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ONSOz

GUnumUizde gida endUstrisinde mikroorganizma ve enzimleri etkisiz hale getirmek igin en yaygin
sekilde kullanilan teknik, isil islem uygulamasidir. Ancak, 1sI gidalarin besin bilegsenlerine zarar
vermekte, doku, renk, ve tat gibi fiziksel Ozelliklerini etkilemektedir. Bu etki, arastirma ve
uygulamalari minimum 1sil igslem yéninde tesvik etmistir. Isil olmayan koruma teknolojilerinin ya
da bu teknolojilerin diiglik sicaklikta ki 1s1 uygulamasi ile kombinasyonlarinin, yiksek sicaklikta
uygulanan 1sil islemler ile kiyaslandiginda daha iyi kalitede gida Uretimi igin enzim ve
mikroorganizmalarin inaktivasyonunda etkili oldugu belirlenmistir. Bu islemler sirasinda segilen
parametrelere gbre enzimlerin ¢ boyutlu yapisi bozulmakta ve aktivitelerinde azalmalar
olmaktadir. Bu degisimler kalici olabildidi gibi geri déntisimlide olabilmektedir.Bilindigi tGzere
literatlrde genellikle enzimlerin inaktivasyonu aktivite élgima ile incelenmektedir. Uygulanan
tekniklerin enzim aktivitesi Uzerine etkisinin tam olarak belirlenmesi icin enzimdeki yapisal

degisikliklerin detayli olarak incelenmesi gerekmektedir.

Bu calismanin amaci 1sil islem ve disUk sicaklikta ultrason uygulamasinin mantar PPO
enziminin aktivitesi ve ikincil yapisi tzerine etkilerini arastirmak ve karsilastirmaktir. Calismada
inaktivasyon mekanizmasini belirlemek i¢in mantar kaynakli PPO enzimi model enzim olarak
secilmistir. Arastirmanin ilk asamasinda farkli gig, sicaklik ve sure etkileri g6z 6niine alinarak isi
ve Isl-ultrason kombinasyonu inaktivasyonu ile PPO enziminin aktivitesi belirlenmistir. Daha
sonraki asamada PPO enziminin yapisal degisikliklerini belirlemek amaciyla, FTIR
spektroskopisi kullanilarak protein ikincil yapisi analiz edilmistir.

S6z konusu cahgma Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu Tarm Ormancilik ve
Veterinerlik Arastirma Grubu (TUBITAK-TOVAG) tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Bu arastirmada isi ve isi-ultrason kombinasyonu inaktivasyonu farkli glc, sicaklik ve sire etkileri
g6z o6nune alnarak, PPO enziminin yapisal degisikliklerini belirlemek amaciyla, FTIR
spektroskopisi kullanilarak protein ikincil yapisi analiz edilmis ve bu sonuclar aktivitedeki
degisiklikler ile karsilastiriimigtir.

Isil igslem uygulamasi sonrasinda enzim aktivitesi 6l¢ildiginde enzimin 40°C sicakliga kadar
tamamen aktif kaldigi belirlenmis; 40°C’ de 30 dakika isil islem uygulamasi boyunca aktivitede
hafif bir azalma gbézlenmis; 50-70°C sicaklk aralidinda enzim aktivitesinde hizl bir disisin
oldugu, 70°C de 5 dakika sonunda %99 oraninda enzimin inaktive oldugu ve 80°C Uzerinde

herhangi bir aktivite gézlenmedigi bulunmustur.

PPO aktivitesine termosonikasyonun etkisi incelendiginde enzim aktivitesi 20 °C’ de 30 dakikalik
ultrason uygulamasi boyunca hafif bir azalma gd6sterirken, 30-60°C araliginda daha hizli bir
inaktivasyon elde edildigi gdzlenmistir. Termosonikasyon igleminde artan sicaklik, zaman ve
genlik ile enzim aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir. %100 genlikte farkli sicaklik ve sirelerde
gb6zlemlenen aktivite azalmasina benzer bir egilim %80 ve 60 genlikte de gézlemlenmistir. Buna
karsin genlik azaldik¢a kalan enzim aktivitesinin arttigr gézlenmistir.

Isil islem ve ultrason uygulamasinin enzimin ikincil yapisi Gzerine etkisinin incelenmesi amaciyla
ikincil tirev spektrumlari incelendiginde, uygulanan isil igslem ve termosonikasyonun enzimin
ikincil yapisi tzerinde geri dénisimsiz bir inaktivasyona neden oldugu gdézlenmistir. Bununla
beraber 1sil islem ile kiyaslandiginda termosonikasyon igleminin ikincil yapinin degisimi Gzerinde
daha etkili oldugu gorilmektedir. Sonuc¢ olarak i1si-ultrason kombinasyonunun enzim
inaktivasyonunu saglamada 1sil isleme gére daha etkili oldugu sdylenebilmektedir. Bu
¢alismanin bundan sonra yapilacak benzeri bilimsel ¢alismalara érnek teskil edecegdi ve elde
edilen sonuglarin ultrason uygulamasinin endustrideki enzim inaktivasyonu amaciyla

kullanimina katki saglayabilecegi distnilmektedir.

Anahtar Kelimeler:
Polifenol oksidaz, enzim inaktivasyonu, ultrason, Fourier Degisim Kizil Otesi spektroskopisi,

protein ikincil yapisi.



ABSTRACT

This project was related to understand the conformational changes of PPO after inactivation by
heat and heat-ultrasound at different power, temperature and time combinations. The secondary
structure change was analyzed by using FTIR spectroscopy and compared with the change in
the enzyme activity.

When stability of mushroom PPO after heat treatment was investigated, the enzyme remained
fully active up to 40°C. There was a slight decrease during the period of 30 min at 40°C;
between 50°C and 70°C higher inactivation was achieved and 99% inactivation was detectable
at 70°C for 5 min. Furthermore, no activity was observed over 80°C.

