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oz

Bu galismada, bezelye ve havug drnekleri indikatér olarak lipoksigenaz (LOX) ve
peroksidaz (POD) enzimlerinin segildigi iki farkli durum igin haslanmig ve —18°C’de
12 ay depolanmigtir. Depolama boyunca haslanmis ve haslanmamis bezelye
orneklerinin klorofil icerikleri, havu¢ o©rneklerinin ise pB-karoten icerikierindeki

degisim incelenmistir.

Haglanmamig bezelyelerdeki klorofil a / klorofil b miktarlari —18°C’de 12 ay
sonunda sirasiyla %42.86 / %21.46 oraninda azalmistir. Indikatér olarak LOX ve
POD enzimleri segilerek haslanmig bezelyelerin klorofil a ve klorofil b miktarlan 12
ay sonunda ise sirasiyla %61.02 / 48.76 ve %48.62 / %38.21 oraninda azalmistir.
Depolama boyunca bezelyelerde kiorofil a ve klorofil b azalisi 1. derece kinetik

modele uygun seyretmigtir.

Haslanmamig havuglardaki B-karoten miktari —18°C’de 12 ay depolama sonunda
%24.50 oraninda, indikatér olarak POD segilerek haglanmis havuglarda ise %9.00
oraninda azalmigtir. Havuglarda dlgllebilir dizeyde LOX  aktivitesi
saptanamamigtir. Depolama boyunca havuglarda p-karoten azaligi 1. derece

kinetik modele uygun seyretmistir.

Caligmanin ikinci agamasinda ise bezelye ve havuglardan elde edilen ham enzim
ekstraktlan kullanilarak, model ortamda LOX ve POD enzimierinin p-karoten ve
klorofil a ve b pigmentlerinin ko-oksidasyonu Uzerine etkileri incelenmistir. LOX
katalizérlugunde gergeklestiriien model ortam reaksiyonlarinda pB-karoten
konsantrasyonu arttikga, linoleik asitten konjuge dien olugsum hizinin ve B-karoten
ko-oksidasyon hizinin azaldigi gézlenmigtir. Esit konsantrasyonda linoleik asit ve
B-karoten olan durumda ise konjuge dien olusumu ve B-karoten
ko-oksidasyonunun tamamen durdugu gézlenmistir. Klorofillerin etkisi B-karotene
kiyasla daha sinirli diizeyde gerceklesmistir. Model ortamda linoleik asite esit

konsantrasyonda pigment varliinda LOX enziminin linoleik  asit
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hidroperoksidasyon aktivitesi p-karoten, klorofil a ve klorofil b igin sirasiyla %100,
%14.8 ve %23.6 oraninda engellenmistir. Kinetik degerlendirmeler B-karoten ve
klorofillerin LOX enzimi icin rekabet¢i olmayan inhibitér olarak davrandigini
gostermigtir. B-karoten, klorofil a ve klorofil b i¢in K; degerleri sirasiyla 0.25 uM,

11.6 M ve 6.6 uM olarak belirlenmigtir.

Model ortamda POD enziminin B-karoten oksidasyonu Uzerine etki etmedigi,
ancak klorofillerin belli oranda oksidasyonuna neden oldugu gézlenmistir. Ortamda
1.56 uM klorofii a ve klorofii b olan durumda POD etkisiyle guayakol
oksidasyonunun sirasiyla %13.6 ve % 8.4 oraninda azaldi§i belirlenmistir. 5
dakikalik reaksiyon sonunda klorofil a ve klorofil b miktarlarindaki azalma ise

%12.5 ve %5.1 olarak gergeklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Pigment ko-oksidasyonu, dondurulmus sebze, peroksidaz,
lipoksigenaz, inhibisyon

Danigman : Dog. Dr. Vural GOKMEN, Hacettepe Universitesi, Gida Miihendisligi
Bolumi, Gida Mihendisligi Anabilim Dali
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ON PIGMENT CO-OXIDATION IN SOME FROZEN VEGETABLES
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ABSTRACT

In this study, peas and carrots were blanched in hot water at two different time and

temperature combinations using lipoxygenase (LOX) and peroxidase (POD) as the
indicator enzyme separately. Unblanched and blanched samples were then stored
at —18°C for 12 months. The changes of chlorophyll contents in peas and
B-carotene contents in carrots were determined for blanched and unblanched

samples through storage.

The chlorophyll a and chlorophyll b contents of unblanched peas decreased at a
ratio of %42.86 and %21.46 respectively at the end of 12 months of storage at
—18°C. Chlorophyll a and chiorophyll b contents of blanched peas decreased at a
ratio of %61.02 and % 48.76 using LOX as the indicator enzyme and those of
%48.62 and %38.21 using POD as the indicator enzyme, respectively. The
chlorophyll degradation followed first order reaction kinetics pattern for both

blanched and unblanched peas during frozen storage.

The B-carotene contents of unblanched and blanched carrots using POD as the
indicator enzyme decreased at a ratio of %24.50 and %9.00 respectively at the
end of 12 months of storage at —18°C. Similarly, the B-carotene degradation
followed first order reaction kinetics pattern for both blanched and unblanched

carrots during frozen storage.

The effects of LOX and POD enzymes into the co-oxidation of pB-carotene and
chlorophylls were also studied in model systems using the raw enzyme extracts
appropriately obtained from vegetables. In LOX catalyzed model reaction medium,
both the conjugated dien formation rates from linoleic acids and co-oxidation rates
of B-carotene decreased as the p-carotene concentration increased. In the case of
the equal B-carotene and linoleic acid concentration, p-carotene co-oxidation and
conjugated dien formation were completely eliminated. Chlorophylis had only a
limited effect when compared to B-carotene. When the concentrations of linoleic
acid and pigments were equal in the model system, the hydroperoxidation activity

of LOX enzymes were hindered by p-carotene, chlorophyll a and chlorophyll b at a
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ratio of %100, %14.8 and %23.6 respectively. Kinetic evaluations have shown that
B-carotene and chlorophylls were acted as a non-competitive inhibitors for LOX
enzyme. K; constants for B-carotene, chlorophyll a and chlorophyll b were
estimated as 0.25 pyM, 11.6 yM and 6.6 uM respectively.

POD enzymes had no effect on the oxidation of B-carotene, but caused to
co-oxidation of chlorophylls in model systems. The guaiacol oxidation rates
catalyzed by POD were decreased at a ratio of 13.6% and 8.4% when 1.56 yM of
chlorophyll a and chlorophyll b were introduced into the reaction medium. The
chlorophyll a and chlorophyll b concentrations decreased 12.5% and 5.1%

respectively in 5 min of reaction.

Keywords: Pigment co-oxidation, frozen vegetable, peroxidase, lipoxygenase,
inhibition

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Vural GOKMEN, Hacettepe University, Department of
Food Engineering, Food Engineering Section
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1.GIRIS

Sebzeler yiksek oranda igerdikleri su ve fizyolojik yapilari nedeniyle, kisa siirede
besin degerlerini ve niteliklerini kaybederek bozulmaktadir. Nitekim sebzelerin
dayanikli hale getirilmesindeki amag, uygulanan muhafaza yéntemiyle uzun raf
émrine sahip olmalarini ve beslenme degeri, renk, aroma, tat, koku ve fiziksel
yapisina ait duyusal niteliklerinin, kisaca kalitesinin en az dizeyde etkilenmesini
saglamaktir. Bu amagla sebzelerin dondurularak muhafazasi uygulanan en etkili
muhafaza yéntemlerinin basinda gelmektedir. Sebzelerin dondurulmasi ile su
aktivitesi degeri olduk¢a duslrilmekte ve depolama sicakliginin da —18°C ve
altinda tutulmasi ile birlikte mikrobiyolojik bozulmalara bagl kalite kayiplarinin
online gegilmektedir. Nitekim dislk depolama sicakliklarinda mikrobiyolojik
faaliyetler durduruisa bile, sebzelerin yapisinda dogal olarak bulunan enzimlerin
gerceklestirdigi biyokimyasal reaksiyonlar dlsiik hizlarda da olsa devam et;nekte
ve fiziksel ve kimyasal degisikliklere neden olarak kalite kayiplarina yol

acmaktadir.

Dondurularak muhafaza edilen sebzelere, enzimlerin neden oldugu kalite
kayiplarini engellemek amaciyla haslama islemi uygulanmaktadir. Sebzelerde,
donmus depolama boyunca kaliteyi korumak ve stabil bir Griin elde etmek
amaciyla uygulanan haglama igleminin yetersiz veya asin uygulanmasi
durumunda cesitli olumsuzluklar ortaya g¢ikmaktadir. Bu baglamda haglama
isleminin optimizasyonu, dondurularak muhafaza edilen sebzeler igin en kritik

basamagi olusturmaktadir.

Peroksidaz enzimi, sebzelerde isiya kargl en direngli enzim olarak kabul edilmekte
ve haglama igleminin yeterlili§i agisindan indikatér enzim olarak yaygin bir bicimde
kullaniimaktadir. Bununla birlikte tiketicinin Griinii yargilamasindaki en 6nemli
parametrelerin baginda Urinin goérselligi gelmekte ve beklenen rengin digindaki
renkler Griin kalitesi hakkinda siiphe dodurmaktadir. Haslanmamis sebzelerde
meydana gelen renk kayiplan ve kétu tat-koku olusumundan lipoksigenaz enzimi
sorumlu tutulmaktadir. Bu baglamda son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalarda,
dondurularak muhafaza edilecek sebzelere uygulanan haglama igleminin yeterliligi
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acisindan indikatér olarak peroksidaz yerine lipoksigenaz enziminin
kullanilmasiyla hem enerji tasarrufu saglanacagi, hem de besinsel ve duyusal
kalitenin Grine daha az isi yluklenmesi nedeniyle daha iyi korunabilecegi ileri

strtlmektedir.

Dondurularak muhafaza edilen sebzelerde dondurulmus halde depolama boyunca,
indikator olarak peroksidaz ve lipoksigenaz kullanilan durumlarin hangisinde, Uriin
renginin daha iyi korundugunun belirlenmesi proses optimizasyonu agisindan
8nem kazanmaktadir. Bu amagla gergeklestirdigimiz calismanin ilk kisminda,
indikatér olarak lipoksigenaz ve peroksidaz enzimlerinin secildigi iki farkli durum
icin, materyal olarak segilen bezelye ve havug érnekleri haglanmig ve —18°C’de 12
ay boyunca depolanmasi sirasinda bezelye 6rnekierinin klorofil ve ksantofil
pigmentlerindeki, havug ©6rneklerinin ise p-karoten pigmentindeki degdisimler
incelenmigtir. Calismanin ikinci kisminda ise bezelye ve havuglardan elde edilen
ham enzim ekstraktlari kullanilarak, model ortamda LOX ve POD enzimierinin

B-karoten ve klorofil turevlerinin ko-oksidasyonu Uzerine etkileri aragtinlmgtir.



2. LITERATUR OZETI

Gidalarin dayanikli hale getiriimesinde uygulanan bitiin ydntemlerin amaci,
mikrobiyolojik ve enzimatik degisimleri 6nlemek veya sinirlandirmaktir.
Mikrobiyolojik yolla bozulmalar, gidalarin fiziksel, kimyasal ve duyusal niteliklerinde
temelden degismelere neden olmakta ve hatta gida insan sagligini tehdit edici bir
nitelik kazanabilmektedir. Buna karsin mikrobiyolojik olmayan bozulmalar, ézellikle
enzimlerin faaliyetine ve cesitli kimyasal reaksiyonlara bagl olarak gelismekte,
gidanin fiziksel, kimyasal ve duyusal niteliklerinin bozulmasina, kalitenin

azalmasina neden olmaktadir (Cemeroglu ve ark., 2001).

Gidalarin mikrobiyolojik ve enzimatik yollardan bozulmalarini engellemek amaciyla
cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik muhafaza yéntemieri kullaniimaktadir.
Gidalarin dondurularak muhafazasi), uzun depolama siresi boyunca kalitenin
yiksek oranda korundugu fiziksel muhafaza yéntemlerinin baginda gelmektedir.
Dondurma iglemi ile birlikte 6zellikle meyve ve sebzelerin iceriginin blyik bir
kismini olusturan su molekilleri buz kristallerine déniigserek su aktivitesi degeri
dusmektedir. Boylece uygulanan disuk depolama sicakiikklan ve disuk su
aktivitesi nedeniyle mikrobiyal gelisimler durdurulmakta ve biyokimyasal tepkime
hizlan sinirlandiriimaktadir (Pala, 1983; Cano, 1996).

Dondurularak muhafaza edilecek meyve ve sebzelere, ylkkama, ayklama ve
hammaddenin gegidiné gére de kabuk soyma, dilimleme gibi 6n iglemler
uygulanmaktadir., Hammadde ve hammaddeye wuygulanan 6&n iglemler
donduruimus meyve ve sebzelerde, son rin kalitesini etkileyen 6nemli
faktérlerdendir (Park, 1987; Luh, 1997; Howard et al., 1999).

Dondurularak muhafaza edilecek sebzelerde, dondurma islemi éncesi uygulanan
en o6nemli igslem, haglamadir. Sebzelerin yapilarinda bulunan dogal enzimler
igsleme ve depolama sirasinda iriinde meydana gelen istenmeyen tat, koku, renk
ve besinsel dedere sahip bilesenlerin kaybindan sorumluduriar (Eriksson, 1975;
Favell, 1998; Negi and Roy, 2000). Nitekim —18°C ve daha disiik depolama
sicakliklarinda, mikrobiyolojik faaliyetlerden kaynaklanan bozulmalar sz konusu
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olmamakla birlikte meyve ve sebzelerin bozulmasina neden olan enzimatik ve
kimyasal faaliyetler disik reaksiyon hizlarinda dahi devam etmektedir. Bu
sebepten dolayl sebzelerde meydana gelen enzimatik reaksiyonlari engellemek
amaciyla dondurma iglemi 6ncesi haslama iglemi uygulanmaktadir (Cano, 1996;
Acar ve Cemeroglu, 1998).

Sebzelerin haglanmasi yaygin olarak belli sicaklik ve sirelerde sicak suya
daldiriimasi veya doygun sicak  buhardan  gegiriimesi seklinde
gerceklestiriimektedir (Poulsen, 1986; Fellows, 2000).

Dondurularak muhafaza edilecek sebzelerde kaliteyi korumak amaciyla uygulanan
haglama iglemi bazi avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Haglama igleminin
avantajlan, enzimlerin inaktivasyonu sayesinde vyapi, renk ve aromanin
stabilizasyonu, besinsel kalitenin korunmasi, mikrobiyal yikin azaltiimasi,
dokulardaki gazin uzaklagtirimasi, ham tat ve kokunun gideriimesi seklinde
ozetlenebilmektedir. Bunun yaninda haslama igleminin dezavantajlarn ise, 1sil
islemden kaynaklanan renk ve aroma kayiplan, yapida meydana gelen
bozulmalar, besinsel kalite kayiplar, 6ézellikle sicak suda haglama yéntemiyle
meydana gelen suda ¢ézinir maddelerin kayiplari ve ayrica fazla miktarda su ve
enerji gereksinimine ihtiyag duyulmasi seklinde &zetlenebilmektedir (Williams et
al., 1986; Negi and Roy, 2000).

Haglama iglemiyle sebze dokularina uygulanan isi, hiicre yapisinda fiziksel ve
kimyasal degisikliklere neden olmaktadir. Sebzelere uygulanan isil iglemin en
énemli etkisi protein denaturasyonudur. Bdylece sebzenin islenmesi ve donmus
depolanmasi boyunca kalite kayiplarina neden olan enzimlerin inaktivasyonu da
safglanmis olmaktadir. Fakat hagslama iglemiyle gergeklegsen protein
denaturasyonunun yaninda sebze hiicrelerinde bir takim istenmeyen degisiklikler
de meydana gelmektedir. Isi etkisi ile stoplazmik membranlarin degigikliklere

ugramasi, gegirgenliklerinin artmasina neden olmaktadir (Cano, 1996).

Ozellikle yesil fasulyelerde hiicre duvarinin yapisinda bulunan pektik maddelerin
¢6ziinurlik kazanmasi sebzenin yumusamasina sebep olmaktadir (Brown, 1967).
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Isi etkisi ile birlikte hiicre duvarinin yapisinda meydana gelen degisimler, suda
¢6zinen madde kayiplarini da beraberinde getirmektedir. Haslama iglemi
sirasinda hem isi etkisiyle hem de ¢ézinerek haslama suyuna gegme yoluyla
karbonhidrat, vitamin, mineral, ve seker miktarlarinda azalmalar meydana
gelmektedir. Besinsel dedere sahip askorbik asit hem sudaki ¢éztnarlGliginin
yiksek olmasi, hem de iIsiya ve oksidasyona karsi oldukga hassas olmasi
nedeniyle dondurularak muhafaza edilen sebzelerde, uygulanan iglemlerin
yeterliliginin bir gostergesi olarak kullaniimaktadir. Haglama, sodutma ve
dondurma iglemleri amaciyla kullanilan yéntemler askorbik asit kaybini etkileyen
énemli faktérlerdir (Selman, 1994; Cano, 1996; Lee and Kader, 2000).

Yiksek sicaklikta kisa siire haglama ile gergeklesen askorbik asit kayiplari, digtik
sicaklik uzun sire haglama islemine gére daha diisiik olmaktadir (Abdel-Kader,
1991). Ayrica dondurularak muhafaza edilecek olan sebzenin yapisi, sekli ve
haglama 6ncesi uygulanan kesme, dilimleme gibi 6n igslemler askorbik asit kaybini
etkileyen diger faktérlerdir (Zhuang and Barth, 1996). Ornegin kip seklinde
kesilmis havuglarin ylizey alani arttigindan ¢ézlinerek suya gecme, oksidasyon ve
1! etkisi ile meydana gelebilecek askorbik asit kayiplari da artmaktadir (Selman,
1994).

