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Ozet

Ulkemiz agisindan ekonomik dneme sahip tarimsal iiriinlerin ticaretinde ve dzellikle ihracatta
boceklenmeden kaynaklanan biiyiikk problemler yasanmaktadir. Taze meyve ve sebzelere
uygulanacak cok diisiik 1sinlama dozlari ile boceklenme kontrol altina alinabilmektedir. Bu
nedenle iilkemize 6zgii daha fazla gida tiriinii ve bocek tiiriinde ¢alisma yapilmasi, potansiyel
tirtinlerin 1g1nlama dozuna karst duyarlilik diizeyinin tespit edilmesi 6nemli goriilmektedir. Bu
amagcla bezelye 6rneklerinde (Pisum sativum) 3 farkli 1sinlama dozunun (0.25, 0.50 ve 1.00
kGy) C vitamini, renk ve proteinlerin ikincil yapis1 iizerine etkisi incelenmistir. Orneklerden
C vitamini ekstraksiyonunda Hizlandirilmis Coziicii Ekstraktorii (Accelerated solvent
extraction-ASE) kullanilmis ve ekstraktlar HPLC (Yiiksek performans sivi kromatografisi)
kullanilarak analiz edilmistir. Renk degerleri Minolta Kromametresi_ile proteinlerin ikincil
yapilari ise Azalan Tam Yansima Fourier Doniisiim Kizilétesi (ATR-FTIR) Spektroskopisi ile
analiz edilmistir. Isinlanmamis kontrol 6rnegi ile kiyaslandiginda 1sinlanmis 6rneklerdeki C
vitamini miktari, 1sinlama dozu artikca azalma gostermistir. Isinlama dozlarinin bezelye
orneklerinin L* (parlaklik), b* (sarilik) ve chroma (renk yogunlugu) degerlerine etkisi
istatistik olarak onemli (p>0.05) degildir. Ancak, 6rneklerin yesil rengini tanimlayan negatif
a* degerleri 1s1mnlama dozlarindan istatistik olarak onemli (p<<0.05) sekilde etkilenmistir.
Proteinlerin ikincil yapilarint olusturan a-sarmal ve B-diizlemsel tabakada ATR-FTIR ile
yapilan inceleme sonucunda uygulanan diisiik 1s1nlama dozlarinin énemli bir degisime yol
agmadigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bezelye, 1sinlama, C vitamini, renk, protein ikincil yapisi
1. Giris

Gelismekte olan iilkelerin bircogunda bdceklenme nedeniyle gida kayiplart ortaya
cikmaktadir. Boceklerin gidalarimiza ortak olmalari sonucunda olusan hasat sonrasi gida
kayiplar1 ve kalite bozulmalari, insanlarin tiiketimini ve degerli iiriinlerin ticaretini olumsuz
yonde etkilemektedir (Ozyardimci ve Cetinkaya, 2010). Diinyanin bircok iilkesinde
boceklenmeden kaynaklanan gida kayiplari hasat edilen iiriiniin %30’una kadar ulagmaktadir.
Depolama siiresince gidalara 600°den fazla bocek tiirli, 70 kadar giive ve 355 akar tiirliniin
zarar verdigi bildirilmistir (Rajendran, 2002). Depolanmis gidalarda boceklenmeden
kaynaklanan kuru madde kaybinin tahillarda % 0.5-17 araliginda, baklagillerde ise % 50’nin
tizerinde oldugu belirtilmektedir (Snelson, 1987). Gida muhafaza yontemlerinden biri olan
gida 1smlama ile depolama sirasinda boceklenmeden kaynaklanan iiriin  kayiplar
Onlenebilmektedir. Isinlama teknolojisi gidalarin ticaretinde karsilasilan karantina
problemlerini ¢6zen, tohum bdceklerine karsi 1 kGy’in ¢ok altinda dozlarda etkinligi ve
basaris1 kanitlanmis bir teknolojidir. Gida 1smlama ile ilgili olarak Gida ve Tarim Orgiitii



(Food and Agricultural Organization, FAQO), Uluslararas1 Atom Enerjisi Ajansi (International
Atomic Energy Agency, IAEA) ve Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO)
tarafindan kurulan komite toksikolojik, mikrobiyolojik ve beslenme agisindan 10 kGy’e kadar
gidalara uygulanan dozlarin giivenli oldugunu belirtmistir (Lara et al., 2002). 06.11.1999 tarih
ve 23868 sayili Resmi Gazete’de yaymlanan Gida Isinlama Ydnetmeligi’nde baklagiller icin
boceklenmeyi onlemek amaciyla maksimum 1.0 kGy’e kadar 1sinlama yapilmasina izin
verilmektedir (Anonim, 1999; 2002; 2003). Bu ¢alismada farkli dozlardaki gama 1sinlarinin
bezelye 6rneklerinin C vitamini, renk ve proteinlerin ikincil yapisina etkisi incelenmistir.