When the effect of ultrasound on PPO activity was examined, the activities of PPO dropped
slightly during the period of 30 min at 20°C after ultrasound treatment, higher PPO inactivation
was observed after treatments between 30 and 60 °C with ultrasound. In thermosonicatiion,
residual enzyme activity decreased with increasing amplitude, time and temperature. Similar
trend was also observed for 80 and 60% amplitude ultrasound treatment. In contrast, it was
observed that the remaining enzyme activity increased with decreasing amplitude.

When the second derivative spectra was investigated in order to determine the effect of heat
and ultrasound treatment on the secondary structure of the enzyme, it was observed that
applied heat treatment and thermosonication caused an irreversible change on the secondary
structure of the enzyme. However, thermosonication seemed to be more effective on the
secondary structural change compared to the heat treatment. In conclusion, enzyme inactivation
by combination of heat and ultrasound treatment can be said to be more effective than heat
treatment. The result of this study is thought to reference for the similar studies related to the
application of ultrasound for enzyme inactivation and can make a significant contribution for the

industrial application of ultrasound for enzyme inactivation.

Keywords:
Polyphenol oxidase, enzyme inactivation, ultrasound, Fourier Transform Infrared spectroscopy,
protein secondary structure.



1. GIRIS

Meyvelerin ve sebzelerin islenmesinde gida kalitesinin saglanmasi igin enzimlerin inaktive
edilmesi énem tasimaktadir. Gida kalitesini etkileyen 6nemli enzimlerden biri de meyve ve
sebzelerde enzimatik esmerlesmeye neden olan Polifenol oksidaz (PPO) enzimidir. GinimUzde
enzimlerin inaktivasyonunda yaygin sekilde kullanilan teknik, i1sil islem uygulamasidir. Fakat 1sil
islem gidalarin besin bilesenlerini yok etmekte ve gidanin doku, renk ve tat gibi fiziksel
Ozelliklerini etkilemektedir. Bu olumsuzluklar arastirmacilari minimum isil islem uygulamalari
kullanmaya tesvik etmigtir. Isil olmayan koruma teknikleri ya da bu teknolojilerin diistik sicaklkta
ki 1sil islem uygulamalar ile kombinasyonu, ylUksek sicaklikta uygulanan isil islemler ile
kiyaslandiginda daha yuksek Kkalitede gida Uretimi igin enzim ve mikroorganizmalarin
inaktivasyonunda 6nem kazanmaktadir. Ultrason blylk ilgi géren yeni 1sil olmayan koruma
tekniklerinden biridir. Tek basina ya da 1si ile birlikte (termosonikasyon) ultrasonun polifenol
oksidaz gibi gida kalitesi ile ilgili cesitli gida enzimlerine karsi etkili oldugu bildirilmistir (O Donnell
ve ark. 2010).

Polifenol oksidaz (PPO), taze meyve ve sebze Urlnlerinde enzimatik esmerlesmeye neden olan,
yapisinda bakir bulunduran bir enzimdir. Bu enzimatik esmerlesme, gidalarda renk, lezzet ve
besin kalitesinin bozulmasina yol agcmaktadir. Bu nedenle bu enzim esmerlesmeyi énlemek igin
gidalarin islenmesi sirasinda inaktive edilmektedir (Ludikhuyze ve ark. 2003). inaktivasyon
sirasinda enzimlerin ikincil yapilar zarar gérmekte ve enzimler denatiire olmaktadir. Protein
konformasyonunu incelemek icin bircok analitik ara¢ kullaniimaktadir. Proteinlerin yapisal
karakterizasyonu belirlemek icin son zamanlarda ¢ok populer hale gelen tekniklerden biri de
Fourier donisimi kizilétesi spektroskopidir (Haris ve Severcan 1999).

Enzimlerin inaktivasyonu, son yillarda yaygin olarak caligiimakta ve literatirde enzimlerin
inaktivasyonu genellikle basit kinetik yaklagimlar ile agiklanmaktadir. Buna karsilik, i1s1 ve
ultrason inaktivasyonu sirasinda gida enzimlerin konformasyon degisiklikleri hakkinda az bilgi
bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, isil olmayan iglemlerin sicaklik ve sire gibi dedisik ana
islem parametrelerinde, polifenol oksidaz enziminin yapisinda ve aktivitesinde meydana gelen
degisikliklerin belirlenmesi ve bu degisimlerin karsilastiriimasidir.



2. GENEL BILGILER

Gida kalitesini etkileyen énemli enzimlerden birisi de PPO enzimidir. Bu enzim, meyve ve
sebzelerin depolanmalari ve endustriyel islenmeleri sirasinda gb6zlenen esmerlesme
reaksiyonunun baslanmasina neden olur. PPO zedelenme ile agiga cikan hicre 6zsuyundaki
fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalize eder. Enzimatik esmerlesme, elma, kayisi, armut,
muz, UzOm, patates, kivircik salata ve de ayrica mantarda en belirgin sekilde gorultr
(Ludikhuyze ve ark. 2003, Whitaker 1994).

Gidalarda kalite kayiplarina neden olan enzimleri inaktif hale getirmek igin cesitli yontemler
uygulanmaktadir. Isil islemler enzim inaktivasyonunda gida endustrisinde en yaygin kullanilan
yontemlerdir. Ancak, 1sil islemler mikroorganizma ve enzim inaktivasyonunda oldukga etkiliyken,
6zellikle ylUksek sicakliklardaki 1sil iglemler gidanin besinsel ve duyusal Ozellikleri Gzerinde
olumsuz etkilere sahiptirler. YUksek sicakhgin etkisiyle gidanin ugucu tat-koku maddeleri,
vitaminler ve diger besin dgeleri kaybi, tekstlr bozukluklari gibi olumsuzluklar ortaya ¢ikar
(Fellows 2000).

Son yillarda geleneksel yéntemlere alternatif olarak gidalarin i1sil olmayan koruma teknikleri ya
da bu teknolojilerin dustk sicakliktaki isil igslem uygulamalari ile kombinasyonu kullaniimaya
baslanmgtir. Isil olmayan gida koruma tekniklerinden biri de ultrason uygulamasidir. Genellikle,
ultrason uygulamasinda 20 kHz'den 10 MHZz'e kadar degdisen frekanslar kullanmaktadir. Ultrason
uygulanan ses dalgasinin buydkligu ve kullanilan frekansa bagh olarak iki gruba ayrilmaktadir:

(1) Disiik giig, yliksek frekansh ultrason (<1 W/cm?; > 100 kHz), normal gidalarin kompozisyon,
yapi veya akis oranini degerlendirmek icin tahribatsiz bir analitik yéntem olarak kullaniimaktadir.