Buna karsin haglanmamis uriinlerde donmus depolama boyunca meydana gelen
askorbik asit kayiplan, haslanmis Uriinlere gére daha fazla gergeklesmektedir
(Muftugil ve Yigit, 1984; Favell, 1998). Nitekim haslama iglemiyle birlikte askorbik
asit oksidasyonuna sebep olan askorbik asit oksidaz, peroksidaz (Robinson,
1991a) ve lipoksigenaz (Roy and Kulkarni, 1996) enzimlerinin inaktivasyonun
saglanmasi ile birlikte, donmus depolama boyunca askorbik asit kayip hizi

azalmakta ve {rlin stabilizasyonu saglanmakatadir.

Bununla birlikte, 1s1 etkisi ile sebzelerde meydana gelen olumsuz etkileri en alt
seviyede tutmak amaciyla haglama iglemi sonunda suratli bir sodutmanin
yaplimasi gerekmektedir. Béylece isi1 etkisi ile gergeklesen renk, yapi, aroma ve
besinsel madde kayiplari minimize edilerek, dondurulmus halde depolama

boyunca daha stabil bir Griin eldesi miimkin olmaktadir (Cano, 1996).



Sebze drinlerinde renk, kalite kriterlerinin basinda gelmektedir. Dondurularak
muhafaza edilen haglanmig ve haglanmamis sebzelerin renginde, isleme ve
depolama siresi boyunca degisiklikler meydana gelmektedir (Muftugil ve Yigit,
1984; Lee, 1986; Williams et al., 1986; Calligaris et al., 2002; Park, 1987). Tuketici
acisindan gidalarda bulunan cesitli bilegenlerin fonksiyonel aktivitelerini bilmek
arinG tercih ederken 6nemli bir parametre olusturmaktadir. Klorofiller Griintin
olgunlugu ve irine uygulanan teknolojik islemler hakkinda indikatér olarak rol

oynamaktadirlar.

Tuketicinin Griind yargilamasindaki en &nemli parametrelerin basinda wrtiniin
gorselligi gelmektedir. Ornegin ispanak, bezelye ve fasulye gibi taze sebzelerden
beklenen renk tipik klorofil rengi olan parlak yesil veya fermentasyona maruz
birakilmis Griinlerden beklenen renk ise tipik feofitin ve feoforbid rengi olan zeytin
yesilidir. Tuketici agisindan beklenen rengin disindaki renkler ariin kalitesi

hakkinda siiphe dogurmaktadir.

Kimyasal olarak klorofiller porfirin gruptan tiiremis yapilardir. Porfirinlerin en énemli
ozellikleri metal iyonlanyla kelat olusturma egilimlerinin yilksek olmasidir.
Klorofillerde kompleks olusturan metal iyonu magnezyumdur (Sekil 2.1). Klorofiller
propionik asit zincirlerinin modifiye formu olan siklik B-ketoester (V nolu halka) ve
ayrica IV nolu halkadaki propionik asit zincirinin 20 karbonlu diterpen alkol olan

fitol birimiyle esterlesmesinden olugmus yapilardir (Hendry, 1996).

Klorofilin yapisinda bulunan 10 tane konjuge bag, kromofor 6zellik kazandirmakta
ve gorinir bolgede 1gik absorplamasini saglayarak klorofile yesil renk
vermektedir. Klorofil a ve klorofil b arasindaki farklihk, 7 numarali karbon
atomunda kiorofil a’nin metil grubu, klorofil b’nin ise formil grubu icermesinden
kaynaklanmaktadir. Klorofil pigmentleri gelismis bitkilerde, stoplazmada kendi
membranlarn olan plastidler igerisinde karotenoidlerle birlikte bulunmaktadir.
Klorofilin yapisindaki lipofilik karakterdeki fitol grubu, klorofilin lipoprotein yapidaki
kloroplast membrana baglanmasini, ayrica yapidaki porfirin halka ise proteinlerle
kovelent olmayan baglar kurmasini saglamaktadir (Minguez-Mosquera et al,,
2002a).



Klorofiller, kloroplast icerisinde kararlt bir yapiya sahiptirler, fakat kloroplast
herhangi bir nedenden dolayi zarar goérdiginde, olduk¢a kararsiz hale
dénusmektedir. Bu durumda pH, sicaklik, enzim, oksijen, ve isik gibi faktorler
klorofilin yapisinda énemli degisimlere sebep olmaktadir (Schwartz and Lorenzo,
1990; Cano, 1996; Heaton and Marangoni, 1996; Chen and Liu, 1998; Thron,
2001).

Klorofilin yapisinda kelat modifikasyonu, fitol grubunun de-esterifikasyonu, izosiklik
halka reaksiyonlari ve porfirin halka oksidasyonlan adi altinda 4 ana degisim

gerceklegsmektedir (Sekil 2.1) (Minguez-Mosquera et al., 2002a).

Klorofilin yapisindan Mg iyonunun, iki tane hidrojen atomuyla yer degistirmesine
feofitinizasyon denilmektedir (Sekil 2.1). Klorofilin kromofor yapisinda degisiklik
gerceklestigi i¢in, olusan feofitinlerin rengi klorofilden farkh olmaktadir.
Feofitinizasyon sonucunda, mavi-yesil renge sahip klorofil a molekilinden, gri
renkli feofitin a , sari-yesil renge sahip klorofil b molekilinden ise , kahverengi
renkli feofitin b olusmaktadir. Kimyasal olarak feofitin olusumu asidik ortamlarda
gerceklesmektedir (Minguez-Mosquera, 2002a). Klorofiller bitki hicrelerinde
kloroplast icerisindeki lipoprotein yapidaki membranlara bagli bulundukiarindan
dolayi, asit etkisinden korunabilmektedir. Ancak herhangi bir isitma iglemi ile
kloroplast yapisi zarar goriip, lipoproteinler koagile olunca, klorofilleri koruma
etkisi kaybolmaktadir. Iste bu nedenle sebzelerin haglanmasi sirasinda, yesil renk
hizla kaybolmakta ve bu kayip pH distikce artmaktadir (Schwartz and Lorenzo,
1990).

Yapilan bazi caligmalarda feofitin olusumunu engellemek amaciyla 1sil iglem ve
depolama siresi boyunca pH'nin yilksek degerlerde tutularak sebzelerde yesil
rengin korunmast hedeflenmisgtir. Elde edilen sonuglar, sebzenin iglenmesi
asamasinda yararli olmus fakat depolama sirasinda klorofilin feofitine déntsimu
oldukga hizli gerceklesmigtir (Malecki, 1964). Isil igslem ve depolama boyunca
klorofillerden feofitin olugsumu ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda klorofil a’nin klorofil
b'ye goére 2.5-10 kat arasinda daha hizli bozundugu belirlenmistir (Minguez
-Mosquera et al., 2002a, Schwartz and Lorenzo, 1990; Canjura et al., 1991).
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Sekil 2.1. Klorofil yapisinda meydana gelen degisimler (Minguez-Mosquera et al.,
2002a)



Haslama iglemi igin kullanilan sicaklik ve siire normlari yesil sebzelerin iglenmesi
ve dondurulmus halde depolanmasi sirasinda igerdikleri klorofilin bozuima hizini
etkilemektedir. Haglama sekli de klorofil yikimi konusunda  dnemli bir
parametredir. Sayet sicak su ile haglama gercekiestiriliyorsa ayni enzim
inaktivasyonunu saglayan yiksek sicakliktaki kisa sureli bir haglama, klorofil
kaybinin azaltiimasi agisindan disik sicakliktaki uzun sdreli haglamaya kiyasla
daha iyi sonuglar vermektedir (Cano, 1996). Bunun yaninda briiksel lahanasinin
hasanmasinda ayni enzim inaktivasyonunun saglanmasi igin buharia yapilan
haglamada daha uzun siireye ihtiya¢ oldugundan, klorofil kaybi sicak su ile yapilan
haslamada daha az olarak tespit edilmistir (Dietrich and Neumann, 1965). Ayrica
yapilan arastirmalarda, haglamanin baglangicinda klorofil a, klorofil b’'ye gére daha
duyarlh gérulmekte, haglama siresinin uzamasiyla klorofil b yikim hizinin daha
fazla oldugu gériiimektedir (Katsaboxakis, 1984). Bununla birlikte, uzun streli
haglama iglemi uygulanan durumiarda daha belirgin kloroplast yikimi
gerceklesmekte, bdylece kloroplast icinde bulanan klorofillerin 1siya karsi
duyarlihklan artmaktadir. Uzun sire haglama iglemleri donmus depolama boyunca

klorofil bozulma hizin arttirmaktadir (Cano, 1996).

Haslama iglemi ile birlikte sebzelerde bir miktar klorofil kayiplari gériilmekle birlikte
haslanmamis sebzelerde donmus depolama boyunca haglanmis sebzelere gore
daha fazla renk kayiplari gergeklesmektedir. Walker (1964) haslama slresiyle,
-10°C'de donmus depolama boyunca vyesil fasulyelerdeki klorofil degisimi
arasindaki iligkiyi incelemek amaciyla gergeklestirdigi calismada, haslanmamis
fasulyelerin 20 ginlik depolama siresi sonunda klorofil igeriginin %45 oraninda
azaldigini, buna karsin 2 dakika haglanmis fasulyelerde ayni depolama siresi

sonunda klorofil iceriginde %2 ’lik bir azalma gergeklestigini belirtmistir.

Klorofilin yapisinda meydana gelen ikinci onemli degisiklik C-17% baginin
de-esterifikasyonu sonucu fitol grubunun yapidan ayriimasidir. Bu reaksiyon
endojen bir enzim olan klorofilaz enzimi (E.C.3.1.1.14) tarafindan
katalizlenmektedir (Gossauer and Engel, 1996). Klorofilaz enzimi hem klorofilin,
hem de feofitinin de-esterifikasyon reaksiyonunu katalizleyebilmektedir. Klorofilin
de-esterifikasyonu sonucu olusan drtn klorofillid, feofitinin de-esterifikasyonu
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sonucu olusan urin ise feoforbid'dir. Yapidan fitol grubunun ayriimasiyla porfirin
halkanin kromofor yapisinda herhangi bir degisiklik meydana gelmedigi icin renk
korunmakta ve yapi polar bir nitelik kazanmaktadir (Hendry, 1996).

Klorofilin yapisinda meydana gelen Ggiincti énemli degisiklik izosiklik halka (V
numaral halka) reaksiyonlaridir. Ozellikle 100°C’nin altinda uygulanan kisa siireli
haslama iglemi C-13%2 epimerlerinin (epimerizasyon reaksiyonlari) olusumuna
sebep olmaktadir. Daha uzun sreli 1sil islem uygulamalar ise feofitin ve feofitin
epimerleri olusumuna neden olmaktadir. Konserveye iglenecek sebzelere
uygulanan haglama ve sterilizasyon iglemi ile C-13? numarali karbon atomunda
dekarbometoksilasyon reaksiyonu gerceklesmekte ve pirofeofitin gibi klorofil
turevleri olusmaktadir (Canjura et al., 1991; Schwartz and Lorenzo, 1991; Teng,
1999). Klorofil yapisindaki izosiklk halkanin oksidasyonu sonucunda
allomerizasyon reaksiyonlari gerceklesmekte ve bunun sonucunda purpurin
tarevleri, klorin turevleri, lakton turevieri ve okside olmus klorofil tarevleri
olusmaktadir. Klorofilin yapisinda meydana gelen bu tur degisimler klorofil yikimini

hizlandirmaktadir (Minguez-Mosquera et al., 2002a).

Klorofil yapisinda meydana gelen bir diger degisiklik ise oksidatif reaksiyonlar
sonucu porfirin halkanin bozulmasidir. Béylece yapi kromofor &zelligini
kaybederek renksizlesmektedir (Sekil 2.1). Halka ag¢ilimi 5 numarali karbon
atomundan baglamaktadir ve olugsan Uranler gbérinir bolgede g1k
absorplamamaktadir. Dioksigenaz enzimlerinin (lipoksigenaz, peroksidaz ve
klorofil oksidaz) oksidatif reaksiyonlar sonucunda porfirin halkanin agiimasinda ve
bunun sonucunda klorofilin renksiz driinlere pargalanmasinda rol oynadigi

distnalmektedir (Minguez-Mosquera et al., 2002a).

Yesil sebzelerdeki renk degisiklikleri buylk olgiide klorofilde meydana gelen
degisikliklerle iligkilidir. Sebzelerin yesil rengini, sadece klorofilin feofitinlere
dénusumi etkilememekle birlikte, uzun streli depolama sonucunda hem klorofil
hem de feofitinlerde azalmalar meydana gelmektedir. Yag peroksitlerinin artigi ile
iliskili mekanizmalar klorofil bozulmasini etkileyen énemli etkenlerdir (Cano, 1996).
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Bununla birlikte haglama, 6zellikle dondurularak muhafaza edilecek sebzelerde
klorofilin korunmasi agisindan son derece énemli bir iglemdir (Cemeroglu ve Acar,
1986). Haslanmamis, yetersiz haslanmis veya asir hasglanmis sebzelerin
dondurularak muhafazasinda, klorofil enzimatik veya kimyasal olarak feofitinlere,
klorofillidlere ve feoforbidlere déniigserek dnemli diciide bozulmaktadir (Schwartz
and Lorenzo, 1990).

Klorofil haricinde sebze dokularinda bulunan, ¢i§ veya islenmis Urlinlerin
renklerinden sorumlu diger pigmentler iginde antosiyanidinler ve karotenoidler yer
alir. Sebzeler, yapilarinda fazla miktarda antosiyanin icermediklerinden dolayi,
antosiyanin degradasyonu renk agisindan birinci derecede &nem teskil
etmemektedir (Cano, 1996).

Karotenoidler bir cok meyve ve sebzenin yapisinda bulunan, sari ile kirmizi
arasinda degisen renklere sahip pigmentlerdir. Domates ve havug gibi sebzeler
yiuksek oranda karotenoid igermektedir (Desobry et al., 1988; Calligaris et al.,
2002). Karotenoidlerin temel yapisi, 8 tane izopren birimin ard arda baglanmasiyla
olusan, birbirine simetrik iki tane 20 karbonlu birimden meydana gelmektedir (Ege,
1994). Butiin karotenoidler 40 karbonlu iskelet yapisinin degisik varyasyonlan
sonucu ortaya cikmaktadir. Sadece karbon ve hidrojen atomundan meydana
gelmis karotenoidlere karoten, yapisinda hidroksi, epoksi ve keto gibi oksijen
gruplan igeren karotenoidlere ise ksantofil (ksantin) denilmektedir (Oliver and
Palou, 2000). Sekil 2.2'de bitkilerde yaygin olarak bulunan bazi karoten ve

ksantofillerin yapisi verilmektedir.
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(c)
(d)
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CH, CH, CH, CH,
Sekil 2.2. Bitkilerde yaygin olarak bulunan bazi karoten ve ksantofillerin yapisi. (a)
B-karoten, (b) a-karoten, (c) B-kriptoksantin, (d) lutein , (e) lutein-5,6-epoksit (f)

neoksantin, (g) likopen (Goodwin, 1980).
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Karotenoidlerin karakteristik 6zelligi, uzun konjuge polien zincir boyunca tek ve ¢ift
baglarin sirekli olarak yer degistirmesidir. Bu olgu, yapisindaki m-elektronlarinin,
polien zincir boyunca sirekli delokalize olmasi sonucu konjuge bir sistem
olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Bu ézellik karotenoidlerin molekuler yapisini,
kimyasal aktivitesini, 151§1 absorblama 6zelliklerini ve bdylece rengini
belirlemektedir (Britton, 1995).

Karotenoidlerin polien zincirindeki her bir ¢ift bag, cis ve trans geometrik izomerleri
olmak tzere iki farkli konfigurasyonda bulunabilmektedir. Yapida cis formda bir gift
bagin bulunmasi, ardagik durumdaki hidrojen atomlan ve/veya metil gruplari
arasinda biiyik bir sterik engelleme yaratmakta, bu da termodinamik agidan
karotenoidlerin cis izomerlerinin trans formlarina gére daha az kararli olmasina
sebep olmaktadir. Bu sebepten dolayl dogada bulunan butlin karotenoidler

cogunlukla all-trans formunda bulunmaktadir (Britton, 1995).

Karotenoidler beslenme fizyolojisi agisindan énemli bir yere sahiptir. Bunun nedeni
bazi karotenoidlerin provitamin A aktivitesine sahip olmalaridir. Karotenoidierin
provitamin A aktivitesi gosterebilmesi i¢in yapilarinda en az bir tane keto, hidroksi
veya epoksi grup icermeyen B-halkasi bulunmasi gerekmektedir. Karotenoidler
icerisinde en yiiksek provitamin A aktivitesi gdsteren molekil B-karoten’dir
(Minguez-Mosquera et al., 2002b). Teorik olarak bir birim p-karoten molekultinden,
2 birim vitamin A elde edilmesi gerekmektedir. Fakat metabolik sire¢ sonunda bu
oranin 6 birim B-karotenden, 1 birim retinol (vitamin A) elde edilecek sekilde
gerceklestigi belirtilmistir (Desobry et al., 1998). B-Karoten diginda, o-karoten,
y-karoten, B-kriptoksantin, pB-apo-8-karotenal ve bunlann yapt izomerleri,
yapilarinda bir tane B-halkasi igerdiklerinden dolayi potansiyel A vitamini

aktivitesine sahip diger bazi karotenoidlerdir (Minguez-Mosquera et al., 2002b).

Karotenler bircok meyve ve sebzede bulunmaktadir. Simon (1990), yaptigi
calismada taze meyve ve sebzelerde en ¢ok karotenin havuglarda oldugunu tespit
etmistir. Havuglarda 6 cesit karoten tarl bulunmaktadir. Bunlar o-,-,y-,¢-karoten,

likopen, ve B-zeakarotendir. Havuglarda en c¢ok B-karoten, yaklagik olarak yarisi
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kadar da o-karoten bulunmaktadir. Karotenlerin miktart ve c¢esidi havucun
genotipine, elde edildiji yere ve elde olundugu yila gére degismeketedir. Heinonen
(1990), 19 ayn havug gesidi ile yaptdi caligmada ortalama B-karoten miktarinin
1.2 —=2.3 mg /100g havu¢ oldudunu saptamistir.

