilesenler yardimi ile belirlenmesi,

Yiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstittisti, Ankara, 2007.

Freifelder, D., Physical Chemistry, Applications to Biochemistry and Molecular
Biology, New York, 1982.

Giilseren, I., Giizey, D., Bruce, B.D. and Weiss, J., “Structural and functional changes
in ultrasonicated bovine serum albumin solutions, Ultrasonics Sonochemistry, 14,
173-183, 2007.

Haris P.I. and Severcan F., “FTIR spectroscopic characterization of protein structure in
aqueous and non-aqueous media”, Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 7,
207-221, 1999.

44



Heinisch, O., Kowalski, E., Goossens, K., Frank, J., Heremans, K., Ludwig, H. and
Tauscher, B., “Pressure effects on the stability of lipoxygenase: fourier transform
infrared spectroscopy (FT-IR) and enzyme activity studies”, Zeitschrift fur
Lebensmittel und Forschung, 201, 562-565, 1995.

Huang, H., Xie, J. and Chen, H., “Adsorption behavior of human serum albumin on
ATR crystal studied by in situ ATR/FTIR spectroscopy and two-dimensional
correlation analysis”, Analyst, 136, 1747-1752, 2011.

Jung, C., “Fourier transform infrared spectroscopy as a tool to study structural
properties of cytochromes P450 (CYPs)”, Analytical and Bioanalytical Chemistry,
392, 1031-1058, 2008.

Karoui R., Pierna J.A.F. and Dufour E., Mid-infrared (MIR) and Fourier Transform
Mid-infrared (FT-MIR) Spectroscopies, (pp. 27-64), Academic Press, 2008.

Lewis M.J. and Heppell N.J., Continuous Thermal Processing Of Foods: Pasteurization
and UHT Sterilization, Aspen Publishers Inc, 2000.

Liu, L.,Cao, S-Q., Qi, X-Y. and Yang, Z-F., “The effect of pH on the activity,
thermokinetics and inhibitionof polyphenol oxidase from peach”, J Food Sci Technol
52(11), 7465-7471, 2015a.

Liu, Q., Wang, R-F., Zhang, B-B., Zhao, X-Y., Wang, D. and Zhang, C., “Protein
secondary structure changes of watermelon juice treated with high hydrostatic pressure

by FTIR spectroscopy”, Journal of Food Process Engineering, 37, 543-549, 2015b.
Lopes, A.M., Toralles, R.P. and Rombaldi, C.V., “Thermal inactivation of
polyphenoloxidase and peroxidase in Jubileu clingstone peach and yeast isolated from

its spoiled puree”, Food Sci. Technol, Campinas, 34(1), 150-156, 2014.

Lurie, S. and Crisosto, C.H, “Chilling Injury In Peach And Nectarine”, Postharvest
Biology And Technology, 37(3), 195-208,2005.

45



Mantsch, H.H., Infrared and Raman Spectroscopy of Biological Materials (pp. 1-14).
Marcel Dekker, Inc, 2001.

Murayama, K. and Tomida, M., “Heat-Induced secondary structure and conformation
change of bovine serum albumin investigated by fourier transform infrared
spectroscopy”, Biochemistry, 43, 11526-11532, 2004.

Neves, V.A., “lonically Bound Peroxidase from Peach Fruit”, Brazilian Archives of
Biology and Technology. 45(1), 7 - 16, 2002.

Onez, Z., Uzimden (Vitis Vinifera L.) izole edilen polifenol oksidaz enziminin
dzelliklerinin belirlenmesi, Yiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlist, Ankara, 2006.

Rapeanu, G., Loey, A.V., Smout, C. and Hendrickx, M., “Biochemical characterization
and process stability of polyphenoloxidase extracted from Victoria grape (Vitis
viniferassp. Sativa)”, Food Chem, 94, 253-361, 2006.

Severcan, M., Severcan, F. and Haris, P.l., “Estimation of protein secondary structure
from FTIR spectra using neural networks”, Journal of Molecular Structure, 565-566,
383-387, 2001.

Severcan, F. and Haris, P., “Fourier transform infrared spectroscopy suggests unfolding
of loop structures precedes complete unfolding of pig citrate synthase”, Biopolymers,
69, 440-447, 2003.

Stuart, B. and Ando, D.J., Biological Applications of Infrared Spectroscopy, John
Wiley and Sons, 1997.

Stuart, B., Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications, John Wiley and
Sons, 2004.

Sun, N.K. and Song, K.B., “Effect of nonthermal treatment on the molecular properties

of mushroom polyphenoloxidase”, Journal of Food Science, 68(5), 1639-1643, 2003.

46



Terefe, N.S., Buckow, R. and Versteeg, C., “Quality-related enzymes in fruit and
vegetable products: effects of novel food processing technologies Part 1: high-pressure
processing”, Critical Reviews in Food Science and Nutrition,54(1), 24-63, 2014.

Toralles, R.P., Vendruscolo, J.L., Vendruscolo, C.T., Del Pino, F.A.B. and Antunes,
P.L., “Properties of polyphenoloxidase and peroxidase from granada clingstone
peaches”, Braz. J. Food Technol., 8(3), 233-242, 2005.

Weemaes, C., Rubens, P., De Cordt, S., Ludikhuyze, L., Van Den Broeck, I.,
Hendrickx, M., Heremans, K. and Tobback, P., “Temperature sensitivity and pressure
resistance of mushroom polyphenoloxidase”, Journal of Food Science, 62(2), 261-266,
1997.

Yemenicioglu, A., Ozkan, M. and Cemeroglu, B., “Heat inactivation kinetics of apple
polyphenoloxidase and activation of its latent form”, Journal of Food Science, 62(3),
508-510, 1997.

Yemenicioglu, A. ve Cemeroglu, B., “Hale Haven seftalilerinde polifenol oksidaz
enzimlerinin bazi nitelikleri”, Turkish Journal of Agriculture and Forestry, 22, 261-
265, 1998.

Yi, J.Y., Dong, P., Wang, Y.T., Jiang, B., Liao, X.J., Hu, X.S. and Zhang, Y., “Study on
the effect of high hydrostatic pressure treatment on the secondary structure of
mushroom polyphenoloxidase by SRCD and FTIR”, Guang Pu Xue Yu Guang Pu Fen
Xi/Spectroscopy and Spectral Analysis, 32(2), 317-323, 2012.

47



OZGECMIS

Katibe Sinem CORUK 28.10.1993 tarihinde Nigde’de dogdu. ilk, orta ve lise egitimini

Nigde’de tamamladi. 2011 yilinda girdigi Erciyes Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimin’den 2016 yilinda mezun oldu. Ayni yil Nigde Omer Halis Demir Universitesi
Gida Miihendisligi Bélimiinde Yiiksek Lisans Ogrenimine basladi. Bilim dalindaki ilgi

alani Meyve ve Sebze isleme Teknolojisidir

48