(2) Yiksek gic, disik frekansh ultrason (10-1000 W/cm?;, 20-100 kHz), dokularin fiziksel
bozulmasi, emilsiyon hazirlama, ekipman temizligi veya reaksiyon hizinin arttiriimasi veya

azaltiimasi icin kullaniimaktadir.

Ultrason (sonikasyon), gida endustrisinde uzun yillardan beri farkli amaclarla kullanilan bir
tekniktir. DUsUk frekans, yiksek giice sahip ultrason ile ilgili calismalar 1900’10 yillarin basinda

baslamis ve bu zamana kadar kurutma, ekstraksiyon, mikroorganizmalarin yok edilmesi ve



enzimlerin etkisizlestiriimesi gibi gida endustrisindeki potansiyel birgok uygulamasi belirlenmigtir.
Sicaklik ve/veya basing ile birlikte kullanimi ultrason etkisini arttirmaktadir. DigUk 1s1 ve ultrason
kombinasyonuna termosonikasyon (TS), basin¢ ve ultrason kombinasyonuna manosonikasyon
(MS) ve basing, 1sI ve ultrason kombinasyonuna manotermosonikasyon (MTS) adi verilmektedir
(Fellows 2000, Rahman 2007).

Gida proseslerinde enzim inaktivasyonu amaciyla disik frekansli (20-100 kHz) ve ylUksek gticli
ultrason (power ultrasound) kullanilabilir.  Ultrason uygulamasi sonucunda enzim
inaktivasyonuna neden olan mekanizmalar kavitasyon ve serbest radikal olusumudur. Ses
enerjisi surekli dalga-tipi bir hareket olusturarak ortama girdiginde, bu hareketin bir sonucu
olarak boylamsal dalgalar olusur ve bu durumda ortamdaki partiklller Gzerinde bir sikisma ve
gevseme yaratir. Bunun sonucunda sivida nano boyutunda baloncuklar olusmaktadir. Bunlar
daha fazla enerji absorblayamadiklari bir hacme ulastiklarinda siddetli bir sekilde patlamaktadir.
Bu olgu kavitasyon olarak bilinmektedir. Bu baloncuklarin patlamasiyla sicaklik ve basingta ani
degisimler meydana gelmektedir. Olusan yiksek sicaklik ve basing inaktivasyonda etkili
olmaktadir. inaktivasyona neden olan bir diger mekanizma serbest radikal olusumudur. Ulirason
uygulamasi sirasinda suyun ayrismasi sonucunda H* ve OH™ radikalleri olugsmaktadir. Meydana
gelen serbest radikaller, enzimin yapisal stabilizasyonunda veya katalitik fonksiyonlarinda rol
alan amino asitlerle reaksiyona girebilmekte ve enzim denatlrasyonuna neden olmaktadir.

Denatirrasyon sonucu enzimlerin ikincil yapisi zarar gérmektedir (Fellows 2000, Rahman 2007).

Ultrason uygulamalarinin portakal, elma, domates, cilek ve U(zUm suyunda raf dmrindn
uzatilmasi amaciyla enzimlerin inaktivasyonunda kullanilabilecedi rapor edilmigtir. Bu
uygulamalarda secilen frekanslar 20-35 kHz araliginda olup farkh glclerde (%40-100) ve 0-30
dakika surelerde uygulamalar yapiimistir. Ancak,ultrasonun diger yéntemlerle kombine kullanimi
(1s1 ve basing) enzimlerin inaktivasyonunda daha etkili olmaktadir. Isi ve /veya basing ile birlikte
kullanilan ultrasonun lipoksigenaz, pektinmetil esteraz, peroksidaz, PPO gibi ¢esitli gida kalitesi
ile iligkili enzimlere kargi etkili oldugu bildirilmistir (O’'Donnell ve ark. 2010). Su teresinde
(Nasturtium officinale) bulunan peroksidaz enziminin %90 oraninda inaktivasyonunu
gerceklestirmek icin 90°C’ de 70 saniye Isi uygulanirken bu slre ayni sicaklikta
termosonikasyon (20 kHz) uygulamasi icin 5 saniyedir (Cruz ve ark. 2006). Raviyan ve ark.
(2005) 50-72°C sicaklik araliginda ultrason (20kHz, 20 um genlik) uygulanmis domates suyunda

pektinmetil esteraz inaktivasyonunun tek basina isi uygulamasi ile karsilastirildiginda artmis



oldugunu rapor etmislerdir. Basing (200kPa), ultrason (117um) ve isinin (72°C) eszamanli
uygulanmasi ile PME inaktivasyon hizi tampon ¢bdzeltide 25 kez, portakal suyunda 400 kezden
fazla arttirlmigtir (Vercet ve ark. 1999). Benzer sekilde model tampon sistemde PPO Uzerine isi
(70.7°C), basin¢ (392 kPa) ve ultrasonun (35-145 um) sinerjetik etkisi ve artan genlik degeri ile

log D degerinde dogrusal bir azalma rapor edilmigstir (Lopez ve ark. 1994).