Bununla birlikte, Peto ve ark. (1981) tarafindan, meyve ve sebzelerle alinan
B-karotenin, bazi kanser ¢esitlerine kargi koruyucu etki gdsterdiginin
belirtiimesinden sonra, karotenoidler potansiyel antioksidan madde olarak genis bir
calisma alani kazanmiglardir. Daha sonralar yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda
besinlerle alinan karotenoidlerin cilt kanseri, (Mathews-Roth and Krinsky, 1987;
Greenberg et al., 1990,) akciger kanseri, (Omenn et al., 1996) kalp damar
hastaliklari (Morris et al., 1994) ve katarakt (Knekt et al., 1992) gibi hastaliklara

yakalanma riskini dnemii élglide azalttidini ortaya koymustur.

B-Karoten ve diger karotenoidlerin bir bagka énemli 6zelligi ise elektronca zengin
konjuge bag yapilan sayesinde, uyariimis formdaki oksijen molekilina (singlet
oksijen,'0,*) sénumlendirerek tekrar dogal formdaki oksijen molekiiliine (triplet
oksijen, ,20,) dénusturmeleridir. Singlet formdaki oksijen molekilii son derece
reaktif yapidadir ve kimyasal reaksiyonlar sonucunda oksidatif hasarlara yol
acmaktadir. B-Karoten uyarilimis oksijen molekilindeki fazla enerjiyi binyesine
alarak, yapisindaki uzun polien zincir boyunca molekiler titresim sayesinde
ortama 1si seklinde aktarmakta ve bu etki neticesinde B-karoten molekiliinin
yapisinda hi¢ bir degisiklik meydana gelmeden uyariimig formdaki oksijen
molekiilt ('0,*) tekrar dogal formdaki oksijen molekiiline (°0;) dénusmektedir
(Krinsky, 1994; Britton, 1995; Edge et al.,1997). B-Karotenin bu 6zelligi sayesinde,
klorofil pigmenti tarafindan dretilen reaktif formdaki oksijen molekillerinin
sénumlendirilmesi sonucunda gerek klorofil pigmentinin yapisinda, gerekse
lipidlerin yapisinda meydana gelebilecek oksidatif hasarlarin 6nlenmesi
gerceklesmektedir (Chen and Liu, 1998; Rontani, 2001).

Klorofil 1sik varliginda uyariimis oksijen tUretmekte ve uyarilmig oksijenler (singlet)
normal oksijene (triple) goére, linoleik asit oksidasyonunu 1450 kat daha hizl

gerceklestirmektedir. Yapilan bir galismada, ylksek oranda linoleik asit iceren
14



iceren soya fasulyesi ya§inda, 1slk ve klorofil varlifinda linoleik asit
oksidasyonunun ¢ok hizli gergeklestigi, ayni ortamda B-karotenin bulunmasi
durumunda ise oksidasyonun ¢ok yavas gerceklestigi belirtilmigtir (Lee and Min,
1988).

Ayrica yapilan ¢alismalarda B-karotenin degisik ortamlarda aktif radikal turleriyle
reaksiyona girdigi ve bu reaksiyonlar esnasinda antioksidan davranis gosterdigi
belirtiimis (Benzei, 2000; Mortensen et al., 2001; Polyakov et al., 2001; Young and
Lowe, 2001) ve ayni zamanda lipid peroksidasyonunu yavaslatti§i gérisi ortaya
ctkmistir (Burton and Ingold, 1984; Burton, 1989; Edge et al., 1997; Woodall et
al., 1997a).

Biyolojik sistemlerde karotenoidler, proteinler ya da lipoproteinier ile kompleks
olusturacak sekilde bulunurlar. Bitkilerde B-karoten, kloroplast icerisinde klorofiller
ile birlikte ve hidrofobik bir yapiya sahip oldugundan dolayi, lipoprotein yapida olan
biyolojik membranlarin lipid iceren kismi iginde bulunurlar (Britton, 1996; Young
and Lowe 2001).

B-Karotenin antioksidan ozellik goéstermesi icin lipidlerin yada diger hicre
bilesenlerinin yikimina yol agan oksidasyon reaksiyonlarini 6nlemesi ya da
yavaglatmas! gerekmektedir. B-Karoten okside edici tirlerle ya da serbest
radikallerle hizli bir sekilde reaksiyona girebilmektedir (Woodall et al., 1997b).
Yapilan birgok caligmada B-karotenin, organik ¢ozeltilerde serbest radikallerle
baglatilan lipid peroksidasyon reaksiyonlari esnasinda koruyucu etki gosterdigi
belirtilmistir (Conn et al., 1991; Jialal et al., 1991; Kennedy and Liebler, 1992).

B-Karoten, sadece karbon ve hidrojenden olustugu igin hidrofobik karaktere
sahiptir. Suda ¢6ziinmeyen B-karoten tetrahidrofuran, diklormetan, benzen, toluen
ve kloroform gibi apolar ¢éziiclilerde ve yagd ¢ozicilerde ¢éziinmektedir (Craft,
1992). Domates ve havug gibi yiksek oranda karotenoid iceren sebzelerde
karotenoid yikimi hem renk agisindan olumsuzluklara, hem de besinsel deger
acisindan kayiplara yol agmaktadir. Karotenlerin sudaki ¢ézinurlikleri az
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oldugundan hasglama sirasinda gerceklesen kayiplar azdir (Desobry et al., 1998;
Calligaris et al. 2002). Karotenoidler asidik ortamlarda ve haglama amagl
uygulanan isil igslem ile nispeten az oranlarda yikima ugramaktadir. Karotenoidler
istya kars! direnclidirler ve genellikle yiksek sicaklik uygulamalarinda karotenoid
izomerlerinin olusumu gerceklesmektedir (Khachik et al., 1986). Buna karsin
karotenoidler 1s1§a karst duyarli olduklarindan dolay! izomerizasyon reaksiyonlari
Isik etkisi ile de gorilmektedir (Pesek and Warthesen, 1988)

Konserveye islenecek gidalarda, uygulanan 100°C’'nin Gzerindeki sterilizasyon
islemlerinde ve dondurularak muhafaza edilecek sebzelere uygulanan uzun sireli
haglama igleminin etkisi ile pB-karoten, all-frans formundan, 15-cis, 13-cis ve
9-cis-B-karoten formlarina déniismektedir. Ayni zamanda karotence zengin havug
ve domates gibi sebzelerde uygulanan iglemler esnasinda i1si§a maruz kaldi§i
durumlarda izomerizasyon reaksiyonlari goérulmektedir. Bdylece pB-karoten
molekiliintin provitamin A aktivitesi azalmakta ve renginde de bir miktar degisim
meydana gelmektedir (Nyambaka and Ryley, 1996; Howard et al., 1999).

Bununla birlikte B-karoten pigmentinin yikimindan sorumlu esas reaksiyon oksijen
varhginda gergeklesen oksidasyon reaksiyonlaridir. B-karoten molekilin
yapisindaki uzun hidrokarbon zinciri boyunca bulanan konjuge ¢ift baglar, oksidatif
etkilesimlere karsi duyarlidir (Goodwin, 1980; Britton, 1996).

Karotenoidlerin kimyasal olarak oksidasyonu, yag asitlerinin, demir ve bakir gibi
agir metaller ya da 1sik varliginda oto-katalatik olarak, baslangig, ilerleme ve bitig
seklinde gerceklesen oksidasyon reaksiyonlari esnasinda olugan serbest
radikallerle tepkimesi sonucu oldudu disintlmektedir (Goldman et al., 1983;
Howard et al., 1999).

Bununla birlikte enzimatik reaksiyonlar sonucunda da karotenoidlerin oksidasyonu
gerceklesmektedir. Ozelliklle lipoksigenaz enzimi katalizérligiinde gergeklesen
lipidlerin  hidroperoksidasyon reaksiyonlari esnasinda B-karoten okside olarak

yikima ugramakta ve renk kayiplarina neden olmaktadir (lkediobi and Snyder,
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1977; Hildebrand and Hymowitz, 1982; Jaren-Galan and Minguez-Mosquera,
1997; Aziz et al., 1999).

Haslanmamis sebzelerde meydana gelebilecek kalite kayiplari, istenmeyen flavor
olusumu, yapisal degisiklikler, renk degisiklikleri ve besleyici degeri olan
bilesiklerin degisimi seklinde gruplandirilabilmektedir. Nitekim dondurularak
muhafaza edilecek sebzelerde meydana gelen kalite kayiplarina sebze
dokularinda aktif halde bulunan enzimlerin etkisi gok fazladir. Lipoksigenaz, lipaz
ve proteazlar istenmeyen flavor olusumundan, pektik enzimler ve seltlaz yapisal
degisikliklerden, polifenoloksidaz, klorofilaz, lipoksigenaz ve peroksidaz (dusik
oranda) renk degisikiiklerinden, askorbik asit oksidaz ve tiaminaz ise besleyci
degeri olan bilesiklerin degisminden sorumlu enzim gruplarndir.  (Williams et al.,
1986; Barrett and Theerakulkait, 1995; Anthon and Barrett, 2002)

Isi etkisi ile enzim inaktivasyonunu saglamak ve bdylelikle ¢i§ sebzenin islenmesi
ve dondurularmus halde depolanmasi boyunca enzimlerin neden oldugu kalite
kayiplarinin énlenmesi amaciyla gerceklestirilen haglama igleminin yetersiz veya
geredinden fazla uygulanmasi, bir takim olumsuzluklari da beraberinde
getirmektedir (Bahgeci, 2003). Dondurularak muhafaza edilecek sebzeye
yetersiz haglama islemi uygulandig! takdirde istenen enzim inaktivasyonun elde
edilememesinin yaninda, st etkisi ile bozulan hiicre dokusu nedeniyle, enzim ile
substratinin temasa ge¢cmesi saglanmaktadir. Bu sebepten dolayl yetersiz
haglama iglemi gérmis sebzelerde renk, aroma ve flavor hagslanmamis sebzelere
nispeten daha ¢ok bozulmaktadir. Asin haglanmig triinde ise, 1s1 etkisi ile yapinin
bozulmasi, renk kayiplari, besinsel degere sahip maddelerde azalmalar ve pigmis

tat olusumu gergeklesmektedir (Cohen, 1995; Bahgeci, 2003).

Haslama igleminin avantajlarint en Ust dlzeyde saglamak, buna karsin
dezavantajlarini en alt seviyede tutmak amaciyla, uygun sicaklik-siire normlarinin
belirlenmesi dondurularak muhafaza edilen sebzelerin en 6nemli basamagini
olusturmaktadir. Dondurularak muhafaza edilen sebzelerde kalite kaybinin biyik

bir bélimi enzimatik reaksiyonlar sonucu gergeklestigine gére haglama igleminin
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yeterlili§i indikatér olarak segilen enzimin inaktivasyonunun saglandigi normlar
olarak belirlenmelidir (Williams et al., 1986; Barrett and Theerakulkait, 1995).

Sebzelerde kalite kaybina neden olan spesifik bir enzim grubu yoktur. Buna karsin
peroksidaz enzimi sebzelerde i1siya karsi en direngli enzim olarak bilinmekte ve
genellikle peroksidaz enziminin inaktivasyonu haglama isleminin yeterliliginin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Williams et al., 1986; Gines ve Bayindirli,
1993; Barrett and Theerakulkait, 1995). Béylece peroksidaz inaktivasyonun
saglandigi durumda diger kalite kayiplarina yol agan enzimlerin inaktivasyonu
gerceklestigi icin depolama boyunca stabil bir triin elde edilecegi dusiuniilmektedir
(Burnette, 1977) .

Oksidoreduktazlar grubu altinda incelenen peroksidaz (EC 1.11.1.7) enzimi, birgok
farkli reaksiyonu katalizleyebilme 6zelligine sahip oldugu igin, diger enzimlerden
farkli bir yere sahiptir. Peroksidazlar, peroksidatif, oksidatif ve hidroksilasyon
reaksiyonlarini katalizlerler (Robinson, 1991a; Wong, 1995a). Peroksidazlar
enzimatik reaksiyonlarn esnasinda hem yikseltgeyici hem de indirgeyici
substratlari kullanirlar. Yikseltgeyici substratlar genellikle peroksitler yada
peroksiasitlerdir. Farkli kaynaklardan elde edilen peroksidazlar farkli yikseltgeyici
substratlari  kullanabilmektedir. Ornegin yabani turplardan elde edilen
peroksidazlar sadece hidrojen peroksit, metil-hidrojen peroksit ve etil hidrojen
peroksitleri kullanabilmektedir (Burnette, 1977). Peroksidaz enzimleri peroksidatif
reaksiyonlarin katalizérligu sirasinda ¢ok sayida indirgeyici substrat yani hidrojen
donér substrat kullanabilmektedir. Peroksidaz enziminin katalizérliginde

gerceklesen hidrojen peroksidin oksidasyon reaksiyonu Sekil 2.3’ de gosterilmigtir.
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Sekil 2.3. Peroksidaz katalizoérliglinde, hidrojen peroksidin oksidasyon reaksiyonu
( Wong, 1995a)

Sekil 2.3’ de goruldugu gibi peroksidaz, enzimatik reaksiyonun ilk agamasinda
hidrojen peroksitin yapisindaki oksijen baginin (O-O) heterolitik olarak kiriimasini
gercelestirmektedir. Bu asamada hidrojen peroksit, enzimin yapisindaki iki
elektronu yapisina alarak su molekuiline dénugmekte ve peroksidaz enzimi ise
O=Fe(IV)-porfirin-r-katyon yapisindaki demir-okso formuna yikseltgenmektedir
(Peroksidaz -1). Reksiyonun ikinci agamasinda ise yikseltgenmig formdaki enzimin
(Peroksidaz-l), hidrojen donér substrat tarafindan (AHz) 6nce Peroksidaz-ll
formuna, daha sonra da dogal formu olan Peroksidaz formuna indirgenmesi

gerceklesmektedir (Wong, 1995a).
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Hidrojen donér substratlar tarafindan peroksidaz enziminin indirgenmesi
asamasinda olugan serbest radikaller, kendi aralarinda enzimatik olmayan yollarla
birleserek dimer yada polimer formlarini olugturmaktadiriar. Ornegin peroksidaz
enziminin fenolik yapidaki hidrojen donér substrati olan guayakol molekild,
reaksiyon esnasinda okside olarak guayakol radikaline dénigmekte ve guayakol
radikallerinin kendi aralarinda polimerlesmesi sonucunda da renkli yapidaki
tetraguayakokinon bilesikleri olugmaktadir (Robinson, 1991a). Guayakol
molekdllerinin enzimatik reaksiyon sonucunda renkli yapidaki
tetraguayakokinonlara déniigsmesi, peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
bir cok arastirmaci tarafindan kullaniimaktadir (Baardseth and Slinde, 1983;
Hemeda and Klein, 1991; Glines ve Bayindirli, 1993; Yemenicioglu et al., 1998).

Hucre igerisinde stoplazmada ¢6zinlr formda, hiicre duvarlarina ve kloropiast
membranina bagdli olarak bulunan peroksidaz enziminin meyve ve sebzelerin
yapisinda bulunan bir ¢ok fenolik madde ve besleyici dedere sahip bilesikleri
substrat olarak kullanabilmesi, serbest radikallerinde i¢inde bulundugu, ¢ok genis

aralikta Griin olusmasina sebep olmaktadir (Robinson, 1991b).

Ham ve haslanmamis sebzelerde istenmeyen flavor ve renk olugsumu ile
peroksidaz aktivitesi arasindaki iligki hala tam olarak netlik kazanmamigtir. Bitki
dokularinda bulunan birgok fenolik bilesigin oksidasyonu, cok disiik miktarlarda
hidrojen peroksit varliginda bile peroksidaz tarafindan katalizlenebilmektedir.
Peroksidaz enzimi farkli oksidasyon formlarinda bulunabildiginden, en az g farkl
tipte oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyebilmektedir. Ayrica butiin bitki dokulari,
askorbik asit peroksidaz gibi substrat—spesifik peroksidazlar igerebilmektedir.
Peroksidaz enziminin ¢ok fazla miktarda bilesidin  oksidasyonunu
gerceklestirebilmesi ve bunun sonucunda da c¢ok genig perspektifte Uriin
olusturmasi nedeniyle, bitkilerin hasat edildikten sonraki renk, aroma ve yapisal
degisimlerinden sorumlu olabilecegi fakat kesin bir iligki kurulmasinin ise zor

olabilecegi duistntimektedir (Robinson, 1991a; Burnette, 1977).
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Wagenknecht ve Lee (1958), bezelyelerde istenmeyen flavor geligimi ile
peroksidaz aktivitesi arasinda iligki oldugunu ve bezelye salamurasina peroksidaz
eklendigi durumda istenmeyen-flavor geligsiminin gerceklestigini belirtmigtir. Sessa
ve Anderson (1981), peroksidaz enziminin dusiik sicakiik (-18°C) ve nem
seviyelerinde, meyve ve sebzelerdeki fonolik bilesikler Uzerine oksidatif etkiye
sahip oldugunu ve bu etkinin meyve ve sebzelerin yapisinda meydana gelen

bozulmalar tzerinde etkili oldugunu belirtmigtir.

Peroksidaz enzimin ayni zamanda klorofil oksidasyonuna béylece yesil sebzelerde
renk kayiplarina da neden olabilecegi belitiimistir. Klorofillaz ve klorofil oksidaz
enzimlerinin, klorofil degredasyonu katalizledigi bilinse de, peroksidaz enziminin
yesil sebze ve meyveler olgunluga eristikce meydana gelen renk kayiplarindan
onemli dlciide sorumlu oldugu dustiniimektedir. Nitekim bitki olgunluga erigtikge
doku ve yapraklardaki peroksidaz aktivitesi ile hidrojen peroksit miktari artmakta

ve klorofil yikimi artarak yesil renk azalmaktadir (Matile et al., 1987).