2. Materyal ve metod
2.1 Ornek ve kimyasallar

Bu ¢alismada Ankara ilinde faaliyet gosteren ticari bir firmadan temin edilen ilaglanmamis
bezelye 6rnekleri kullanilmistir. C vitamini (L — ascorbik asit) analizinde kullanilan standard
¢ozelti Sigma — Aldrich (Taufkirchen, Germany) kaynaklidir. C vitamini analizinde kullanilan
tim kimyasallar HPLC safliginda Merck Chemicals Ltd. (Dorset, England, UK)’den temin
edilmistir. Millipore membranlar (0.45 pm) Millipore’dan alinmigtir. Diger tiim kimyasallar
analitik safliktadir.

2.2 Isinlama kaynagi

Ornekler polietilen ambalaj icinde 0.25; 0.50 ve 1.00 kGy’lik dozlarda isinlanmislardir.
Isinlama islemi, Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK), Saraykdy Niikleer Arastirma ve
Egitim Merkezi’'nde (SANAEM) bulunan ve Teknoloji Boliimii, Malzeme ve Dedektor
Teknolojileri Birimi tarafindan isletilen Gama Isinlama Tesisi biinyesindeki, deneysel amaglar
icin kullamlan ve 1sinlama kaynagi Co® elementi olan Gama-hiicresinde (Issledovatel;-
TENEX, Russia) yapilmistir. Bu ¢alismada, uygulanan 1simnlama dozlarini tespit edebilmek
amactyla 0.1 — 3 kGy’lik doz araliginda 6l¢iim yapabilen Harwell perspex dozimetreler
(Harwell Gammachrome YR®, Perspex Dosimeter, Batch 62, Harwell, UK) kullanilmustir.
Isinlamadan sonra tiim bezelye 6rnekleri +4 °C’de depolanmaislardir.

2.3 Renk odl¢iimleri

Orneklerde 1smnlama dozuna bagl olusabilecek renk degisimleri CR 310 Minolta
Kromametresi kullanilarak yapilmistir. Hunter-Lab’in ii¢ farkli aksi (CIE L*, a*, b*) degisik
renkleri temsil etmektedir. L* aks1 parlaklik aksi olarak belirlenmistir. a* aks1 kirmizi-yesil
aksi, b* aksi sari-mavi aksi tanimlamaktadir. Akslardaki degisim rengi belirlemektedir.
Ayrica, kirmizilik ve sarilik arasindaki renk iliskisini gdsteren hue ve renk yogunlugunu
temsil eden chroma degerleri de asagidaki esitlikler ile hesaplanmistir (Devatkal ve ark.,
2004).
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2.4 Protein yapisindaki degisimin incelenmesi

Isinlamanin bezelye protein yapisi lizerindeki etkisini incelemek amaciyla ATR-FTIR
spekroskopisi kullanilmistir (Muyonga ve ark., 2004). Bezelye ornekleri bir gece boyunca
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50 °C’de kurutulmustur. Kurumus ve homojen hale getirilmis 6rnekler (yaklasik 1 g) yatay
ATR ZnSe tablasina yerlestirilmis ve 4500 — 650 cm™’lik bolgede, 4 cm™ ¢oziiniirliikte, 64
tarama yapilarak absorbans sonuglar1 almmustir. Ornekler tarama yapilmadan 6nce, referans
olarak bos ATR kristali kullanilarak backround spektrumu alinmigtir.

2.5 C vitamini analizi

Orneklerden C vitamini ekstraksiyonu Abushita ve ark. (1997)’na gére ve Hizlandirilmis
Coziicii Ekstraksiyonu i¢in bazi modifikasyonlar (Accelerated solvent extraction-ASE)
Hossain ve ark. (2011)’na gore yapilmistir. Ekstraksiyondan dnce tiim Ornekler -18°C’de
depolanmistir. Tiim ekstraksiyonlar HPLC’ye enjeksiyondan hemen dnce gerceklestirilmistir.
Ornek hazirlama asamasinda ve tiim analiz boyunca ekstraklar sogukta tutulmus ve giin
1sindan korunmustur. Numune hazirlama islemi her 6rnek i¢in iki paralel sekilde yapilmis, her
ekstrakt HPLC’ye ii¢ kez enjekte edilmistir.