Proteinlerin yapisal karakterizasyonu belirlemek i¢in son zamanlarda ¢ok popdler hale gelen
tekniklerden biri de FTIR spektroskopidir. Bu yéntem ile distk miktardaki (10 pg) proteinlerden
yUksek kaliteli spektrum saglanmaktadir. Ayni zamanda bu yéntemde protein blyUkliga énemli
degildir. FTIR spektroskopisi kiiclk ¢dzintr proteinlerden biylik membran proteinlerine genis bir
uygulama yelpazesine sahiptir. Bu ydntem nispeten disik maliyeti ile kisa dlgiim slresine
sahiptir. Kizilétesi spektroskopisi bir titresim spektroskopisi teknigidir ve molekullerin déndukleri
ve titrestikleri frekanslara bagl olarak 6zel ayrik enerji seviyelerine sahip olmalari prensibine
dayanmaktadir. Her bilesik kizilétesi spektrumunda karakteristik bir emilim bandina sahiptir.
Proteinlerin ve polipeptidlerin kizilétesi spektrumunda bulunan karakteristik bantlari Amide | ve
Amide Il bandidir. Bu bantlar aminoasitleri birbirine baglayan amid bantlarindan meydana
gelmektedir. Amide | bandi protein amid bandinin C=0 titresiminden (% 80) , Amide Il bandi N-H
titresiminden (% 60) ve C-N titresiminden (%40) meydana gelmektedir. Hem C=0 hem de N-H
bantlari ikincil yapidaki farkli elementler arasinda bulunan hidrojen baglarina katildigi i¢in Amide
| ve Amide Il bantlar ikincil yapinin tahmin edilmesinde kullaniimaktadir. Amide | ve amide I
bant bdlgeleri analiz edilerek a-sarmal, B-yapilar ve tesaddfi kivrilmalarin yizde dagilimlari
belirlenebilmektedir. Ancak, ikincil yapidaki birgcok bandin Ustliste gakismasindan dolayr Amide |
ve Amide Il bantlarinin detayli sayisal analizini yapmak her zaman kolay olmamaktadir. Gakigan
amide bantlarinin analizi igin ¢esitli spektral analiz yontemleri ileri striImastir. Cogu ikinci tirev
ya da dekonvollsyon spektrumunda tepe noktasini tayin etmeye bagli frekans bazli metodlardir.
ikinci tiirev ve dekonvoliisyon bant ¢ozinlrligini arttirarak, farkli protein yapilarinin ve

denatirasyon kaynakli yapisal degisikliklerin belirlenmesine olanak saglar.

Enzim stabilitesi ile ilgili calismalar ile karsilastirildiginda, 1sil ve isil olmayan islemler sirasinda
gida enzimlerinin inaktivasyon mekanizmalari ve konformasyon degisiklikleri hakkinda daha az
bilgi bulunmaktadir. Literatlirde protein ve enzimlerin ikincil yapisina degisik faktérlerin etkisinin
FTIR spektroskopisi kullanilarak incelendigi bircok calisma bulunmaktadir (Haris ve Severcan,
1999; Severcan ve Haris, 2003; Gulseren ve ark. 2007; Jung 2008; Garip ve ark. 2010; Huang



ve ark. 2011). Fakat gida kaynakli enzimlerin yapisal degisiminin FTIR spektroskopisi
kullanilarak incelendigi arastirmalar sinirli sayidadir. Weeamaes ve ark. (1997) mantar kaynakli
PPO enziminin sicakhk ve basing etkisi ile degisimini FTIR spektroskopisi kullanarak
incelemiglerdir. Termal inaktivasyonun aktif bdlgedeki kugik bir degisiklikten mi yoksa genel bir
yapisal degisiminden mi kaynaklandigini belirlemek igin FTIR spektroskopisi kullanarak bir
sicaklik titrasyon kurvesi c¢izdirmigler ve 50°C Uzerindeki degisimlerin genel bir yapisal
degisiminden kaynaklandigini yani geri dénisimstz oldugunu belirlemislerdir. Ayrica FTIR
spektroskopisi ¢aligmalari sonucunda sicaklik ve basincin neden oldugu denatiirasyonun
birbirinden farkh oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde lipoksigenaz enzimine basincin
etkisini, titin kaynakli PPO enzimine farkl pH’ larin etkisini, mantar kaynakli PPO enzimine
yUksek hidrostatik basincin etkisini incelemek igin FTIR kullaniimistir (Heinisch ve ark. 1995; Shi
ve ark. 2003; Yi ve ark. 2012).

Bu arastirmada FTIR g¢alismalarinda daha etkili sonu¢ elde edebilmek i¢in saf halde bulunan
mantar PPO enzimi model enzim olarak secilmigstir. Arastirmada farkh glc, sicaklik ve sirelerde
Isi-ultrason kombinasyonu ve 1sil islem inaktivasyonunun mantar PPO enzim aktivitesi ve
enzimin yapisal degisiklikleri Gzerine etkisinin belirlenmesi ve aktivitedeki degisimlerin yapisal
degisiklikler ile iligkilendiriimesi hedeflenmistir. Bu calisma sonunda mantar PPO enzimi icin
bulunan sonuglarin bundan sonra diger meyve ve sebzeler ile yapilacak olan ¢alismalara zemin

olusturacagi diusuntlmektedir.

3. GEREC VE YONTEM
3.1.Enzimin Hazirlanmasi ve Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Liyofilize mantar PPO enzimi (EC 1.14.18.1, Sigma) 50 mM (pH=6.5) potasyum fosfat tamponu
icinde ¢ozulmustir. Aktivite tayin yéntemleri igin enzim 0.08 mg/ml, yapisal degisimi belirlemek
icin 70 mg/ml konsantrasyonda kullaniimistir.

inaktivasyon sonunda enzim aktivitesi 6lglimleri spektrofotometrik yéntemle belirlenmistir (Sun
ve Song 2003). PPO enzim aktivitesi 420 nm dalga boyunda absorbans artigi &lgllerek
belirlenmistir. 0.3 ml enzim soliisyona, 2 ml 50 mM (pH=6.5) potasyum fosfat tamponu ve 0.3 ml
fosfat tamponu (pH=6.5) icinde ¢6zinmis 0.2 M katesol soliisyonu eklenmigtir. Bir tinite enzim
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aktivitesi 420 nm’de ilk 0.001/dakikada absorbans artigi olarak tanimlanmgtir. Her bir uygulama
uc¢ kez tekrarlanmig ve her bir uygulamanin analizi ti¢ kere yapilmistir. Enzim aktivitesi kontroltin

aktivitesine oranla ylzde olarak ifade edilmigstir.