Peroksidaz enziminin bitki hicrelerinde yaygin olarak dagiimasi, 6zellikle
kloroplast membranlarinda bulunmasi, bitki olguniua erigince, kloroplast
icerisindeki klorofil-protein kompleksinin ylklml sonucu klorofillerin serbest hale
gecmesi ve bu esnada peroksidaz enziminin klorofil yikimindan sorumliu
olabilecedi dustnulmektedir (Martinez et al., 2001). Ayni etki bitkinin haslanmasi
sirasinda da gorilebileceginden peroksidaz inaktivasyonun saglanmadidi bir

haglama iglemi klorofil yikkimina sebep olabilmektedir.

Nitekim cileklerden elde edilen peroksidaz enzimi ile yapilan g¢aligmalarda klorofil
yikiminin yavag da olsa gergeklestigi ve bu etkinin ortamda bulunan gesitli fenolik
maddelerle hiziandigi belirtilmigtir. Ayni galigmada peroksidaz enziminin f3-karoten
tzerine etki etmedigi ve klorofil-B-karoten model ortaminin klorofil yikim hizini
arttirmadi§! tespit edilmigtir (Martinez et al., 2001). Brokoli peroksidaz ile yapilan
calismada ise peroksidaz enziminin klorofil yikimini katalizledigi, bu enzimin
inaktive edildigi durumda klorofil yikiminin azaldigi belirtilmigtir (Funamoto et al.,
2002).
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Dondurularak muhafaza edilecek sebzelerde, haglama igleminin vyeterliligi
acisindan indikatér olarak peroksidaz enziminin kullaniimasinin bir takim olumsuz
taraflari mevcuttur. Genel olarak peroksidaz enziminin tamamen inaktivasyonu igin
uygulanan isil iglem, kalite kayiplarindan sorumlu daha diistik isil dirence sahip
enzim gruplarinin inaktivasyonu igin gerekli isil islemden daha fazila olmaktadir
(Halpin and Lee, 1987). Bu durumda uygulanan haglama iglemi ile birlikte sebzede
meydana gelen yapisal bozulmalar renk, flavor ve besinsel degere sahip madde
kayiplan ile gerekli duyulan enerji ihtiyaci da artmaktadir (Barrett and
Theerakulkait, 1995).

Boétcher (1975), peroksidaz enziminin tamamen inaktivasyonu igin uygulanan isil
igslemin sebzelerde fazla miktarda kalite kayiplarina yol actigini ve asin haslama
gostergesi oldugunu, buna karsin haglama igleminin zararlarinin azaltiimasi ve
kalitenin korunmasi agisindan sebzelerde kalinti peroksidaz aktivitesinin %1-10

diizeyinde olmasi gerektigini belirtmistir.

Ayrica farkli sebze kaynaklarindan elde edilen peroksidaz enzimleri farkh sl
diren¢ godstermektedir. Bunun yaninda ayni sebze tird icinde farkl 1sil dirence
sahip izoenzimier bulanabildiginden dolay:, haglama islemi ile peroksidaz
enziminin tamamen inaktive olmadi§i durumlarda, daha sonradan reaktivasyon
gozienebilmektedir (Williams et al, 1986; Lee et al., 1988; Halpin et al.,1989;
Adams et al., 1996).

Bununla birlikte gidalarda meydana gelen lipid oksidasyonu, kaliteyi etkileyen ana
unsurlarin basinda gelmektedir. Lipid oksidasyonu, gidalarda aroma, tat, koku,
flavor, renk ve besinsel kalite degisimlerinde nemli rol oynamaktadir. Coklu
doymamis yaglarin oksidasyonu ile olugan drtnlerle birlikte gidalarda renk, tat,
koku, flavor gibi 6nemli kalite kriterlerinde kayiplar meydana gelmektedir. Lipid
oksidasyonu esnasinda olusan radikal turleri gidalarda protein, pigment, vitamin
ve karbonhidrat gibi bilesenlerle etkilesime girmekte ve bu bilesenlerin yapilarinda
degisikliklere sebep olmaktadir (Whitaker, 1991).
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Gidalarda c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu katalizleyen enzim
lipoksigenazdir. Yapilan aragtirmalarda dondurulmus sebzelerde depolama
boyunca istenmeyen flavor geligiminden, klorofil ve B-karoten pigmentlerinin
yikimindan lipoksigenaz enzimi sorumiu oldugu bildiriimektedir (Sheu and Chen,
1991; Barrett and Theerakulkait, 1995; Williams et al., 1986).

1928 yilinda Haas ve Bohn, soya fasulyesi ekstraktinin, ekmekgilikte kullanilan,
bugday unundan elde edilen hamurun san rengini agtigini, bu etkinin soya
fasulyesinde bulunan ve karoten oksidaz olarak adlandirdiklari enzim tarafindan
gergeklestirildigini belirtmistir (Wolf, 1975). Daha sonra, yapilan ¢alislamalarda
karoten yikiminin lipid oksidasyonun bir sonucu olarak gergeklestigi ve bu etkinin
lipoksigenaz enzimi tarafindan gerceklestirildigi belirtilmistir (Whitaker, 1991).

Lipoksigenaz (EC 1.13.11.12.) oksidoreduktaz enzim grubunun bir Gyesi olup,
cis,cis—1,4—pentadien  birimi igceren g¢oklu doymamis yagd asitlerinin;
cis, trans-dienoik-monohidroperoksitlere oksidasyonunu katalizleyen, dioksigenaz
sinifindaki enzimlerdendir (O’Connor and O’Brien, 1991). Lipoksigenaz enziminin
substratini bitkilerde baskin olarak bulunan c¢oklu doymamis yad asitlerinden
linoleik ve linolenik asit olusturmaktadir (Gardner, 1991). Lipoksigenaz dogada
genis bir dagiim goéstermekte ve 6zellikle gelismis bitki ve hayvan hicrelerinde
yaygin olarak bulunmaktadir (Whitaker, 1991). Cogu bitki kaynaginda farkli
izoenzimler seklinde bulunmaktadir. Bu izoenzimler optimum pH, substrat
spesifikligi, son arlin, 1sil diren¢ ve ko-oksidasyon reaksiyoniarini gerceklestime
egilimi acisindan farklilik géstermektedirler (Robinson et al., 1995; Shibata and
Axelrod, 1995; Prigge et al., 1997).

Bitki kékenli lipoksigenaziar iki ana sinif altinda incelenmektedir. Bunlardan ilki,
nispeten az sayida bitkide bulunan, pH 9 civarinda optimum aktivite gésteren ve
ko-oksidasyon reaksiyonlarini gergeklestirme egilimi daha az olan Tip-1
lipoksigenazlardir. lkincisi ise, bitkilerde ¢ok yaygin olarak bulunan, pH 6.5
civarinda optimum aktivite gbsteren ve ko-oksidasyon reaksiyonlarini
gerceklestirme egilimi daha fazla olan Tip-2 lipoksigenaziardir (O’Connor and
O’Brien, 1991).
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Lipoksigenaz izoenzimlerinin molekal agirigi 95-100 kDa arasinda degismekte ve
her enzim yapisinda bir adet hem formda olmayan demir atomu igermektedir
(Shibata and Axelrod, 1995; Wu, 1996; Prigge et al.,1997). Yapidaki demir
atomunun enzime ¢ok siki  bir sekilde bagh oldudu ve sadece
4 5-dihidroksi-m-benzendisulfonik asit gibi kuvvetli Fe (ll) kelat yapici bilesiklerle
yapidan uzaklastirilabilecegi, Fe (lIl) kelat yapici bilesiklerin ise enzimdeki demir
molekiiliini yapidan ayiramadigi belirtiimistir. (Wong, 1995b).

Lipoksigenaz enzimleri bitki hiicrelerinde hem organallerde, hem de sitoplazma
icerisinde  bulunmaktadirlar (O’Connor and O’Brien, 1991). Ayrica
immiinofloresans etiketleme caligmalarinin sonucunda, soya fasulyesindeki
lipoksigenaz enzimlerinin hiucre igerisinde rastgele dagidigr gosterilmigtir

(Vernooy-Gerritsen et al., 1984).

Lipoksigenazin gidalardaki 6nemi, kétll tat ve aroma olugsumu ile renk bozulumu
tzerinde etkin rol oynamasindan kaynaklanmaktadir. Bunun yaninda, lipoksigenaz
enzimi gida endustrisinde bugday ununun agartiimasi amaciyla, ekmek yapiminda
kullanim alanina sahiptir (Ikediobi and Snyder, 1977; Borrelli et al., 1999).

Lipoksigenaz ~ enziminin  katalizérliginde  gergeklesen  dioksijenasyon
reaksiyonlarinda kabul géren en o6nemli mekanizma radikal mekanizmasidir.
Lipoksigenaz hem aerobik, hem de anaerobik sartlarda linoleik asit oksidasyonunu
gerceklestirebilmektedir. cis,cis—1,4—pentadien birimi iceren goklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonunda lipoksigenaz enziminin igerdigi demir atomunun
yikseltgenmis [Fe ()] ve indirgenmis [Fe (lll)] formlarn rol oynamaktadir.
Reaksiyonun gergeklesmesi igin enzimin yikseltgenmig [Fe (lll)] formda olmasi
gerekmektedir (Whitaker, 1991; Robinson et al., 1995; Wong, 1995b; Prigge et al.,
1997).

Aerobik kosullarda lipoksigenaz katalizérlugiinde, cis,cis—1,4-pentadien birimi

iceren coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu $ekil 2.4'de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Lipoksigenaz katalizorliginde, cis,cis—1,4—pentadien birimi iceren goklu

doymamig yag asitlerinin oksidasyonu (Gardner, 1991)

Aerobik kosullarda aktif formdaki lipoksigenaz [Fe(lll)], 1,4-pentadien yapidaki
substrattan bir elektron transfer ederek, substrat yapisindaki 11 numanh karbon
atomuna ait hidrojenin ayriimasina sebep olmaktadir. Béylece substrat (LH) okside
olarak pentadienil radikali olusmakta (Le) ve enzim de indirgenmis (inaktif) form
olan [Fe(ll)] formuna dénugmektedir. Daha sonra oksijen molekilil stereospesifik
olarak 9 veya 13 numarili karbon atomuna baglanmakta ve boylece peroksi
radikali olugsmaktadir (LOOe). Peroksi radikali olugtuktan sonra enzim [Fe(ll)],
elektron transferini gerceklestirerek peroksi anyonunu olugturmakta (LOO’), ve
ayni zamanda aktif formuna [Fe (lll)] dénasmektedir. En son olarak peroksi
anyonu proton alarak yag asidi hidroperoksitini (LOOH) olugturmaktadir (Gardner,
1991; Wong, 1995b). Aerobik kosullarda, pentadienil (Le) ve peroksi (LOOe)

radikallerinin olusumu EPR galigmalariyla dogrulanmistir (Nelson et al., 1990).

25



Lipoksigenaz aktivitesi sonucunda meydana gelen hidroperoksitler, farkli enzim
gruplan sayesinde ugucu 6zellie sahip ¢ok gesitli Grlinlere pargalanmaktadir.
Sekil 2.5'de 1-4 pentadien yapiya sahip linoleik ve linolenik asitin enzimatik olarak

pargalanmasi sonucu olugan ana Grinler gérilmektedir.

Gliseridler, Glikolipidler ve
Fosfolipidler

l Lipazlar ve Hidrolazlar

Linoleik ve Linolenik Asitler
o, l Lipoksigenaz

Linoleik ve Linolenik Asit Hidroperoksitleri

Hidroperoksit

Hidroperoksit Hidroperoksit |
izomeraz siklaz
+H,0
Aldenhitler _ .
a-Ketol ve y-ketol yag asitleri Jasmonik asit

Aldehit asitler

Sekil 2.5. Linoleik ve linolenik asitin enzimatik olarak parcalanmasi sonucu olusan
ana uriinler (Whitaker, 1991)

Lipoksigenaz aktivitesi sonucunda meydana gelen hidroperoksitlerin, farkli enzim
gruplan tarafindan pargalanmasi sonucunda olusan aldehitler ve aldehit asitleri,
ketoller ve ketol yag asitleri karakteristik aroma bilesenleridir. Codu ugucu 6zellige
sahip olan bu karbonil bilesikleri i¢erisinde 6zellikle hekzenalin istenmeyen flavor
olusumu agisindan énem tasidigi belirtiimektedir (Eriksson, 1975; Gardner, 1975;
Wolf, 1975; Grosch et al., 1976).

Lipoksigenaz karotenoidlerin ve klorofilin oksidasyonunu radikal mekanizmasi
yoluyla, ¢oklu doymamis yag asitleri variinda katalizlemektedir. Lipoksigenaz
coklu doymamis yag asidi olmadan pigmentleri okside edememektedir. Bu
sebepten dolayt lipoksigenaz varlijinda gerceklesen hidroperoksidasyon
reaksiyonlari esnasinda karotenoidler ve klorofiller yikima udradiklan icin bu tip

reaksiyonlara pigment ko-oksidasyon reaksiyonlar denilmektedir.
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Literatirde karotenoidlerin ko-oksidasyonu, lipoksigenaz katalizérii§linde
gerceklesen coklu doymamig yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda olusan
radikaller ile p-karotenin etkilesimi sonucu meydana geldigi belirtiimektedir
(lkediobi and Snyder, 1977; Hildebrand and Hymowitz, 1982; Robinson et al.,
1995; Aziz et al., 1999; Calligaris et al, 2002).

Karotenoidlerin enzim-pentadienil radikal kompleksine (E-Le) yada ortama salinan
pentadienil radikaline (Le) etki ettiji ve ko-oksidasyon esnasinda karotenoidin
yapisindan hidrojen atomu ayriimasinin gergeklestidi belirtiimektedir (Robinson et
al., 1995). Bu esnada kararli bir rezonans yapiya sahip karotenoid radikali
olusmakia olusan karotenoid radikali de oksijenle birlesmekte ve karbonil
bilesiklerini olugturmaktadir. Yapisina oksijen alan karotenoid yikima ugramakta
ve bozulmaktadir (Klein et al.,1984).

Diger bir 6ngériilen mekanizmada enzim peroksi radikal kompleksinin (E-LOQs)
yada peroksi radikalinin (LOOe) ortama salinmasi ve karotenoidlerle reaksiyona
girerek yapilarindan hidrojen atomu ayrnmasina sebep olmaktadir. Béylece yag
asidi hidroperoksiti (LOOH) olugmakta ve daha sonra yapisina oksijen alan
karotenoidler yikima ugrayarak bozulmaktadir (Robinson et al., 1995; Wu et al,,
1999).

Bazi arastirmacilar sebzelerde donmus depolama esnasinda meydana gelen renk
kayiplarindan ve istenmeyen flavor olusumundan lipoksigenaz enziminin sorumiu
oldugunu ve bu sebepten dolayi peroksidaz inaktivasyonu igin uygulanan bir
haglama iglemine gerek olmadigini belirtmiglerdir (Williams et al, 1986; Sheu and
Chen, 1991; Barrett and Theerakulkait, 1995) .

Sheu ve Chen (1991), lipoksigenaz ve peroksidaz enzimlerinin inaktivasyonunu
saglamak amaciyla haglama iglemi uygulanan yesil fasulyelerdeki, donmus
depolama boyunca meydana gelen yesil renk degisimlerini incelediklerinde her iki
durumda da yaklasik olarak ayni oranda ve disgik dizeyde renk kayiplarnin
gerceklestigini buna karsin haslanmamis fasulyelerde ise donmus depolama

boyunca yilksek oranda yesil renk kaybinin gerceklestigini belirtmiglerdir.
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Williams ve ark. (1986), haslanmig bezelyeler lizerine saflagtinimig lipoksigenaz,
peroksidaz, katalaz ve lipaz enzimlerinin farklt kombinasyonlarda ilave edilmesi ile
gerceklestirdikleri caligmalarda, sadece lipoksigenaz enziminin bulundugu
kombinasyonda bezelyenin duyusal niteliklerinin dnemli dl¢gide etkilendidini buna
karsin, peroksidaz, katalaz ve lipaz enzimlerinin bulundugu kombinasyonlarda
bezelyenin duyusal niteliklerinde 6énemli oranda degisiklik gerceklesmedigini

belirtmiglerdir.

Calligaris ve ark. (2002), domates pilrelerinde haglama indikatérii olarak
lipoksigenaz kullanarak gerceklestirdigi ¢alismada, donmus depolama boyunca
renk degisimini incelemis ve rengin haglanmamig UrGne goére oldukca iyi
korundugunu belirtmigtir. Ayrica iki farkll depolama sicakhgi (-18°C ve —7°C) ile
gerceklestirdigi denemelerde haglanmamig riinlerde depolama sicakhginin renk
degisimini etkilendigi ve dustk sicaklikta depolanan érneklerin renginin daha iyi
korundugunu, buna karsin indikatér olarak lipoksigenaz enziminin kullamidigi
haglanmig 6rneklerde her iki depolama sicakiiginda da rengin oldukca iyi

korundugunu belirtmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu aragtirmada kullanilan bezelye ve havuglar Ankara piyasasindan temin
edilmigtir. Bezelyeler kavuzlarindan gikarilarak tane halinde, havuglar ise kabuklari
soyulduktan sonra 5 mm boyutlarinda kipler halinde kesilerek denemelerde

kullaniimigtir.

Calismada kullanilan kimyasal maddelerden linoleik asit, klorofil a ve klorofil b,
Sigma Chemical Co. (St. Louis, ABD), diger tim kimyasal maddeler ise Merck

(Darmstat, Almanya) firmasindan saglanmigtir.
3.2. Metot

Deneysel galismalarin birinci agamasinda indikatér olarak ayri ayr lipoksigenaz
(LOX) ve peroksidaz (POD) enzimleri secilerek haglanmis ve haglanmamis
bezelye ve havuglarda -18°C’de dondurulmus halde depolama boyunca meydana

gelen pigment degisimleri belirlenmistir.