ASE (Dionex ASE 350 model) ile C vitamini ekstraksiyonunda, paslanmaz ¢elik 5 ml’lik
ASE hiicresine 3 g donmus ornek tartilmis, ¢oziiciiden gelebilecek herhangi bir safsizligi
onlemek amaciyla lizerine seliiloz filtreler (Dionex, 27 mm ¢ap) yerlestirilmistir. Ekstraksiyon
hiicresi ASE’ye yerlestirildikten sonra ekstraksiyon asagidaki sartlarda ytriitilmustiir.

Analitik saflikta, taze olarak hazirlanmig ve sogukta (+4°C) depolanan metafosforik asit ( %3
w/v) ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Ekstraksiyon ortam sicakliginda, 9.652.650 —
10.342.125 Pa basing altinda 5 dakikalik iki dongli seklinde yapilmistir. Azot gazinin
bosaltma siiresi 90 saniyedir. Hacmi bilinen ekstrakt toplandiktan sonra HPLC analizi igin
0.45 mikronluk hidrofilik membrandan koyu renkli viallere filtre edilmistir. Analizde
kullanilan HPLC sisteminin (Waters 2695 Separations Module and Waters 2996 Photodiode
Array Detector Waters Corp., Milford, Massachusetts, USA) ozellikleri su sekildedir.
Dedektor sinyal araligi: 190 — 44 nm. C vitamini piki 243.8 nm’de gézlenmistir. Enjeksiyon
analitik kolana 10uL olacak sekilde (EC 150/4.6 Nucleosil, 100-3 C18 Nautilus Macherey-
Nagel GmbH&Co. KG, Diiren, Germany) yapilmistir. Mobil faz olarak 0.7 mL/dakikalik akis
oraninda %1 (w/v) KH2POg4 ¢ozelitisi ve asetonitril kullanilmistir. Ellisyon sartlart % 1
KH2PO4: 0.01-3 dakika: % 99,10 dakika: % 70, 15 dakika: % 60, 18-20 dakika: % 99
seklindedir. Standard C vitamini (L-askorbik asit) ¢ozeltisi % 3 MPA ile hazirlanmis ve
HPLC kolonuna ornekler ile ayni sartlarda enjekte edilmistir. Analiz sayisal degerleri
standard kalibrasyon egrisinden hesaplanmaistir.

2.6 Istatistiksel analiz

Deneysel c¢alismalarda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde IBM SPSS
21.00 paket programi kullanilmis, 6ncelikle varyans ¢oziimlemesi teknigi ve ardindan énemli
bulunan degiskenlere Duncan testi uygulanmustir. Istatistiksel olarak P < 0.05. bulundugunda,
1sinlama dozunun etkisi 6nemli olarak kabul edilmistir.

3. Sonuclar

Orneklerdeki C vitamini ekstraksiyonu HPLC ye enjeksiyondan hemen &nce yapilmustir. ASE
ile 2 defa ekstraksiyon islemi gerceklestirilmis ve NaSQg ile saflastirilma yapildiktan sonra,
ekstrakt L-askorbik asitin dehidroaskorbik asite doniisimiinii engellemek amaciyla hemen
HPLC’ye enjekte edilmistir. L-askorbik asit ve dehidroaskorbik asiti ayirt etmek ve
miktarinin tespit etmek amaciyla, her iki asite ait standard ¢ozeltiler ayr1 ayr1 HPLC’ye
enjekte edilmistir. Yaklasik olarak 2,5 dakikalik alikonma siiresinde her iki asite ait pik
gozlenmistir ve her iki pik cakismaktadir. Toplam C vitamini igeriginin hesaplanmasinda L-



askorbik asit ve dehidroaskorbik asit birlikte degerlendirilmistir (Llyod ve ark. 1987).
Kromatogramda 2,5 dakikalik alikonma siiresinde gozlenen pik toplam C vitamini piki olarak
tanimlanmustir. Bezelye orneklerine ait toplam C vitamini sonuglar1 Tablo 1°de goésterilmistir.
Isinlama isleminin C vitamininde azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Isinlanmamis
kontrol 6rneginde C vitamini miktar1 12.34 mg/100 g iken boceklenmeyi 6nlemek igin izin
verilen en yiiksek 1 kGy’lik 1sinlama dozunda miktar 10.90 mg/100 g’a diismektedir.
Isinlanmamis kontrol 6rnegi ile 1simlanmis 6rnekler karsilastirildiginda C vitamini miktari
acisindan aradaki farklilik istatistik olarak dnemli bulunmustur.