3.2.1s1l islem Uygulamasi

Isil igslem uygulamasi ile enzim inaktivasyonu bu proje kapsaminda satin alinan sogutmal blok
isitict (Daihan Model HBR-48 Model) kullanilarak yapiimistir. 16 mm i¢ ¢apa, 50 mm derinlige
sahip bir cam tlp icine potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH 6.5) icinde ¢bzilen 5 ml PPO
soltiisyonu konmustur. Isil islem uygulamasi 20-80°C’ de 0-30 dakika araliginda uygulanmis,
enzim solUsyonu sicakligi istenen degere ulasildigi andan itibaren inaktivasyon takip edilmigtir
(Weemaes ve ark. 1997, Kadkhodaee ve Povey 2008).

3.3. Termosonikasyon Uygulamasi

Duslk sicaklikta ultrason uygulamasinin inaktivasyondaki etkisini belirlemek icin yine bu proje
kapsaminda satin alinan sogutmali blok isitici (Daihan Model HBR-48 Model) kullaniimig ve
bu cihaz igine vyerlestirilen cam tip igine ultrasonik prob daldinlarak sonikasyon
gerceklestiriimistir. Inaktivasyon sirasinda ODTU Gida Mihendisligi Bélimi'nde bulunan
Hielscher (Dr. Hielscher GmbH, Germany) marka 3 (H3) ve 14 (H14) mm sonik proba sahip
UP400S (24 kHz, 400 W, genlik %20-100) model ultrason cihazi kullaniimigtir. 3 mm prob igin
maksimum genlik seviyesi 210 um’dir. Potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH 6.5) iginde ¢6zulen
PPO, 16 mm i¢ capa, 50 mm derinlige sahip bir cam tlp icine konmustur. 3 mm’ lik probun ucu
5ml’ lik solGsyon icine 5 mm daldiriimistir. Sonikasyon %60, 80 ve 100 genlikte (125, 170 ve 210
um), 20-60°C sicaklk araliginda 10°C artis ile, 0, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika boyunca
uygulanmistir. Sonikasyon sirasinda olusan asiri 1sinmayl 6nlemek amaciyla kullanilan
sogutmal kuru blok isiticinin sicakhgi belirlenen degerde sabit tutmada oldukga etkili oldugu
yapilan denemeler sonucu tespit edilmigtir. Cam tlp i¢ine konulan enzim sollisyonu sicaklgi
istenen degere ulastiginda sonikasyon islemine baslanmistir. Ornekler inaktivasyon

uygulamasinin hemen sonrasinda buzlu su banyosuna alinmistir.



3.4.FTIR Calismalan

Enzim inaktivasyon mekanizmasi FTIR spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. Bunun igin MIR
TGS dedektdri bulunan Perkin-Elmer Spectrum 100 (Perkin-Elmer Inc., Norwalk, CT, USA)
FTIR spektroskopisi cihazi kullanilmistir. Orneklerdeki protein bantlarinin belirlenebilmesi icin
tranmisyon spektroskopi (transmission spectroscopy) yéntemi uygulanmistir. Bunun igin érnekler
bu proje kapsaminda satin alinan CaF, pencereler arasina yerlestirilmistir. Enzime sicakhigin
etkisinin belirlenebilmesi icin érnek tutucu igine yerlestirilen CaF, pencereler arasina yerlestirilen
ornekler dogrusal bir sicaklik gradyeni (25-70°C) boyunca kesintisiz olarak isitiimis ve
inaktivasyonun geri dénlsimsiz olup olmadigini  kontrol etmek igin tekrar 25°C’ye
sogutulmustur. Spektrumlar her 10°C’ de bir kaydedilmistir. Sicaklik kontroli, hicre tutucunun
etrafindan sicak suyun gegcirilmesi ile saglanmistir. Ayrica ultrason inaktivasyonundan sonra her
bir inaktive edilmis 6rnek CaF, pencereler arasina yerlegtirilerek elde edilen spektrumlari
kaydedilmigtir. Spektrumlarin toplanmasi ve tim datalarin analizi IR solution yazilimi kullanilarak
yapiimigtir. Havanin spektrumu arka plan olarak kaydedilmis ve otomatik olarak 6érnek ve
tampon c¢6zelti spektrumundan c¢ikariimistir. Her bir 6rnek ve tampon ¢ézelti spektrumu 1200-
2800 cm bélgesinde toplanmistir. 2 cm™ ¢dziinirlikte 400 tarama gerceklestiriimistir. Ornek
spektrumundan tampon ¢ézeltinin FTIR spektrumu ¢ikartilarak protein bandlari elde edilmigtir.
Isi ve ultrasonun protein yapisi (izerine yaptigi degisiklikleri belirlemek icin 1700-1600 cm’
arasinda yer alan Amide | bandinin ikinci tirev spektrumu OPUS 5.5 (Bruker optics GmbH)
yazihmi kullanilarak elde edilmis ve ikincil tlrevin minimum tepe noktalari enzimin ikincil
yapisinin belirlenmesinde kullaniimistir (Haris ve Severcan 1999; Severcan ve Haris 2003; Garip
ve ark. 2010).

3.5. istatistiksel Analizler

Veriler Minitab 16 (Minitab Inc.State College, PA) paket program kullanilarak % 95 gliven
araliginda analiz edilmis olup verilerin analizinde varyans analizi (ANOVA) kullaniimigtir.
Uygulamalar arasindaki farkliliklarin tespiti icin Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi yapilmigtir. Her
bir deney 3 kez tekrarlanmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1.1s1l igslem Uygulamasinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Farkli zaman araliklari i¢in 1sil islem uygulamasi sonunda kalan enzim aktivitesi Sekil 1’ de

gOsterilmektedir.