Galismanin ikinci agamasinda ise bezelye ve havuglardan elde edilen ham enzim
ekstraktlart kullanilarak, model reaksiyon sistemleri icerisinde LOX ve POD

enzimlerinin B-karoten ve klorofillerin ko-oksidasyonu Uzerine etkileri belirlenmistir.
3.2.1. Haglama

Dondurulmug halde depolanan bezelye ve havug¢ 6rnekleri >% 90 LOX (LOX
indikatér) ve >% 90 POD (POD indikator) inaktivasyonu saglanan iki farkli sicaklik-
siire kombinasyonu uygulanarak sicak su igerisinde haglanmigtir. Bu amagla,
bezelyelerde LOX inaktivasyonu igin 70°C’de 4 dak, POD inaktivasyonu icin ise
80°C’de 2 dak haglama, havuglarda ise POD inaktivasyonu igin 80°C’de 1.5 dak
haglama uygulanmistir. Havuglarda &lcllebilir diizeyde LOX aktivitesi
saptanamamigtir (Bahgeci, 2003). Bu normiara gére haslanan sebzeler Beko BK
7971 DF derin dondurucuda -24°C’de hizli dondurulduktan sonra —18°C'de 12 ay
boyunca muhafaza edilmigtir. Depolama boyunca haglanmig ve haglanmamis
érneklerde klorofiller ve karotenoidlerin degigimleri belirlenmigtir.
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3.2.2. Dondurulmug Halde Depolama Sirasinda Bezelye ve Havuglarn
Pigment igeriklerinde Meydana Gelen Degisimlerin Belirlenmesi

3.2.2.1. Standart Pigment Gozeltilerinin Hazirlanmasi
3.2.2.1.1. Standart Klorofil a ve b Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Klorofil a ve b stok ¢ézeltileri 1 mg saf klorofil 250 ul metanolde c¢o6zilerek
hazirlanmig ve —24°C’de muhafaza edilmigtir. Standart caligma c¢ozeltileri stok
cbzeltiden 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde

metanol ile seyreltilerek hazirlanmigtir.
3.2.2.1.2. Standart Feofitin a ve b Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Feofitin a ve b ¢ozeltilerini hazirlamak icin 900 i klorofil a ve b ¢odzeltileri Gizerine
50 ul 0.1 N HCI ilave edilmis ve yaklasik 30 saniye hafifce karigtirimistir. Daha
sonra olusan feofitin ¢dzeltileri 50 pl 0.1 N NaOH ilave edilerek stabilize edilmistir.

3.2.2.1.3. Standart B-Karoten Gozeltilerinin Hazirlanmasi

Stok B-karoten ¢ozeltisi 100 mg saf satandart 100 ml BHT ile stabilize edilmis
tetrahidrofuran igerisinde ¢6zllerek hazirlanmigtir. B-Karoten ¢aligma standartlari
stok ¢ézeltiden 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 pyg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde

BHT ile stabilize edilmig tetrahidrofuran ile seyreltilerek hazirfanmigtir.
3.2.2.2. Klorofiller ve Karotenoidlerin Ekstraksiyonu

Homojenizatér kabi igerisine yaklagtk 6§ gram kabaca parcalanmig bezelye
ornekleri, 0.1 g CaCOs, 1 ml %1 BHT ¢oézeltisi ve 25 ml metanol konulup orta
hizda 2 dakika boyunca homojenize/ekstrakte edilmistir. Homojenize/ekstrakte
edilen 6rnek +4°C’de ve karanlik bir ortamda siyah bant filtre kadidindan filtre
edilmigtir. Filtre kagidi ve Uzerindeki kalinti 25 mi metanol ile tekrar homojenize
edilip filtre kagidindan filtre edilmis ve filtratlar birlestirilmigtir. Bu islem son kalinti
renksiz oluncaya kadar tekrarlanmigtir. Bu amagla 1 gram bezelye i¢in 10 ml

metanol yeterli oimaktadir (G6kmen et al., 2002a).
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Havugtan B-karoten ekstraksiyonunda yukarida aciklanan iglemler sirasinda
metanol yerine BHT ile stabilize edilmig tetrahidrofuran kullamilmigtir. Klorofiller
¢cozindugu ¢dzlclye bagl olarak disuk sicakliklarda bile yavas da olsa yapisal
degisiklikiere ugrayabildiklerinden, —18°C’de saklanan érneklerin HPLC analizleri 1
hafta icerisinde tamamlanmistir (Gékmen et al., 2002a).

3.2.2.3. HPLC ile Klorofiller ve Karotenoidlerin Analizi

Klorofiller ve karotenoidlerin analizlerinde Varian 9010 gradient pompa, Rheodyne
7125 alti yollu manuel enjeksiyon blogu ve Hewlett-Packard 1040A Photo Diode
Array dedektorden olusan bir HPLC cihazi kullanilmigtir. Kromatografik
seperasyon MikroPak C8 (5 upm) kolon kullanilarak gergeklestiriimigtir.
Kromatogramlar HP ChemStation (rev. A05.01) vyaziimi kullanilarak

degerlendirilmigtir.

Klorofiller ve karotenoidlerin C8 kolonda seperasyonu igin metanol:su
karisimindan olusan bir mobil faz sistemi kullaniimigtir. Elusyon oda sicakhginda

gerceklestirilmigtir. Mobil faz akis hizi 0.75 ml/dak olarak ayarlanmistir.

Elusyon programi soyledir:

t, dak Metanol % Su %
0 90 10
5 90 10
10 95
15 95
20 90 10

Kromatogramlar ayni anda 432, 450, 470, 652 ve 666 nm dalga boylarinda
kaydedilmistir. Ayrica pik spektrumlar 400-700 nm araliginda dogrulama amaglh

olarak kaydedilmigtir.
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3.2.3. Bezelye ve Havu¢ LOX ve POD Enzimlerinin Model Reaksiyon
Sistemlerinde p-Karoten ve Klorofillerin Ko-Oksidasyonu Uzerine Etkilerinin

Belirlenmesi
3.2.3.1. Ham Enzim Ekstraktinin HaznrlanmaS|

Belli miktardaki sebze 6rnegi saf su (+4°C) ile birlikte (10 g bezelye/50 ml saf su;
20 g havug/30 ml saf su) Virtis homojenizatér kullanilarak 2 dakika boyunca
homojenize edilmigtir. Homojenat 3 kat kaba filtre bezinden filtre edildikten sonra
+4°C’de 15 dakika boyunca santrifijjlenmistir (25000 g). Elde edilen berrak
supernetant model reaksiyon sistemlerinde LOX ve POD enzimlerinin B-karoten ve
klorofillerin ko-oksidasyonu (izerine etkilerinin belirlenmesinde ham enzim ekstrakt

olarak kullaniimigtir.
3.2.3.2. Stok Substrat ve Pigment Cozeltilerinin Hazirlanmasi
3.2.3.2.1. Linoleik Asit Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Stok linoleik asit (substrat) ¢ézeltisi, 2l linoleik asit (>%99 saflikta), 2ul Tween 20
ve 8.4 ml deiyonize su kanstinlarak bir vial icerisinde hazirlanmigtir. Sudaki
¢ézunarligi az olan linoleik asit 130 pl, 0.1 N  NaOH eklenmesiyle
sabunlastirilarak optik berrakliga sahip linoleik asit stok ¢ézeltisi elde edilmistir.
Stok substrat ¢ozeltisi icerisindeki linoleik asit konsantrasyonu 750 uM'dir.

3.2.3.2.2. Guayakol Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

50 ul guayakol 15 ml %50’lik etanolde ¢ézdurilerek hazirlanmigtir. Stok guayakol
¢Ozeltisinin konsantrasyonu 30 mM dir.

3.2.3.2.3. Hidrojen Peroksit Stok Godzeltisinin Hazirlanmasi

3 ul hidrojen peroksit 32.6 ml deiyonize suda ¢dzdirilerek hazirlanmigtir. Stok

hidrojen peroksit ¢dzeltisinin konsantrasyonu 3 mM dir.
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3.2.3.2.4. B-Karoten Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 mg B-karoten (>%99 saflikta) ve 100 pyl Tween 80 1gik gegirmeyen vial i¢erisinde
1 ml diklormetan ile ¢ézdurtlmustir. Daha sonra B-karoten ¢dzeltisi azot atmosferi
altinda kurutularak {izerine 9.95 ml EDTA ¢ézeltisi (0.67 mM) ilave edilmistir (Aziz
et al., 1999; Pastore et al., 2000). Optik berrakhiga sahip stok p-karoten ¢ozeltisinin
konsantrasyonu 187.5 uyM’dir.

3.2.3.2.5. Klorofil a ve b Stok Cdzeltilerinin Hazirlanmasi

Klorofil a stok ¢ozeltisi 0.4 mg klorofil a’nin , 9.95 ml metanolde ¢ézdirilmesi, stok
klorofil b ¢ozeltisi ise 0.4 mg klorofil b’nin, 9.8 ml metanolde ¢dzdirilmesi ile
hazirlanmagtir. Optik berrakliga sahip klorofil a ve klorofil b stok ¢ozeltilerinin

konsantrasyonu 45 yM'dir.

3.2.3.3. LOX Enziminin B-Karoten ve Klorofillerin Ko-Oksidasyonu Uzerine
Etkisi

Bezelye LOX enziminin pigment ko-oksidasyonu tzerine etkilerinin belirlenmesi
amaciyla farkli oranlarda linoleik asit ve pigment igceren reaksiyon karigimlar
kullanilmistir. LOX enziminin birincil aktivitesi linoleik asitin hidroperoksidasyonu
olup, bu aktivite 1,4-pentadien yapinin konjuge dien yapiya déniserek 234 nm’de
absorbansin artmasi prensibinden yararlanilarak izlenmigtir. Bu amagla, Gékmen
ve ark. (2002b) tarafindan agiklanan modifiye edilmig yontemden yararlaniimigtir.

Spektrofotometrik dlgiimler Shimadzu 2101 PC model tarayici spektrofotometre
kullanilarak gerceklestiriimistir. LOX enziminin pigment ko-oksidasyonu Uzerine
etkisi ise B-karoten igin 460 nm, klorofil a igin 670 nm ve klorofil b igin 640 nm'de

absorbans azaliglan olarak izlenmisgtir.

Model ortamda reaksiyon karigimi igerisindeki linoleik asit konsantrasyonu 25 uM
olarak sabit tutulmus, pigment konsantrasyonlan ise 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32
ve 1:64 pigment:linoleik asit oranlarini elde etmek lzere 0-25 pM arasinda
degistirilmigtir. Bezelye LOX enziminin optimum pH degeri 6 olarak
belirlendiginden, reaksiyon ortami M/15 fosfat tamponu ile tamponlanmigtir.
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Reaksiyonlar 100 pl ham enzim ekstrakti ilavesi ile oda sicakliginda
gerceklestirilmis, zaman-absorbans verileri Curve Expert ver 1.3 yazilimi
kullanilarak analiz edilmistir. Buna gére, herbir veri seti icin tssel iligki fonksiyonu
belirlenmis ve bu fonksiyonun t=0 anindaki tirevi alinarak baslangi¢ reaksiyon

hizlari hesaplanmigtir.

B-Karoten ve klorofil pigmentlerinin bezelye LOX enzimi Uizerine inhibe edici etkisi,
farkli pigment konsantrasyonlarinda kinetik yaklasimla belirlenmigtir. Bu amagla
oncelikle farkli substrat konsantrasyonlarinda (0-100 uM linoleik asit) reaksiyon
hizlan 6lglilmis ve kinetik parametreler (Km ve Vmax) belilenmistir. Daha sonra
ayni konsantrasyonlardaki substrat c¢ozeltileri (0-100 pM) (zerine belli
konsantrasyonda pigment (1.56 pM) ilave edilmis ve bdylelikle degisen LOX
kinetik parametreleri yeniden belirlenerek B-karoten, klorofil a ve klorofil b igin K;

degerleri hesaplanmistir.

3.2.3.4. POD Enziminin pB-Karoten ve Klorofillerin Ko-oksidasyonu Uzerine
Etkisi

POD enziminin pigment ko-oksidasyonu Gzerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
farkli oranlarda hidrojen peroksit, guayakol ve pigment iceren reaksiyon karigimlar
kullaniimigtir. POD enzim aktivitesi, hidrojen peroksitin oksidasyonu esnasinda
hidrojen donér substrat olarak kullanilan guayakoliin, tetraguayakokinonlara
donusumi ile gergeklesen 420 nm’deki absorbans artiginin izlenmesi prensibinden

yararlanilarak belirlenmistir (Yemenicioglu ve Cemeroglu, 1998).

Spektrofotometrik olgiimler Shimadzu 2101 PC model tarayici spektrofotometre
kullanilarak gerceklestirilmigti. LOX enziminin pigment ko-oksidasyonu Uzerine
etkisi ise B-karoten igin 460 nm, klorofil a i¢in 670 nm ve klorofil b igin 640 nm’'de

absorbans azaliglari olarak izlenmistir

B-Karoten varhginda POD aktivitesininin incelenmesi amaciyla model ortam
reaksiyon karngimi icerisindeki hidrojen peroksit ve guayakol konsantrasyonlar 25
UM olarak sabit tutulmus, p-karoten konsantrasyonlari ise 1:1, 1:2, 1:4 ve 1:8

B-karoten:hidrojen peroksit oranlarini elde etmek izere 0-25 pM arasinda
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degjigtirilmi§ﬁr. B-Karoten ko-oksidasyonunu incelemek amaciyla, hidrojen donér
molekial olan - guayakolin kullaniimadi§i durumda, hidrojen peroksit
konsantrasyonu 25 uM olarak sabit tutuimus, B-karoten konsantrasyonlar ise 1:1,
1:2, 1:4 ve 1:8 B-karoten:hidrojen peroksit oranlarini elde etmek izere 0-25 uM

arasinda degistiriimistir.

Klorofil a ve b varliginda POD aktivitesinin incelenmesi amaciyla, model ortam
reaksiyon karigimi 25 uM hidrojen peroksit, 1 mM guayakol ve 1.56 uM klorofil a
ve b olacak sekilde hazirlanmigtir. Hidrojen donér molekil olan guayakolin
kullaniimadigi durumda klorofil a ve klorofil b ko-oksidasyonunu incelemek
amaciyla model ortam reaksiyon karigimi 100 uM hidrojen peroksit ile 1.56, 3.12
ve 4.68 uM klorofil a ve klorofil b igerecek sekilde hazirlanmgtir.

POD enziminin optimum pH degeri 6 olarak belirlendiginden, reaksiyon ortami
belirtilen konsantrasyonlarda pigment, hidrojen peroksit ve guayakol ilave
edildikten sonra M/15 fosfat tamponu ile 2.9 ml'ye tamamlanmistir. Reaksiyonlar
100 pl ham enzim ekstrakti ilavesi ile oda sicakhdinda gergeklestirilmistir. Zaman-
absorbans verileri Curve Expert ver. 1.3 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
Buna gore, herbir veri seti i¢in Ussel iligki fonksiyonu belirlenmis ve bu fonksiyonun

t=0 anindaki tlirevi alinarak baslangi¢ reaksiyon hizlari hesaplanmistir.

Klorofil a ve klorofil b varliginda POD enzim aktivitesindeki degisim kinetik
yaklasimla degerlendirilmistir. Bu amagla guayakol konsantrasyonu sabit tutulmus
(1 mM), farkh hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda (0-200 uM) reaksiyon hizlar
olgiimustir. Daha sonra ise, ayni konsantrasyonlardaki hidrojen peroksit
(0-200 uM) ve guayakol (1 mM) Uzerine belli konsantrasyonda klorofil a ve klorofil
b (1.56 uM) ilave edilmis ve bdylelikle POD aktivitesinin ne sekilde degistigi ortaya

konulmustur.

35



4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1. Dondurulmus Halde Depolama Sirasinda Bezelye ve Havuglarin Pigment
iceriklerinde Meydana Gelen Degisimler

4.1.1. Dondurulmus Halde Depolama Boyunca Bezelye Orneklerinin Klorofil
igeriklerindeki Degisim

Haglanmamig ve haslanmig (LOX indikatér ve POD indikatér) bezelyelerin
—18°C’de depolama boyunca klorofil a ve klorofil b miktarindaki degisim Sekil
4.1'de gosteriimektedir.

Haslanmamis bezelyelerde baslangi¢ klorofil a / klorofil b miktarlan (a: 164.77
mg/kg, b: 75.83 mg/kg) —18°C’de 6 ay sonunda sirasiyla %37.00 / %14.50, 12 ay
sonunda %42.86 / %21.46 oraninda azalmistir. Indikatér olarak LOX ve POD
enzimleri segilerek haglanmis bezelyelerin klorofil a ve klorofil b miktarlan 6 ay
sonunda sirasiyla %44.75 / %32.00 ve %36.25 / %23.50, 12 ay sonunda ise
sirasiyla %61.02 / 48.76 ve %48.62 / %38.21 oraninda azalmistir (Seki 4.1).

Depolama boyunca bezelyelerde klorofil a ve klorofil b azaligi 1. derece kinetik
modele uygun seyretmistir. Buna gére dondurulmus halde depolanan
haslanmamis bezelyelerin klorofil a ve klorofil b kayip hiz sabitleri (k) sirasiyla
0.0495 ay™ ve 0.0189 ay™, yarilanma siireleri (t1) ise sirasiyla 14.01 ay ve 36.76
ay olarak hesaplanmigtir. Indikatér olarak LOX ve POD enzimleri segilerek
haslanmig bezelyelerin klorofil a ve klorofil b kayip hiz sabitleri (k) sirasiyla 0.0830
ay” 10.0571 ay™ ve 0.0607 ay™ / 0.0396 ay™, yarilanma sireleri (t12) ise sirasiyla
8.35 ay/ 12.14 ay ve 11.42 ay / 17.50 ay olarak hesaplanmigtir (Cizelge 4.1).

Bezelyelerde dondurulmus halde depolama sirasinda klorofil a, klorofil b'ye gére
daha hizli azalmistir. Korofil a kayip hizi, klorofil b kayip hizina gbre haglanmamisg
bezelyelerde 2.62 kat, LOX ve POD indikator secilerek haglanmig bezelyelerde ise
sirasiyla 1.45 ve 1.53 kat daha hizh gergeklesmigtir. Literatiirde, gesitli sebzelerin
haslanmasi, sterilizasyonu, aseptik sartlarda depolanmasi ve dondurularak

muhafazasi esnasinda, genel olarak klorofil a kaybinin klorofil b kaybina gére
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2 —10 kat daha hizli gergeklesetidi belirtiimektedir (Buckle and Edwards, 1970;
Canjura et al., 1991; Schwartz and Lorenzo, 1991; Teng and Chen, 1999).

180

—8—Haslanmamis / Chl a
—O—Haslanmamis / Chl b
—&—Haslanmus (ind. LOX) / Chl a
—O—Haslanmus (ind. LOX) / Chl b
~—&— Hasglanmis (ind. POD) / Chl a
—A—Haglanmig (ind. POD) / Chl b

150

120

Klorofil, mg/kg

1 1 1 1 1 1 [ 1 1 1 1 i 1

0 2 4 6 8 10 12
Depolama siresi, ay (-18 C)

Sekil 4.1. Haslanmamig ve haglanmis (indikatér LOX ve indikatér POD)
bezelyelerin dondurulmug halde depolanmasi boyunca klorofil a (Chl a) ve klorofil

b (Chl b) iceriklerindeki degisim

Genel olarak bezelyelerde haglama ile dondurulmus halde depolama sirasinda
klorofil a ve klorofil b kayip hizinda bir artis meydana gelmistir. Kayip hizi LOX
indikator seg¢ilen durumda, POD indikatoér segilen duruma gére klorofil a igin 1.37
kat, klorofil b i¢in ise 1.44 kat daha yilksek bulunmustur. Buna gére dondurma
islemi 6ncesi LOX indikatér segilerek gergeklestirilen haglama, klorofil kaybini
artirmasi agisindan yetersiz bulunmustur. Buna karsilik, POD indikatér segilerek
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gerceklestirilen haslama ile klorofil a ve klorofil b icin —18°C’de sirasiyla 11.42 ve
17.50 ay gibi uzun ve yeterli bir yarilanma zamani gézlenmistir.

Askorbik asit dondurulmus halde depolanan sebzelerin en 6nemli bilegenlerinden
biridir. Bahgeci (2003) haslanmamis bezelyelerin —18°C’de dondurulmus halde
depolanmasi sirasinda yarilanma siresinin 3.30 ay oldugunu, bu sirenin LOX
indikatér secilerek gerceklestirilen haglama ile 3.87 kat, POD indikatdr secilerek
gerceklestirilen haglama ile ise 5.76 kat artinlabildigini bildirmigtir. Arastiric
dondurulmus halde depolama boyunca bezelye POD ve LOX enzimlerinde

reaktivasyon gdézlememistir.

4.1.2. Dondurulmus Halde Depolama Boyunca Havug Orneklerinin p-Karoten
igeriklerindeki Degisim

Haslanmamig ve haslanmig (POD indikatdr) havuglarin —18°C’de depolama

boyunca B-karoten miktarindaki degisim Sekil 4.2’de gésterilmektedir.

Haslanmamis havuclarnin baslangic p-karoten miktarlar (135.45 mg/kg) —18°C'de
6 ay sonunda %12.75, 12 ay sonunda %24.50 oraninda azalmistir. indikatér
olarak POD enzimi segilerek haglanmis havuglarin p-karoten miktarlari 6 ay

sonunda %7.07, 12 sonunda ise %9.00 oraninda azalmistir (Sekil 4.2).

Depolama boyunca havuglarda p-karoten azalisi 1. derece kinetik modele uygun
seyretmistir. Buna gore dondurulmus halde depolanan haslanmamis havuglarin
B-karoten kayip hiz sabiti (k) 0.0219 ay™', yarilanma siiresi (t1) ise 31.65 ay olarak
hesaplanmigtir. Indikatér olarak POD enzimi segilerek haglanmis havuglarin
B-karoten kayip hiz sabiti (k) 0.0072 ay™, yarilanma siiresi (t12) ise 96.90 ay olarak
hesaplanmigtir (Cizelge 4.1).

Havuglarda POD indikatér segilerek gerceklestirilen haslama ile dondurulmus
halde depolama sirasinda B-karoten kayip hizinda 3.04 katlik énemli bir azals
meydana gelmigtir. Buna bagh olarak p-karoten yarlanma slresi de 3.06 kat

uzatiimistir.
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Sekil 4.2. Haslanmamis ve haglanmig (indikator POD) havuglarin dondurulmusg

halde depolanmasi boyunca B-karoten igeriklerindeki degisim

Bahgeci (2003), havuglarda POD enzimi indikatér secilerek gergeklestirilen
haslama iglemi ile donduruimus halde depolama sirasinda askorbik asit kayip
hizinin 1.92 kat yavaglatilabildigini bildirmistir. Arastirici ayrica depolama boyunca

havug POD enziminde reaktivasyon gézlenmedigini belirtmigtir.

Haslanmamis ve farkh kosullarda haglanmig bezelye ve havuglarin klorofil ve
B-karoten bilesenlerinin —18°C'de depolama sirasinda kayip hiz sabiti ve

yarilanma siresi degerleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Haglanmamig ve farkli kosullarda haglanmig bezelye ve havuglarin
klorofil ve B-karoten bilesenlerinin —18°C’de depolama sirasinda kayip hiz sabiti ve

yarilanma siresi degerleri

Hiz sabiti (k), Yanlanma siiresi  Model (C=C,.e™) regresyon

Bilegsen Adi 1lay (ti)°, ay sabiti (r)

uB?® LOoX® POD° UB* LOX° POD° UB*® Lox® POD°

BEZELYE
Klorofil a 0.0495 0.0830 0.0607 14.01 835 1142 0.926 0.977 0.981
Klorofil b 0.0189 0.0571 0.0396 36.76 12.14 17.50 0.977 0.975 0.995
HAVUC
B-Karoten 0.0219 0.0072 31.65 96.90 0.989 0.913

? Haslanmamig
® Sicak suda haglanmig (LOX indikatér)
¢ Sicak suda haglanmig (POD indikatér)

dt,,=0.693/k

4.2. Dondurulmus Halde Depolama (-18°C) Boyunca Pigment Degisimlerin
Kromatografik/Spektral Olarak Dogrulanmasi

4.2.1. Dondurulmus Halde Depolama Boyunca Bezelye Orneklerinin Klorofil
ve Ksantofil Degisimlerinin Kromatografik/Spektral Olarak Dogrulanmasi

Haslanmamig ve haglanmig (LOX indikatér ve POD indikatér) bezelyelerin 12 aylik
dondurulmus halde depolanmasi sonunda klorofil igeriklerini gdsteren

kromatogramlar Sekil 4.3’de verilmektedir.

Taze bezelyelerde 164.77 mg/kg klorofil a ve 75.83 mg/kg klorofil b saptanmistir.
LOX enzimi indikatér secilerek gerceklestirilen haglama ile klorofil a ve klorofil b
sirasiyla %2.17 ve %5.84 oranlarinda a’ ve b’ epimerlerine déniugmustir. Ancak
klorofil a ve klorofil b epimerleri de olustuklan klorofil ile ayni renge sahip
olduklarindan (Minguez-Mosquera et al., 2003a), haslama sonucunda

bezelyelerde renk kaybi meydana gelmemistir.
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Sekil 4.3. (@) Haglanmamis ve haglanmig (LOX ve POD indikattr) bezelyelerin 12

ay dondurulmus halde depolanmasi sonunda klorofil kromatogramlar (665 nm),

(b) Klorofil b spektrumu, (c) Klorofil a spektrumu, (d) Feofitin a spektrumu
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Haglamada POD enzimi indikatér segildiginde ise klorofil a ve klorofil b sirasiyla
%2.80 ve %6.72 oranlarinda a’ ve b’ epimerlerine dénagmustir. Hem LOX hem
de POD indikatér olan durumda haglama islemi ile birlikte klorofil a'nin a’
epimerine donisum orani, klorofil b’nin b’ epimerine déniigim oranindan daha
dusik seviyede gerceklesmistir. Sebzelere uygulanan haglama gibi bir ilimli isil
islem sonucunda klorofillerde epimerizasyon reaksiyonlari gérilmekte ve artan
sicaklik ve slre normiariyla birlikte olusan klorofil epimerleri miktar da artmaktadir
(Schwartz and Lorenzo, 1990). Nitekim Teng ve Chen (1999) ispanak
yapraklarindan elde ettikleri klorofil ekstraktlar ile yaptiklari ¢aligmada kaynar
suda 6 dakika haglama sonucunda klorofil a'nin %19 ve klorofil b’nin %22
oraninda Kklorofil epimerlerine dénistiklerini bu oranin haglama siresinin 9
dakikaya ¢ikti§i durumda ise klorofil a igin %27, klorofil b i¢in ise %30 olarak
gerceklestigini belirtmistir. Konserve uretiminde, haglama iglemine gore daha
yiiksek sicaklik sire normlarinda uygulanan sterilizasyon iglemi ile daha ¢ok
dekarbometoksilasyon reaksiyonlari sonucunda piroklorofil tirevleri olugmaktadir
(Khachik, et al. 1986; Schwartz, 1990; Canjura et al., 1991). Bizim ¢aligmamiz da
haglama amaciyla uyguladigimiz sil igslem normlari, sterilizasyon amaciylia
uygulanan 1sil islem normlarina gére daha digik seviyede oldugu igin hem POD,
hem de LOX indikator oldugu durumda piroklorofil tlrevieri olugumu

g6zlenmemistir.

Bezelyelerde haglama sonucu olusan a’ ve b’ epimerlerinin dogrulamasi alikonma
zamani ve spektral 6zelliklerinden vyararlanilarak gergeklestirilmigtir. Klorofil
epimerleri, karsilik gelen klorofil turevierinden daha apolar olduklarindan, C8
kolonda karsilik gelen klorofil ttirevine gére daha uzun alikonmusglardir (Watanabe
et al, 1984; Teng and Chen, 1999; Gékmen et al., 2002a).

Daha 6nce de deginildigi gibi, bezelyelerde klorofil a parcalanmasi, klorofil b
parcalanmasindan daha biyuk bir hizla gergeklesmistir. Depolama baglangicinda
LOX ve POD enzimleri indikator segilerek haglanmis bezelyelerde sirasiyla 1.32
mg/kg ve 2.13 mg/kg feofitin a olusumu tespit edilmistir.12 ay depolama sonunda
ise LOX ve POD enzimleri indikatér secilerek haslanmig bezelyelerde feofitin a
olusumu sirasiyla 8.62 mg/kg ve 8.35 mg/kg oraninda artmigtir. Feofitin olusumu

klorofii merkezindeki Mg atomunun H atomu ile yer degistirmesi sonucu
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gergeklesmekte ve bunun sonucu Uriin rengi parlak yegilden mat zeytin yesiline
déniismektedir. Suda haglanip dondurulmus sebzelerde doku ve hicre duvari
zedelenmesi sonucu hiicre digina sizan stoplazma asitleri, klorofillerin feofitinlere
déniisimint hizlandirmaktadir (Cano, 1996; Minguez-Mosquera et al. 2003a).

Bezelyelerdeki feofitinlerin  dogrulamasi allkkonma zamani ve spekiral
dzelliklerinden yararlanilarak gergeklestiriimistir. Feofitinlerin spektral &zellikleri
olustuklan klorofile benzerken (Sekil 4.3c ve 4.3d), olugtuklari kilorofilden daha
apolar olmalari C8 kolonda daha uzun sire allkkonmalarina neden olmaktadir
(Schwartz et al., 1981; Teng and Chen, 1999; G6kmen et al., 2002a).

Bezelyelerde varligi tamimlanabilen san renkli karotenoidler (ksantinler)
neoksantin, lutein ve lutein-5,6-epoksit'dir. Haglanmamis ve haglanmis (LOX
indikatér ve POD indikatér) bezelyelerde 12 ay depolama sonucunda ksantinlerin

kromatogramlari Sekil 4.4'de gosterilmektedir.

Bezelyelerdeki ksantinlerin dogrulanmasi spektral 6zelliklerinden (Sekil 4.4b, 4.4c,
4.4d) yararlanilarak gergeklestirilmistir (Braumann and Grimme, 1979; Gékmen et
al., 2002a). Haglanmamis bezelyelerde 12 ay dondurulmug halde depolama
sonunda neoksantin %60.24, lutein %50.87, lutein-5,6-epoksit %32.22 oraninda
azalmistir. LOX indikatér segilerek haglanmis bezelyelerde neoksantin, lutein ve
lutein-5,6-epoksit miktarlarindaki azalma orani sirasiyla %57.53, %38.80 ve
%21.66 olarak belirlenmisti. POD indikatér secilerek haglanmig bezelyelerde
neoksantin, lutein ve lutein-5,6-epoksit miktarlarindaki azalma orani ise sirasiyla
%45.19, %32.09 ve %20.34 olarak belirlenmigtir.

Goriuldugl gibi hem LOX, hem de POD indikatér segildigi durumda bezelyelerin
dondurulmus halde depolanmasi sirasinda ksantinlerinin oksidasyon sonucu
kaybinda belli bir azalma meydana gelmigtir. Ksantinlerin depolama sirasinda
stabil kalmalan agisindan POD indikatér segilerek haglamanin en etkili oldugu

belirlenmigtir.
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Sekil 4.4. (a) Haglanmamis ve haglanmis (LOX ve POD indikatér) bezelyelerin 12
ay dondurulmus halde depolanmasi sonunda karotenoid kromatogramlarn (450
nm), (b) Neoksantin spektrumu, (c) Lutein spektrumu, (d) Lutein-5,6-epoksit
spektrumu
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4.2.2. Dondurulmus Halde Depolama Boyunca Havug Orneklerinin B-Karoten

Degisimlerinin Kromatografik/Spektral Olarak Dogrulanmasi

Haslanmamig ve haslanmig (POD indikatér) havuglarin 12 ay dondurulmus halde
depolanmasi sonunda elde edilen B-karoten kromatogramlari Sekil 4.5'de
gosterilmektedir. Donmug depolama sonunda haslanmamis havuglarda p-karoten
miktarindaki azalma %24.50 iken POD indikatér segilerek haglanmis havuglarda

B-karoten miktarindaki azalma ise %9.00 olarak gergeklesmistir.

Haglama iglemi ile birlikte havug érneklerinde B-karoten miktarinda %4.36’lik bir
artig gerceklesmistir. Granado ve ark. (1992) i1spanak, havug, domates, patates
kirmizi biberin de igcinde bulundugu 18 farkli sebze ile gergeklestirdigi calismada,
sebzelerin kaynar suda 10 ile 35 dakika haglanmalar sonucunda pB-karoten

miktarlarinda haglanmamis érneklere gére artis meydana geldigini belitmistir.

Haslanmamis havuglarda donmus depolama sirasinda B-karoten’in oldukga stabil
oldugu gbézlenmigtir. Bu stabilite POD indikator secilerek gergeklestirilien haslama
ile daha da yikseltiimigtir. Havuglarda p-karoten stabilitesinin yiksek olmasinin,
havuglarda olculebilir dizeyde LOX aktivitesi bulunmamasindan kaynaklandigi
dastintlmektedir. Cesitli literatir caligmalarinda da havuglarda LOX aktivitesinin
bulunmadigi ve bunun sebebinin antioksidan 6zellige sahip B-karoten gibi
karotenoidlerin havuglarda yiksek oranda bulunmasindan kaynaklanmis
olabilecegi belirtiimigtir. (Gunes ve Bayindirli, 1993; Morales-Blances et al., 2002).
Calligaris ve ark. (2002), indikatoér olarak LOX enzimi kullanilarak hasglanmis
domates pirelerinin renginin, —18°C’'de 150 gunluk depolama sonucunda
haglanmadan depolanan érneklere gére ¢ok daha iyi korundugunu belirtmistir.

Bezelye ve havuglarin bazi bilesenlerinin dondurulmus halde depolanmasi

baglangicindaki ve sonundaki miktarlari Cizelge 4.2'de verilmistir.
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Sekil 4.5. (a) Haslanmamis ve hasglanmig (POD indikatér) havuglarin 12 ay

dondurulmus halde depolanmasi sonunda f-karoten kromatogramiari,

B-karoten spektrumu



Cizelge 4.2. Bezelye ve havuglarin baz bilegenlerinin dondurulmus halde

depolanmasi baglangicindaki ve sonundaki miktariar

b [

uB® LoxX POD
Bilegen t=0ay t=12ay Fark,% t=0ay t=12ay Fark,% t=0ay t=12ay Fark,%
BEZELYE
Klorofil a, mg/kg 164.77 94.15 4286 15589 60.76 61.02 153.19 78.71 48.62
Klorofil b, mg/kg 75.83 59.55 21.46 67.77 34.73 48.76 6761 41.77 38.21
Feofitin a, mg/kg 0.00 0.00 1.32 8.62 213 8.35
Feofitin b, mg/kg 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Neoksantin, mAU.s 140.60 55.90 60.24 117.50 49.90 5753 108.00 59.20 45.19
Lutein, mAU.s 3440 16.90 50.87 2990 18.30 38.80 2960 20.10 32.09

Lutein-5,6-epoksit, mAU.s 46430 314.70 3222 44090 345.40 2166 48820 388.90 20.34

HAVUC
B-Karoten, mgfkg 13545 10227  24.50 14136 12864  9.00

¥ Haglanmamig
® Sicak suda haslanmis (LOX indikator)
¢ Sicak suda haglanmis (POD indikator)
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4.3. Model Ortamda LOX Enziminin p-Karoten Uzerine Etkisi

LOX enziminin birincil aktivitesi, 1,4-pentadien yapiya sahip ¢oklu doymamis yag
asitlerini, konjuge dien formlari olan yad asidi hidroperoksitlerine déntgtirmektir.
Ikincil aktivitesi ise ¢oklu doymamis yag asidinin hidroperoksidasyon reaksiyonlar

esnasinda pigment ko-oksidasyonlarini gergeklestirmesidir.