100 -
~ 80 -
=
9
> 60 -
g m40°C
E m50°C
M40 -
0 m60°C
S m70°C
4]
X 20 -

0 B T T T
0 5 10 15 20 25 30

Siire (Dakika)

Sekil 1. Isil islem uygulamasi sonunda kalan enzim aktivitesi

Isil islem uygulamasi sonrasinda enzim aktivitesi belirlenmis, farkli sirelerde ve sicakliklarda
enzim aktivitesi 6lctldiginde enzimin 40°C sicakliga kadar tamamen aktif kaldigi belirlenmigtir
(veriler g6steriimemistir). 40°C’ de 30 dakika 1sil igslem uygulamasi boyunca aktivitede hafif bir
azalma gobzlenmis ve 30 dakika sonunda kalan enzim aktivitesi %89.84 + 2.70 olarak

belirlenmistir. 50-70°C sicaklik araliginda enzim aktivitesinde hizl bir diistisiin oldugu, 70°C de



5 dakika sonunda %99 oraninda enzimin inaktive oldugu ve 80°C Uzerinde herhangi bir aktivite
g6zlenmedigi bulunmustur. 50 ve 60°C’ de 30 dakikalik isil islem uygulamasinin ardindan kalan
enzim aktivitesi sirasiyla %23.60 + 1.26 ve %0.42 £ 0.03 olarak belirlenmigtir. Literattre goére 1sil
islem uygulanan mantar PPO enziminin 45°C’ ye kadar tamamen aktif olarak kaldigi, 45-70°C
arasinda kademeli bir dists gbzlendigi ve 70°C Uzerinde herhangi bir aktivite gbzlenmedigi
bulunmustur (Mccord ve Kilara 1983). Bulunan sonuglarin literatir verileri ile uyumlu oldugu
g6zlemlemistir. Sekil 1. ‘den géraldiga gibi, PPO inaktivasyon oraninin, artan sicaklik ve stre ile

arttigi gézlenmektedir (P < 0.05).

4.2. Termosonikasyon Uygulamasinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

%100 genlikte si-ultrason uygulamasi sonunda kalan enzim aktivitesi Sekil 2’ de

gOsterilmektedir.
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Sekil 2. %100 genlikte i1si-ultrason uygulamasi sonunda kalan enzim aktivitesi



PPO aktivitesine termosonikasyonun etkisi incelendiginde enzim aktivitesi 20 °C’ de 30 dakikalk
ultrason uygulamasi boyunca hafif bir azalma gd6sterirken, 30-60°C araliginda daha hizli bir
inaktivasyon elde edildigi gézlenmistir. Termosonikasyon isleminde artan sicaklik, zaman ve
genlik ile enzim aktivitesinin azaldigi belirlenmistir. 20 °C’ de 30 dakikalik ultrason uygulamasi
sonunda kalan enzim aktivitesi yaklasik olarak %15.38 + 0.83 belirlenmistir. Buna karsin kalan
enzim aktivitesi 30, 40 ve 50°C’ de 30 dakikalik ultrason uygulamasi sonunda sirasiyla %68.71
0.78, %45.08 £ 1.92 ve %7.68 = 0.25 olarak bulunmustur. Mantar PPO enzimi %100 genlikte,

60°C sicaklikta 10 dakika sonikasyon sonunda %99 oraninda inaktive edilmistir.

%80 ve 60 genlikte 1si-ultrason uygulamasi sonunda kalan enzim aktivitesi sirasiyla Sekil 3 ve 4’
te gOsterilmektedir.
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Sekil 3. %80 genlikte 1si-ultrason uygulamasi sonunda kalan enzim aktivitesi
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Sekil 4. %60 genlikte 1si-ultrason uygulamasi sonunda kalan enzim aktivitesi

%100 genlikte farkh sicaklik ve sirelerde gbzlemlenen aktivite azalmasina benzer bir egilim %80
ve 60 genlikte de gbzlemlenmistir. Buna karsin genlik azaldikga kalan enzim aktivitesinin arttigi
g6zlenmistir. 30 dakika, %80 genlik ultrason uygulamasindan sonra, 20, 30, 40 ve 50°C
sicakliklar icin kalan enzim aktivitesi sirasiyla %85.91 + 1.64, %77.73 + 0.79, %57.14 £ 0.75 ve
%8.51 £ 0.43 olarak bulunmustur. Kalan enzim aktivitesi, 30 dakika, %60 genlik ultrason
uygulamasi sonunda, 20, 30, 40 ve 50°C sicakliklar i¢in sirasiyla %86.67 + 1.04, %79.93 £ 1.62,
%60.94 + 0.86 ve %11.59 £ 0.50 olarak belirlenmistir. %99 inaktivasyon 60°C sicaklikta, %80
genlikte 15 dakikada, %60 genlikte 20 dakikada elde edilmektedir. Ayrica, kalan enzim
aktivitesinin artan genlik, sicaklik ve sure ile dnemli 6lgtide (P < 0.05) azaldidi belirlenmigtir.

Isil islem ile kargilastirildiginda 1si- ultrason kombinasyonunun enzim akitivitesini azaltmada
daha etkili oldugu ve bulunan sonuglarin literatlr ile uyumlu oldugu gézlenmistir. Literatlirde 1si

ve ultrasonun enzim inaktivasyonu Uzerine sinerjetik etkisinin gbzlemlendigi calismalar
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bulunmaktadir. Su teresinde (Nasturtium officinale) bulunan peroksidaz enziminin %90 oraninda
inaktivasyonunu gerceklestirmek icin 90°C’ de 70 saniye I1s1 uygulanirken bu siire ayni sicaklikta
termosonikasyon (20 kHz) uygulamasi icin 5 saniyedir (Cruz ve ark. 2006). Raviyan ve ark.
(2005) 50-72°C sicaklik araliginda ultrason (20kHz, 20 um genlik) uygulanmis domates suyunda
pektinmetil esteraz (PME) inaktivasyonunun tek basina isi uygulamasi ile karsilastirildiginda
artmis oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde mantar PPO enziminin inaktivasyon Kkinetigi
Uzerine 1s1 ve termosonikasyonun etkisinin 55-75°C sicaklik araliginda calisiimig, ultrason ve
Isinin  kombine etkisinin sinerjik olarak inaktivasyon kinetigini arttirmada yararli oldugu
bildirilmistir. Bu calismada termosonikasyon ile inaktivasyon sirasinda isil islemin etkinligini
saglamak icin su banyosu kullaniimig ve kalan enzim aktivitesi 60°C’ de 15 dakikalik
termosonikasyon uygulamasi sonunda %1 olarak belirlenmistir. Buna karsin 75°C’ de 3 dakikalik
termosonikasyon uygulamasi sonunda enzimin tamamen inactive oldugu rapor edilmistir (Cheng
ve ark. 2013).