Bu calismada bezelye LOX enziminin birincil aktivitesi Gzerine B-karotenin etkisi
arastinimig, bezelye LOX enzimi katalizérlijinde gergeklesen linoleik asitin
hidroperoksidasyon reaksiyonlarinda B-karotenin etkisi model ortamda
incelenmistir.  Sabit konsantrasyonlarda (25 pM) linoleik asitin, LOX enzimi
katalizérligiinde gergeklesen hidroperoksidasyon reaksiyonlarina, farkl
konsantrasyonlarda B-karotenin (0.39-25 pM) etkisi Sekil 4.6’da gdsterilmistir.
Sekil 4.6'da gorildugu gibi, bezelye LOX enzimi katalizérligiinde gergeklesen
linoleik asitin konjuge dien formuna déniisimi 234 nm’de absorbans artigi olarak
gbzlenmektedir. Model reaksiyon ortaminda p-karoten konsantrasyonu arttikga,
linoleik asitin konjuge dien formuna dénisim hizi azalmisg, esit konsantrasyonda
linoleik asit ve B-karoten oldugu durumda ise konjuge dien olusumu tamamen

durmustur.

Bezelye LOX enziminin B-karoten ko-oksidasyonu Uzerine etkisi (ikincil aktivite)
460 nm'de B-karoten renginin agiimasi seklinde izlenmektedir. Buna gére sabit
linoleik asit (25 M) iceren reaksiyon ortamlarinda farkli B-karoten
konsantrasyonlarinin (0.39 — 25 puM) ko-oksidasyon Uzerine etkisi Sekil 4.7'de
gosterilmigtir. Sekil 4.7'de géruldugu gibi, model reaksiyon ortaminda B-karoten
konsantrasyonu arttikga, pB-karotenin ko-oksidasyon hizi azalmigtir. Esit
konsantrasyonda pB-karoten ve linoleik asit iceren durumda ise p-karoten

konsantrasyonunda bir azalma gézlenmemisgtir.
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda p-karotenin (BC), bezelye LOX

katalizérliginde, linoleik asit (LH) hidroperoksidasyon hizlari Gzerine etkisi

(B-karoten= 0.39-25 uM; linoleik asit= 25 pM)
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Sekil 4.7. Farkh konsantrasyonlarda p-karotenin (BC), bezelye LOX

katalizérliginde, linoleik asit (LH) hidroperoksidasyonu sirasinda B-karoten

ko-oksidasyonu tizerine etkisi ( B-karoten= 0.39-25 uM; linoleik asit= 25 pM)
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Elde edilen verilere gére model ortam reaksiyonlarinda artan miktarlardaki
B-karoten, yag asidi hidroperoksitlerinin olusum hizini azaltmig, buna karsin artan
miktarlardaki B-karotenin bozulma hizi ise yavasglamistir. [BC][LH]=1 olan
reaksiyon kosulunda, B-karoten hidroperoksidasyon reaksiyonunu durdurmus ve
ayni zamanda [-karoten konsantrasyonunda bir azalma gergeklesmemistir.
Bezelye LOX enzimi katalizérlugiinde, farkli konsantrasyonlarda p-karoten (0.39 —
25 yM) ve sabit konsantrasyonda linoleik asit (25 puM) ile gergeklestirilen model
ortam reaksiyonlarinda hidroperoksidasyon ve ko-oksidasyon hiz sabitleri Cizelge

4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Bezelye LOX enzimi katalizérligiinde, farkli konsantrasyonlarda
B-karoten ve sabit konsantrasyonda linoleik asit ile gerceklestirilien model ortam

reaksiyonlarinda hidroperoksidasyon ve ko-oksidasyon hiz sabitleri

[B-Karoten]/[Linoleik asit] Konjuge dien olusum hizi  B-Karoten ko-oksidasyon hizi

(UM/uM) (dak™) (dak™)
0 0.075

1:64 0.028 0.29
1:32 0.021 0.16
1:16 0.014 0.063
1:8 0.0083 0.017
1:4 0.0031 0.0071
1:2 0.0018 0.0019
1:1 0 0

Cesitli aragtirmalarda patates (Aziz et al., 1999), bezelye (Yoon and Klein,1979;
Reynolds and Klein, 1982), soya fasulyesi (Ikediobi and Snyder, 1977; Hildebrand
and Hymowitz, 1982;), bugday (Wallace and Wheeler, 1975; Borelli et al., 1999;
Pastore et al., 2000), zeytin (Jaren-Galan et al., 1999) ve biber (Kanner, 1978;
Jaren-Galan and Minguez-Mosquera, 1999) gibi bitkilerden ekstrakte edilen LOX

enziminin B-karoten ko-oksidasyonunu gerceklestirdigini belirtilmistir. Ayrica
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Pastore et al (2000), bugday lipoksigenazi ile gerceklestirdigi caligmada

B-karotenin hidroperoksidasyon olugum hizini azalttigini belirtmistir.

Sekil 4.8'de Bezelye LOX enzimi katalizérliginde, linoleik asitin (50 M)
hidroperoksitlere déniguimi ve bu reaksiyon boyunca p-karotenin (0.78 uM)
ko-oksidasyonu goériilmektedir. Sekil 4.8'den de gorildagu gibi bezelye LOX
enziminin katalizérligiinde kontrol reaksiyonunda 50 uM linoleik asitten, linoleik
asit hidroperoksitleri olusumu gerceklesmektedir. Model reaksiyon ortaminda, 0.78
MM B-karoten bulundugu durumda ise ayni miktar linoleik asitten (50 pM) ayn
miktar linoleik asit hidroperoksitlerinin olugtugu, ancak bu olusumun kontrol
reaksiyonuna gbre daha yavag gergeklestigi gbézlenmigtir. Reaksiyon boyunca
B-karoten ko-oksidasyonu gergeklesmis ve reaksiyon sonucunda ortamdaki

B-karoten tamamen okside olmustur.

B-karoten tamamen okside olduktan sonra (t>20') ortama baglangictaki kadar
linoleik asit (50 pM) tekrar ilave edildiginde, reaksiyon hizindaki yavaslama
etkisinin aynen devam ettigi gézlenmistir. Bu durumun, p-karoten etkisiyle ortama
ilave edilen LOX enziminin bir kisminin inaktive olmasindan kaynaklandid

disintlmektedir.

LOX katalizérligtinde gergeklesen linoleik asitin hidroperoksidasyon reaksiyonuna
B-karotenin etkisi ve B-karotenin ko-oksidasyonu Sekil 4.9'da gematik olarak
gosterilmistir. Buna goére, B-karoten, reaksiyon basglangicinda olusan linoleil
radikali (Le) ile reaksiyona girerek konjuge dien olusumunu (LOOe) engelledigi ve
bu etkinin linoleil radikaline p-karoten molekillu tarafindan hidrojen transferi
seklinde gerceklestigi dusunidimektedir. Bdoylelikle linoleil radikali baslangi¢c
formuna (LH) doénerken, bir hidrojen atomunu kaybeden B-karoten molekuli
B-karoten radikaline (B-karotene) dénisgmektedir. Bu sirada LOX enzimi dogal
cevrimini tamamlayamadan Fe (ll) formunda kalarak inaktive olmaktadir (Sekil
4.9). inaktive olan enzim miktan ise reaksiyon ortaminda bulunan B-karoten

miktarina baghdir.
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Sekil 4.8. Bezelye LOX enzimi katalizorligande, linoleik asitin  (LH)

hidroperoksitlere dénisimi ve B-karotenin (BC) ko-oksidasyonu

Bazi aragtirmacilar -karotenin, hidrojen transferi yolu ile linoleil peroksi radikalini
(LOOe) sondurdagiini ve bunun sonucunda olusan p-karoten radikalinin
oksidasyonunun gergeklestigini ileri sirmektedir (Wu et al., 1999). Eder bu dogru
olsaydi, [B-karoten]/[linoleik asit] oraninin 1:1 oldudu kosulda bile otamda LOOH
birikimi olup, 234 nm'de absorbans artisi kaydedilmesi gerekirdi. Oysa bu
calismada, 1:1 [B-karoten]/[linoleik asit] oraninda reaksiyon karigiminda gerek

konjuge dien olusumu ve gerekse B-karoten ko-oksidasyonu gézienmemistir.
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Ortamdaki P-karoten konsantrasyonu arttik¢a, reaksiyon Sekil 4.9'da gosterildigi
gibi agirlikh olarak 2. yol tizerinden gergeklesmekte ve béylece ortamdaki inaktive
olmus LOX enzim miktari artmaktadir. Bunun sonucunda ortamdaki aktif formdaki
enzimlerin birim zamanda gergeklestirdigi 1.yol reaksiyonlari azalmakta ve bu
nedenle konjuge dien olugsum hizlar dismektedir (Sekil 4.6). Bu sirada olugan
B-karoten radikali konsantrasyonu da artmaktadir. Ancak eslesmemis elektron
polien zincir boyunca siirekli delokalize olarak radikalin kararli bir yapi
sergilemesini ve bu sayede rengini korumasini saglamaktadir (Woodall et al,
1997). B-Karoten radikalinin oksidasyon hizi ortamdaki reaktif oksijen tirlerinin
miktarina bagh olarak gerceklesmektedir. Nitekim p-karoten konsantrasyonu
azaldikga reaksiyon agirlikli olarak 1.yol izerinden gercgeklestijinden, ortamdaki
reaktif linoleil peroksi radikalleri (LOOs) konsantrasyonu artigina bagh olarak daha

hizli bir B-karoten ko-oksidasyonu gézlenmigtir (Sekil 4.7).

Elde edilen bulgular dogrultusunda, LOX enzimi katalizérluginde gercgeklesen
linoleik asit oksidasyon reaksiyonunun, ortamda p-karoten bulunmasi halinde
inhibe oldugu sonucuna varilmigtir. Sekil 4.10da farkh  B-karoten
konsantrasyonlarinda bezelye LOX enziminin % inhibisyon egrisi gosterilmektedir.
Sekil 4.10'da acikga goruldagi gibi, ortamda linoleik asite gére 64 kat daha az
B-karoten oldugu durumda bile %62’lik inhibisyon gerceklesmektedir. B-karoten
konsantrasyonu arttikga, LOX inhibisyonu da artmigtir. Ortamdaki f-karoten
konsantrasyonu linoleik asit konsantrasyonuna esit oldugunda LOX enzimi %100

inhibe olmustur.
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Sekil 4.10. Degisen konsantrasyonlarda [B-karoten/linoleik asit] oranlarinin

(0.0156-1) LOX enziminin inhibisyonu Gzerine etkisi.

4.4. Model Ortamda LOX Enziminin Klorofil a ve Klorofil b Uzerine Etkisi

Model ortam galigsmalarinin ilk asamasinda LOX enziminin birincil aktivitesi izerine
klorofil a ve klorofil b’'nin etkisi incelenmigtir. Sabit konsantrasyonlarda (25 pM)
linoleik asitin LOX enziminin katalizorligiinde gergeklesen hidroperoksidasyon
reaksiyonlarina, farkl konsantrasyonlardaki klorofil a ve klorofil b’nin (0.39-25 uM)
etkileri sirasiyla Sekil 4.11 ve Sekil 4.12'de gosterilmigtir.
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Sekil 4.11. Farkh konsantrasyonlarda klorofil a'nin (Chl a), bezelye LOX

katalizérligunde, linoleik asit (LH) hidroperoksidasyon hizlan uzerine etkisi

(Klorofil a = 0.39-25uM; Linoleik asit = 25uM)
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Sekil 4.12. Farkh konsantrasyonlarda klorofil b'nin (Chl b), bezelye LOX
katalizérligiinde, linoleik asit (LH) hidroperoksidasyon hizlarn (zerine etkisi

(Klorofil b = 0.39-25uM; Linoleik asit = 25uM)
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Sekillerden de gorilduga gibi, hem klorofil a, hem de klorofil b, LOX etkisiyle
linoleik asitten konjuge dien olugum hizini belli oranda azaltmistir. Esit
konsantrasyonda linoleik asit ve klorofil bulunan reaksiyon kosullarinda konjuge
dien olugsum hiz1 kontrol reaksiyonuna gére, klorofil a i¢in %12, klorofil b igin ise
%19 oraninda azalmigtir. Daha énce de deginildigi gibi, ayni kosullarda B-karoten
ilave edildiginde linoleik asitten konjuge dien olusumunun tamamen engellendigi

g6zlenmistir.

Elde edilen sonuglara gére, LOX enziminin katalizledigi reaksiyon kosullarinda
p-karotenin, klorofillere gére ¢ok daha yiiksek oranlarda konjuge dien olusumunu
engelledigi ve inhibitér olarak davrandig: anlasiimigtir. Ayrica klorofillerin kendi
aralarinda yapilan degerlendirmede ise klorofil b’'nin, konjuge dien olusumunu
engellemede klorofil a’'ya gére daha etkili oldugu gézlenmistir.

Model ortam c¢alismalarinin ikinci agsamasinda ise, LOX enziminin klorofil a ve
klorofil b pigmentlerinin ko-oksidasyonu tzerine etkileri incelenmigtir. Sekil 4.13'de
farkli konsantrasyonlarda klorofil a ve klorofil b’nin (1.5 yM ve 3 pM) LOX enzimi
etkisiyle ortaya gikan oksidasyonu gdsterilmistir.

Sekil 4.13'de goruldugh gibi, model reaksiyon ortaminda klorofi a ve b
konsantrasyonu arttikga, ko-oksidasyon hizi azalmistir. B-karoten ile elde edilen
sonugclarda da ayni etki gézlenmigtir. Klorofillerin kendi aralarinda degerlendirmesi
yapildiginda, klorofil b’nin klorofil a'ya gére daha hizli ko-okside oldugu

g6zlenmistir.

Daha o6nce yapilan bazi g¢aligmalarda da soya fasulyesi (Hilderbrand and
Hymowittz, 1982), bezelye (Reynolds and Klein, 1982; Yoon and Klein, 1979) gibi
sebzelerden ekstrakte edilen LOX enziminin klorofil ko-oksidasyonunu
gerceklestirdigi belirtilimigtir. Ayrica Yoon ve Kiein (1979), klorofilin hidroperoksit
olusum hizini azalttigini ve iki farkli bezelye LOX izoenziminden sadece birinin

klorofil ko-oksidasyonunu gergeklestirdigini belirtmistir.
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Sekil 4.13. Farkh konsantrasyonlarda klorofil a (Chl a) ve klorofil b’nin (Chl b),
bezelye LOX katalizérligiinde, linoleik asit hidroperoksidasyonu sirasinda klorofil

a ve klorofil b ko-oksidasyonu tizerine etkileri (Linoleik asit= 25 uM)

Bezelye LOX enzimi katalizérliginde, farkli konsantrasyonlarda klorofil
pigmentleri (0.39 -25 pM) ve sabit konsantrasyonda linoleik asit (25 pM) ile
gergeklestirilen model ortam reaksiyonlarinda  hidroperoksidasyon ve
ko-oksidasyon hiz sabitleri Cizelge 4.4'de verilmistir.

Elde edilen sonuglar klorofil a ve klorofil b'nin de B-karoten gibi LOX enzimini
inhibe edici etkiye sahip oldugunu géstermektedir. Sekil 4.14'de farkl klorofil a ve
klorofii b konsantrasyonlarinda bezelye LOX enziminin %inhibisyon egrisi

gosterilmigtir.
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Cizelge 4.4. Bezelye LOX enzimi katalizérliginde,
klorofit a (Chl a), klorofil b (Chl b) ve sabit konsantrasyonda linoleik asit ile

gerceklestirilen

model

ortam reaksiyonlarinda

ko-oksidasyon hiz sabitleri.

farkli konsantrasyonlarda

hidroperoksidasyon ve

[KlorofilJ/[LH] (uM/pM) Konjuge dien olugum hizi (dak™)  Klorofil ko-oksidasyon hizi (dak™)
Chla Chib Chla Chib Chla Chib
0 0 0.0752 0.0752 - -

1:64 1:64 0.0681 0.0641 - -
1:32 1:32 0.0671 0.0624 - -
1:16 1:16 0.0660 0.0608 0.0978 0.180
1.8 1:8 0.0652 0.0594 0.0783 0.154
1:4 1:4 0.0644 0.0582 - -
1:2 1:2 0.0641 0.0578 - -
1:1 1:1 0.0639 0.0575 - -
100
|—e—Kklorofil a |
| —=—Klorofil b
80
& 60 |
)
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-
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Sekil 4.14. Artan konsantrasyonlarda [Klorofil/ Linoleik asit] oranlarinin LOX
enziminin inhibisyonu izerine etkisi (Linoleik asit= 25 uM; Klorofil a ve b= 0.39-25

uM)
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Sekil 4.14’den de gérildaga gibi, klorofil a ve b konsantrasyonlarinin linoleik asit
konsantrasyonuna gére 64 kat az oldugju reaksiyon kosulunda klorofil a %9.2,
klorofil b %14.6 oraninda enzim inhibisyonu gergeklestirmistir. Bu etki B-karoten
ile kiyaslandiginda oldukg¢a diigiuk bir seviyede kalmaktadir (Sekil 4.10). Klorofil a
ve klorofil b’nin linoleik asit konsantrasyonuyla ayni oldugu durumda ise klorofil a
%14.8, klorofil b % 23.6 oraninda enzim inhibisyonu gergeklestirmistir. Ayni

kosullarda B-karotenin %100’k enzim inhibisyonu gergeklestirdigi gdzlenmistir.