4.3.Enzimin ikincil Yapisinin incelenmesi

Bu calismada, enzimin ikincil yapisi Fourier Degisim Kizil Otesi (FTIR) spektroskopisi
kullanilarak incelenmistir. Bu amagcla 50 mM (pH=6.5) potasyum fosfat tamponu icinde ¢ézilmis
mantar PPO enzimi (6rnek) ve 50 mM (pH=6.5) potasyum fosfat tamponu bu proje kapsaminda
satin alinan demonte edilebilir hiicre icine yerlestirilebilen CaF, pencereler arasina yerlestiriimis
ve spektrumlar elde edilmistir. Havanin spektrumu arka plan olarak kaydedilmis ve elde edilen
bu spektrumlardan otomatik olarak cikarilmistir. Elde edilen &érnek ve tampon c¢oézelti
spektrumlari absorbansa (A) karsi dalga boyu (cm™) grafiginde gdsteriimektedir (Sekil 5).
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Sekil 5. Ornek ve tampon ¢dzelti spektrumlari

Tampon c¢o6zelti spektrumu &érnek spektrumundan cikarilarak su bandlari uzaklastiriimistir.

Cikarma islemi sirasinda 2125 cm™ da bulunan su bandi dizlestirilerek, cikarma islemi

Elde edilen PPO spektrumu S$ekil 6’ da

sonrasinda protein bandlari elde edilmigtir.

gOsterilmektedir.
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Sekil 6. PPO spektrumu

1653 cm™ da bulunan pik, protein yapisinda bulunan C=0 geriliminden (%80) kaynaklanan
Amid | bandi olarak; 1550 cm™ da bulunan pik ise N-H egilme (60%) ve C-N geriliminden (40%)
kaynaklanan Amid Il bandi olarak belirlenmistir (Stuart 2004, Haris ve Severcan 1999).

Proteinler genellikle farkli konformasyonlarda bulunan a-sarmal, B-yapilar, dénisler ve tesadifi
kivrimlar gibi ¢esitli polipeptid fragmentleri icerir. Bu fragmentlerin analizi i¢in en yararl kizilbtesi
bant, yaklasik 1700 ila 1600 cm™ arasinda meydana gelen, Amid | bandidir. Amid | bandinin
ikincil tirev spektrumu kullanilarak proteinlerin ikincil yapi analizi yapilabilmekte ve ikincil
yapidaki degisimler ikincil tlrevin alt bantlarinin yogunluklarindaki degisimin incelenmesi ile
belirlenebilmektedir (Stuart 2004). PPO enziminin ikincil tlrev spektrumu Sekil 7° de

gOsterilmektedir.
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Sekil 7. PPO ikincil tirev spektrumu

Literatlire gére 1686 cm™ da bulunan pik dénislerden, 1655 cm™ da bulunan pik a-sarmal
yapidan, 1648 cm™ da bulunan pik tesadifi kivrimlardan, 1637 ve 1630 cm™ da bulunan pik -
yaprak yapidan, 1618 cm™ da bulunan pik ise antiparalel B-yaprak yapidan kaynaklanmaktadir
(Stuart 2004, Garip ve ark. 2010).

4.4.Mantar PPO Enzimi ikincil Yapisi Uzerine Isil islemin Etkisi
Calismanin ikinci béliminde, 1sil islem uygulamasinin mantar PPO enziminin ikincil yapisi

Uzerindeki etkilerinin arastinimasi amaclanmistir. Isil islem uygulamasinin etkilerini gézlemlemek

icin farkh sicakliklarda kaydedilen mantar PPO enzim spektrumlari Sekil 8’ de gdsterilimektedir.
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Sekil 8. Farkh sicakliklarda kaydedilen mantar PPO enzim spektrumlari

Sekil 8’ de goruldigu gibi sicakhk arttikga Amid | bandinin pozisyonu degismektedir. Bu durum
enzimin ikincil yapisinda bir degisim oldugunu gdstermektedir. ikincil yapidaki degisimlerin daha
ayrintih incelenmesi amaciyla Amid | bandinin ikincil tirevi alinarak her bir farkl sicaklik igin alt

bandlar belirlenmis ve Sekil 9’ da gdsterilmigtir.
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Sekil 9. Farkh sicakliklarda kaydedilen mantar PPO enzimi ikincil tirev spektrumlari

Isil islem uygulamasinin enzimin ikincil yapisi zerine etkisinin incelenmesi amaciyla ikincil tirev
spektrumlari incelendiginde, sicaklik 25°C’ den 70°C’ ye yukseldiginde a-sarmal yapida bir
disUs oldugu gézlemlenmistir. Ayni zamanda tesadifi kivrimlarin belirginlestigi ve anti-paralel -
yaprak yapinin arttigi gdézlemlenmistir. Bu durum ikincil yapida bir acilma oldugunu
gOstermektedir. Sicaklik, 1sil iglem uygulamasi sonunda 70°C’ den 25°C’ ye disUrildiginde bu
bantlarin pozisyonlarinda bir degisim olmadigi gézlemlenmektedir. Bu durum da uygulanan isil
islemin enzimin ikincil yapisi Ozerinde geri dénlslimsiz bir inaktivasyona neden oldugunu
kanitlamaktadir.

17



4.5.Mantar PPO Enzimi ikincil Yapisi Uzerine Ultrason islemin Etkisi

CGalismanin bu kisminda 1si- ultrason kombinasyonunun mantar PPO enziminin ikincil yapisi
Uzerindeki etkilerini gézlemlemek icin sonikasyon %100 genlikte, 20-60°C sicaklik araliinda
10°C artis ile 10 dakika boyunca uygulanmigtir. Termosonikasyon uygulamasi ardindan

kaydedilen mantar PPO enzim spektrumlari Sekil 10’ da gbsteriimektedir.
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Sekil 10. Termosonikasyon uygulamasi sonrasinda kaydedilen mantar PPO enzim spektrumlari

Sekil 10’ da goér0ldigu gibi uygulanan termosonikasyon sicakligi arttikca Amid | bandinin
pozisyonu degismektedir. Bu durum isil iglem uygulamasinda oldugu gibi enzimin ikincil
yapisinda bir degisim oldugunu gdéstermektedir. Bununla beraber isil islem ile kiyaslandiginda
termosonikasyon igleminin Amid | bandinin degisimi Gzerinde daha etkili oldugu g6zlenmektedir.
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ikincil yapidaki degisimlerin daha ayrintili incelenmesi amaciyla Amid | bandinin ikincil tirevi
alinarak her bir uygulama icin alt bandlar belirlenmis ve Sekil 11’ de gdsterilmektedir.
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Sekil 11. Termosonikasyon uygulamasi sonrasinda kaydedilen mantar PPO enzimi ikincil tlrev
spektrumlari

Termosonikasyon uygulamasinin enzimin ikincil yapisi Gzerine etkisinin incelenmesi amaciyla
ikincil trev spektrumlari incelendiginde, uygulanan sonikasyon sicakhgi arttirildikga a-sarmal
yapida bir disls oldugu, tesadifi kivrimlarin belirginlestigi ve anti-paralel B-yaprak yapinin
arttigi gézlemlenmigstir. Bu durum ikincil yapida bir agilma oldugunu ifade etmektedir. Uygulanan
termosonikasyon sonunda sicaklik tekrar 25°C’ ye disuraldiginde bu bantlarin pozisyonlarinda
bir degisim olmadigi gdzlemlenmektedir. Bu durum isil islem uygulamasinda oldugu gibi
uygulanan termosonikasyon isleminin enzimin ikincil yapisi Uzerinde geri dénislimsiz bir

inaktivasyona neden oldugunu kanitlamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Isi-ultrason kombinasyonu ile enzim inaktivasyonu konusunda c¢ok fazla c¢alisma olmasina
ragmen enzimlerin konformasyon degisiklikleri Gzerine termosonikasyonun etkisi hakkinda ¢ok
az bilgi bulunmaktadir. O nedenle bu calismada farkli gig, sicaklik ve sire etkileri géz éniine
alinarak 1s1 ve isi-ultrason kombinasyonu ile mantar PPO enzimi inaktive edilmis, yapisal
degisiklikleri belirlemek amaciyla FTIR spektroskopisi kullanilarak protein ikincil yapisi analiz
edilmis ve bu sonuclar aktivitedeki degisiklikler ile karsilastirilmistir.

Elde edilen veriler 1s1ginda 1sil igslem uygulamasinda artan sicaklik ve slre ile enzim aktivitesinin
azaldigi gbézlemlenmistir. Isil islem uygulamasi sonrasinda enzim aktivitesi dlgtldiginde 70°C
de 5 dakika sonunda %99 oraninda enzimin inaktive oldugu ve 80°C Uzerinde herhangi bir
aktivite gézlenmedidi bulunmustur. Termosonikasyon uygulamasinda artan sicaklik, sire ve
genlik ile enzim aktivitesinin azaldigi belirlenmistir. Mantar PPO enzimi %100 genlikte, 60°C
sicaklikta 10 dakika sonikasyon sonunda %99 oraninda inaktive edilmistir. Buna kargin genlik
azaldikga kalan enzim aktivitesinin arttigr gézlenmistir. %99 inaktivasyon 60°C sicaklikta, %80
genlikte 15 dakikada, %60 genlikie 20 dakikada elde edilmektedir. Buna goére isi-ultrason
kombinasyonunun enzim akitivtesini azaltmada 1sil isleme kiyasla daha etkili oldugu
g6rilmektedir.

Isi ve isi- ultrason kombinasyonunun mantar PPO enziminin ikincil yapisi Uzerindeki etkileri
incelendiginde ise, uygulanan sicaklk arttikca Amid | bandinin pozisyonu degismektedir. Bu
durum enzimin ikincil yapisinda bir degisim oldugunu gdstermektedir. ikincil yapidaki
degisimlerin daha ayrintili incelenmesi amaciyla Amid | bandinin ikincil tirevi alinarak her bir
farkl sicaklik icin alt bandlar belirlenmistir. ikincil tiirev spektrumlari incelendiginde, uygulanan
sicaklk arttirildikca a-sarmal yapida bir dists oldugu, tesadifi kivrimlarin belirginlestigi ve anti-
paralel B-yaprak yapinin arttigi gézlemlenmistir. Bu durum ikincil yapida bir agilma oldugunu
ifade etmektedir. inaktivasyonlar sonunda sicaklik tekrar 25°C’ ye diistriildigiinde bu bantlarin
pozisyonlarinda bir degisim olmadigi gézlemlenmektedir.Bu durum her iki yéntemin de enzimin
ikincil yapisi Gzerinde geri dénlistimsiz bir inaktivasyona neden oldugu géstermektedir. Bununla
beraber Amid | bandinin pozisyon degisimine bakilarak termosonikasyon isleminin ikincil yapinin
degisimi tGzerinde 1sil isleme kiyasla daha etkili oldugu gériimektedir. Sonug olarak, isi-ultrason
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kombinasyonunun enzim inaktivasyonunu saglamada isil isleme gbre daha etkili oldugu

sOylenebilmektedir.

Bu calisma kapsaminda termosonikasyon isleminin mantar PPO enziminin aktivitesi ve ikincil
yapi Uzerindeki etkisi belirlenmis ve bu degisimler isil islem inaktivasyonu ile kiyaslanmistir. Bu
¢alismanin bundan sonra yapilacak benzeri bilimsel ¢alismalara érnek tegkil edecegi ve bu
projede kurulan sistemin birgok arastirmaciya yeni bir c¢alisma alani saglayacagdi
distnulmektedir. Tasidigi avantajlar nedeniyle bundan sonra yapilacak galismalarda Turkiye’ de
cok tiketilen kayisi, sefali, visne gibi meyve sularinin Uretiminde enzim inaktivasyonu igin
termosonikasyon kullanimini tesvik edebilecegi tahmin edilmektedir. Ayrica elde edilen
sonuglarin ultrason uygulamasinin endustrideki enzim inaktivasyonu amaciyla kullanimina katki

saglayabilecegi dustnlilmektedir.
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