4.5. Pigmentlerin LOX Enzimi Uzerine Inhibe Edici Etkisinin Kinetik

incelenmesi

B-Karoten ve klorofil pigmentlerinin bezelye LOX enzimi Gzerine inhibe edici etkisi
ve inhibisyon tipi kinetik yaklasimla incelenmigtir. Bu amagla, 1.56 uM B-karoten,
klorofil a veya klorofil b varhginda, substrat konsantrasyonuna karsgi (0-100 uM
linoleik asit) reaksiyon hizi (konjuge dien olugsum hizi) grafige gegirilmistir. Kontrol
(inhibitér olmayan durum) ile kiyaslandiginda p-karoten ve klorofillerin LOX enzimi
tizerine inhibisyon etkisi Sekil 4.15'de verilen Michaelis-Menten grafiklerinden de

acik bir sekilde gérilmektedir.
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Sekil 4.16. Bezelye LOX enziminin B-karoten (BC) , klorofii a (Chl a) ve
klorofil b (Chl b) varliginda Michaelis-Menten grafikleri.

B-Karoten ve klorofillerin etkisi ile gergeklesen LOX inhibisyonunun tipini
beliremek amaciyla Esitik 1'de verilen Michaelis-Menten hiz ifadesinin
dogrusallagtiriimig formu olan Lineweaver-Burk esitligi (Esitlik 2) kullaniimigtir
(Silverman, 2002).

Michaelis-Menten hiz esitligi:

(1)
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Michaelis-Menten hiz esitliginin dogrusal formu, Lineweaver-Burk esitligi:

1

1.5 1,1 @)
v v, [s] v,
Burada ;

V= Maksimum hiz (1/dak)
Kn= Maksimum hizin yarisina ulagsmak icin gerekli linoleik asit konsantrasyonu

(HM)
[S]= Linoleik asit konsantrasyonu (uM)

B-karoten, klorofii a ve klorofii b varliginda elde edilen kinetik veri
Michaelis-Menten modelinin dogrusallastiriimis formu olan Lineweaver-Burk
modeline gdére ele alinip, 1/linoleik asit konsantrasyonuna kargi 1/konjuge dien
olusum hiz1 grafikleri gizildiginde elde edilen egrilerin y-eksenini kestigi noktalarin
degistigi, ancak x-eksenini kestigi noktalarin ayni oldugu gérillmektedir (Sekil
4.16). Bu durum, inhibitér (B-karoten, klorofil a ve klorofil b) varliginda bezelye
LOX enzimi icin Vy degerlerinin azaldigini, buna karsihk K, degerlerinin

degismedigini géstermektedir (Cizelge 4.5).
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Sekil 4.16. B-Karoten, klorofil a ve klorofil b varliginda bezelye LOX enzimine ait

Lineweaver-Burk grafikleri

Bezelye LOX enziminde gérilen bu davranig, p-karoten, klorofil a ve klorofil b
varliginda gézlenen inhibisyonun rekabetgi olmayan (non-competetive) inhibisyon
modeline uydugunu géstermektedir. Sekil 4.17°de rekabetci olmayan inhibisyonun

reaksiyon mekanizmasi sematik olarak gésterilmektedir.
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Sekil 4.17. Rekabetgi olmayan (non-competitive) inhibisyon modeli (Silverman,
2002)

Rekabet¢i olmayan enzim inhibisyon modelinde inhibitor madde, enzim veya
enzim substrat kompleksine etki ederek trin olusumunu engellemektedir. Ortama
ilave edilen inhibitér konsantrasyonu ile dogru orantili olarak enzim inhibisyonu
gerceklesmekte, ortamda bulunan inhibe olmamig enzim miktarina bagh olarak ise
ariin olugmaktadir. Bundan dolayl enzim kinetigine ait parametrelerden K, degeri
degismezken Vp, degeri azalmaktadir (Silverman, 2002).

Rekabetci olmayan enzim inhibisyon modelinde Michaelis-Menten hiz esitligi,
Esitlik 3 'deki gibi ifade edilmektedir (Silverman, 2002):

v.IS] 1

V:(K,Jl [s]](n[zym] ©

Esitlik 3 dogrusallastiriidiginda ise Esitlik 4 elde edilmektedir (Silverman, 2002).

H [Ii]] G (”m] @
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Esitlik 3 ve 4'de gdsterilen [I] inhibdr konsantrasyonunu, K; inhibitér dissosiasyon
sabitini belitmektedir. K; dederi dustik¢e inhibitérin etkinliginin arttig
anlagiimaktadir. Bezelye LOX enzimi i¢in saptanan Vi, Kn ve K; degerleri Cizelge
4.5'da verilmistir.

Cizelge 4.5. Bezelye LOX enzimine ait kinetik parametreler ve bu parametreler

tizerine B-karoten, klorofil a ve klorofil b pigmentlerinin etkisi.

Pigment Vm Km Ki R?
(1.56 pM) (1/dak) (uM) (uM)

Kontrol 0.505 118.74 0.9972
B-Karoten 0.069 118.43 0.25 0.9964
Klorofil a 0.444 118.37 11.7 0.9993
Klorofil b 0.409 118.94 6.6 0.9983

Cizelge 4.5'de goruldugu gibi ortamda bulunan 1.56 uM konsantrasyonundaki
pigmentler bezelye LOX enzimine ait kinetik parametrelerden V. degerini
azaltirken, K, degerini etkilememistir. Vn, degerini B-karoten %86, klorofil a %12
ve klorofil b ise %19 oraninda azaltmigtir. B-karoten igin K;degeri 0.25 yuM, klorofil
a icin 11.7 uM ve klorofil b igin 6.6 pM olarak hesaplanmistir. K; degeri
inhibisyonun bir olgustdir. K; degerinin sifira yaklagsmasi, gergeklesen enzim
inhibisyonunun ¢ok kuvvetli oldugu anlamina gelmektedir. Elde edilen sonuglara
gore, pigmentlerin LOX enzimi lzerine inhibe edici etkisi B-karoten >> klorofil b>

klorofil a seklinde gergeklesmektedir.
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4.6. Model Ortamda POD Enziminin p-Karoten Uzerine Etkisi

POD enzimi ile gergeklestiriien model ortam reaksiyonlarinda hidrojen peroksit
oksidasyonun spektrofotometrik olarak izienmesi amaciyla hidrojen donér substrat
olarak guayakol kullanilmigtir. Enzimatik reaksiyon sunucunda guayakol
radikallerinin birlegmesiyle olusan tetraguayakokinonlar 400-700 nm gibi genis bir
dalga boyu aralijinda absorbans vermektedirler ve maksimum absorbans ise 420
nm dalga boyunda gergeklegsmektedir.

Model ortam reaksiyonlarinin ilk asamasinda POD enziminin aktivitesi Uizerine
B-karotenin etkisi incelenmisti. Bu amagla gerceklestirilen model ortam
reaksiyonlarinda, hidrojen peroksit ve guayakol konsantrasyonu sabit tutulmus
(25 uM), artan konsantrasyonlarda f-karotenin (3.12-25 yuM) POD enzim aktivitesi
tzerinine etkisi incelenmistir. Sekil 4.18’de artan konsantrasyonlarda p-karotenin

POD enziminin aktivitesi Uzerine etkisi gosterilmigtir.

0.16
!
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Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlarda B-karotenin (BC), POD enzim aktivitesi
tizerinine etkisi. ( B-karoten= 3.12-25 upM; Hidrojen peroksit (HP)= 25 pM,;
Guayakol= 25 yM)
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Sekil 4.18'de goruldugu gibi artan konsantrasyonlarda p-karoten, POD enziminin
aktivitesi 0zerine herhangi bir etki gostermemigtir. Hidrojen donér olarak
davrananan guayakol, enzim binyesinde bulunan oksijen atomuna hidrojen
transferlerini gerceklestirmekte ve olugan guayakol radikalleride birleserek
tetraguayakokinonlar olusturmaktadir. Elde edilen sonuglara gére B-karotenin
olusan guayakol radikalleriyle tepkimeye girmedigi, olusan guayakol radikallerinin
kendi aralarindaki etkilesimlerle tetraguayakokinonlara déntstuga anlasiimaktadir.

Sabit hidrojen peroksit ve guayakol konsantrasyonlarinda (25 yM) POD enziminin
katalizorligunde gerceklegsen oksidasyon reaksiyonlari esnasinda p-karotenin
konsantrasyonundaki  degisim  spektrofotometrik  engellemelerden dolay
izlenememigtir. POD etkisi ile olugan tetraguayakokinonlar, B-karotenin maksimum
absorbans gosterdigi 460 nm’de absorbans artigina neden oldugundan reaksiyon
kangimi icerisindeki B-karotenin 460 nm’de degisiminin izlenmesi mimkin

olmamistir.

Model ortam reaksiyonlarinin ikinci agamasinda POD enziminin katalizérligiinde
gerceklesen, hidrojen peroksitin oksidasyonu esnasinda hidrojen donér molekiil
olan guayakolun kullaniimadigi durumda p-karotende meydana gelebilecek
degisim incelenmigtir. Bu amacla hidrojen peroksit konsantrasyonu sabit tutulmus
(25 uM), artan konsantrasyonlardaki B-karotenin (3.12-25 pM) reaksiyon siresince
dedisimi 460 nm’'de izlenmigtir. Sekil 4.19'da gérildigiu gibi POD enzimi
katalizériigonde gerceklesen hidrojen peroksitin  oksidasyon reaksiyonu
esnasinda B-karoten konsantrasyonunda herhangi bir degisim gergeklesmemistir.
B-karoten hidrojen dondr olarak davranmamis, yani hidrojen transferlerini

gerceklestirememis ve bu sebepten dolayi ko-oksidasyonu gerceklesmemistir.

Kanner ve Mendel, (1977), yiiksek oranda peroksidaz aktivitesi iceren kirmizi
biber ekstrakti ile gerceklestirdigi calismada karoten agarmasinin gercklestigini
belirtmigtir. Bu ¢alismada ise peroksidaz aktivitesine bagh olarak B-karoten kaybi

g6zlenmemigtir.
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Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlarda p-karotenin (BC) POD katalizériagiinde,
hidrojen peroksit oksidasyonu esnasinda ko-oksidasyonu ($-karoten= 3.12-25 uM;
Hidrojen peroksit (HP)= 25 uM)

4.7. Model Ortamda POD Enziminin Klorofil a ve b Uzerine Etkisi

Klorofil pigmentleri ile gerceklestirilen model ortam reaksiyonlarinin ilk agamasinda
POD enziminin aktivitesi Gzerine klorofil a ve klorofil b’nin etkisi incelenmistir. Bu
amagcla model reaksiyon ortami, klorofil a ve klorofil b konsantrasyonu 1.56 puM,
hidrojen peroksit konsantrasyonu 25 pM ve guayakol konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde hazirlanmistir. Sekil 4.20'de géruldigu gibi klorofil pigmentleri, POD
enzimi katalizérligtinde gerceklesen hidrojen peroksitin oksidasyonu esnasinda
olusan tetraguayakokinon olusum hizini ve miktarini azaltmigtir. 1.56 uM klorofil a
tetraguayakokinon olusum hizini %13.6, 1.56 pM klorofil b ise %8.4 oraninda
azaltmistir. Elde edilen sonuglara gére, klorofil pigmenteri guayakol ile birlikte
hidrojen donér olarak davrandig:, bu nedenle kontrol reasiyonuna gére daha az

miktarda tetraguayakokinon olustugu diigsinulmektedir.
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Sekil 4.20. Kiorofil pigmentlerinin, POD enzimi katalizérligiinde gergeklesen
hidrojen peroksitin oksidasyonu esnasinda tetraguayakokinon olugumu (izerine
etkisi

B-Karoten ile gergeklestirilien denemelerde oldugu gibi, ayni reaksiyon kosullarinda
klorofil a ve klorofil b'nin konsantrasyonlarindaki degisimier de spektrofotometrik

engellemelerden dolay izlenememistir.

Model ortam reaksiyonlarinin ikinci agamasinda POD enziminin katalizérluglinde
gerceklesen, hidrojen peroksitin oksidasyonu esnasinda hidrojen donér molekil
olan guayakolun kullaniimadig: durumda, klorofil a ve klorofil b pigmentlerinin
konsantrasyonlarinda meydana gelebilecek degisim incelenmigtir. Bu amagla
hidrojen  peroksit konsantrasyonu sabit tutuimugs (100 M), artan
konsantrasyonlardaki klorofil a ve klorofil b’nin (1.56 - 4.68 uM) reaksiyon
sUresince degisimi sirasiyla 670 ve 640 nm'de izlenmigtir.
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Sekil 4.21. Farklt konsantrasyonlarda klorofil a’nin, POD enzimi katalizérligtnde,

hidrojen peroksitin oksidasyonu sirasinda, klorofil a ko-oksidasyonu (izerine etkisi
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Sekil 4.22. Farkli konsantrasyonlarda klorofil b’nin, POD enzimi katalizérligtinde,

hidrojen peroksitin oksidasyonu sirasinda, klorofil b ko-oksidasyonu tizerine etkisi

70



Sekil 4.21 ve 4.22'de goérulduga gibi, POD enzimi katalizérlugiinde gergeklesen
hidrojen peroksitin oksidasyon reaksiyonu esnasinda klorofii a ve klorofil b
pigmentlerinin konsantrasyonlari azalmistir. Buna gére hem klorofil a ve hem de
klorofil b molekllerinin POD reaksiyon mekanizmasi igerisinde sinirli dizeyde de
olsa hidrojen donér olarak davranabildigi, yani Enzim-Oksijen kompleksine
hidrojen transferi gergeklestirdigi ve bu sirada kendilerinin okside olarak renklerinin
aclldigr goralmastar. Her iki pigment kiyaslandiginda, klorofil a’nin klorofil b'ye
gore daha hizli okside oldugu belirlenmigtir. Nitekim 5 dakika reaksiyon sonunda
1.56 uM Klorofil a ve b sirasiyla % 12.5 ve % 5.1 oraninda POD aktivitesine paralel

olarak okside olmustur.

Martinez ve ark. (2001), cilek peroksidazi ile gerceklestirdikleri galigmada klorofil
pigmentlerinin peroksidaz aktivitesine paralel olarak okside oldugunu ve klorofil

a’nin klorofil b’'ye gére daha hizli okside oldugunu belirtmistir.

Klorofil a ve klorofil b varidinda POD enzim aktivitesindeki degisim kinetik
yaklagimla degerlendiriimistir. Buna gére, sabit klorofil (1.56 uM) ve guayakol
(1 pM) konsantrasyonunda, artan hidrojen peroksite karsilik reaksiyon hizi
(tetraguyakokinon olugumu) grafije gecirilmis ve Michaelis-Menten grafikleri elde
edilmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23'de goraldugu gibi, klorofil varhiinda, POD etkisi ile tetraguayakokinon
olusum hizi oldukg¢a sinirll oranda azalmigtir. Ancak tetraguayakokinon hizindaki
bu azaligin herhangi bir sekilde POD enziminin inhibisyonu sonucu degil, hidrojen
dondr olarak guayakol ve klorofii molekillerinin rekabetinden kaynaklandi§

dusundimektedir.
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Sekil 4.23. Klorofil pigmentleri varliginda POD enziminin aktivitesindeki degisim
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5. SONUC VE ONERILER

Haslama sirasinda segilen indikatdér enzime gére uygulanan isil islem normiari,
sebzelerin donmug halde depolanmalan sirasinda duyusal kalitenin korunmasi
acisindan 6nemli farklihk gostermektedir. Bu calisma kapsaminda elde edilen
bulgular bezelyelerde LOX enziminin indikatér olarak kullaniimasi halinde
klorofillerden kaynaklanan yesil rengin stabilitesinin  dustigint ortaya
koymaktadir. Ayrica bezelyelerde tespit edilen bazi ksantinlerin de depolama
boyunca okside olduklari gérilmektedir. Buna karsilik POD indikatér secilerek
haglanan bezelyelerde donmus depolama boyunca klorofil ve ksantinlerin

stabilitesi ylikselmektedir.

Havuglarda oélgilebilir dizeyde bir LOX aktivitesi saptanmazken, POD aktivitesi de
bezelyelere kiyasla daha diiguk bulunmustur. Havuglarin donmus halde depolama
boyunca B-karoten bilesimi bakimindan stabil oldudu, bu stabilitenin POD indikator

secilerek haslama ile daha da artirilabilecegi anlagiimaktadir.

Model ortamda gergeklestirilen denemelerde elde edilen sonuglar sebzelerin
bilesiminde dogal olarak bulunan LOX ve POD enzimlerinin klorofiller ve 3-karoten
oksidasyonu (zerine etkili olduklarn goériimektedir. Bezelye LOX enzimi hem
B-karoten, hem de klorofillerin ko-oksidasyonunu katalizlemektedir. Ancak bu etki
B-karoten ve klorofillerin varliginda LOX enziminin linoleik asit hidroperoksidasyon
aktivitesinin inhibisyonu seklinde gergeklesmektedir. LOX inhibisyon etkisi
biyukten kiicige dogru B-karoten >>klorofil b > klorofil a gseklindedir. B-karoten ¢ok
dustik konsantrasyonlarda bile yiksek oranda LOX inhibisyonuna neden
olmaktadir. B-karotenin POD aktivitesi Uzerine herhangi bir etkisi olmadigi, buna
kargihk POD etkisiyle klorofillerin renginde agilma meydana geldigi gérilmektedir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen bulgular toplu olarak degerlendirildiginde,
Ozellikle yiksek LOX ve POD aktivitesine sahip yesil renkli sebzelerde
dondurulmus halde depolanmalari sirasinda duyusal kalitenin korunmasi

acisindan haglamanin bliylk 6nem tasidigini ortaya koymaktadir.
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