Tablo 1. Bezelye 6rneklerindeki C Vitamini miktar1
Doz (kGy)?
0 0.25 0.50 1.0
C Vitamini (mg/100g) 12.3+0.0c 12.1+1.0bc 11.0+0.3ab 10.9+0.4a

& Farkl1 harf tagiyan ornekler arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (P < 0.05)

Isinlanmamis kontrol ornegi ve 3 farkli dozda isimmlanmis bezelye Orneklerindeki renk
degerleri Tablo 2’de gosterilmektedir. L* degerleri incelendiginde 1sinlama isleminin
orneklerin parlaklik degerlerine 6nemli bir etkisinin olmadigi goriilmektedir. Negatif a*
degerleri orneklerde yesil rengi tanimlamaktadir. Calismada uygulanan 1sinlama dozlar1 a*
degerlerinin istatistik olarak onemli sekilde etkilemistir. Isinlama dozlarinin bezelyelerde sari
rengi temsil eden b* degerlerine ve kroma degerlerine 6nemli bir etkisi olmamustir.

Tablo 2. Bezelye 6rneklerinin renk degerleri

Doz (kGy)?

0.0 0.25 0.50 1.0

L 554+04a 555+0.0a 559+0.5a 56.0+0.1a
a -17.7+0.1c -17.2+0.la -17.6+0.0bc -17.4=+0.0b
b 319+6.1a 249+5.6a 285+04a 287+0.la
C 336+03a 33.1+0.1a 335+04a 33.6+0.la

h 121.8+0.1b 121.3+£0.0a 121.7+0.2b 121.3+0.1a

2 Farkl1 harf tagiyan ornekler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (P < 0.05)

ATR-FTIR ile bezelye Orneklerinde 1sinlamanin etkisi ile proteinde meydana gelebilecek
yapisal ve konformasyonel degisiklikleri hizli bir sekilde incelemek amaclanmstir.
Proteinlerin ikincil yapis1 temel olarak o-sarmal ve B-diizlemsel tabakadan olusmaktadir.
Amid I bantinda a-sarmal tipik olarak 1648 — 1658 cm-1 dalga boyunda pik verirken, f3-
diizlemsel tabaka 1620 — 1640 cm-1’de absorbans vermektedir (Withana-Gamage et al. 2010;
Amonsou et al. 2012). Protein degeri sadece toplam protein igerigine degil, proteinin i¢ yapisi



ve gidanin matriksine de baghdir. Proteinin igyapisi proteinlerin gastrointestinal sindirim
enzimleri ile etkilesimini etkilemektedir. Proteinlerin besleyici degeri, sindirilebilirligi ve
yararliligi dogrudan i¢yapisinda bulunan a-sarmal ve B-diizlemsel tabakaya bagl degildir.
Ancak, protein tipleri ve sindirim sistemindeki enzimatik hidrolize yatkinlig1 biiyiik 6l¢iide
proteinin i¢yapisi ile iliskilidir. Yiiksek a-sarmal/ B-diizlemsel tabaka orani intestinal sindirim
enzimleriyle etkilesimi azaltarak, protein degerinin azalmasina neden olabilmektedir. Ayni
protein igerigine sahip gidalar, proteinlerin ikincil yapisindaki a-sarmal ve B-diizlemsel tabaka
orani farkli ise besleyici degerleri farkli olabilmektedir (Yu, 2007). a-sarmal ve B-diizlemsel
tabaka oraninin protein kalitesi hakkinda temel bir bilgi verdigi sdylenebilir. Tablo 3’de
isinlanmis ve 1smlanmamis kontrol bezelye orneklerinin FTIR spektrumlart dikkate alinarak
OPUS (Optics User Software) bilgisayar programi kullanilarak hesaplanan a-sarmal ve [-
diizlemsel tabaka’nin % degerleri ve a-sarmal/ B-diizlemsel tabaka oran1 verilmistir.

Amid I bolgesinin analizi sonucunda 1sinlanmamis kontrol 6rneginde a- sarmal degeri % 30.5
ve B-diizlemsel tabaka degeri % 46.6 bulunurken, ii¢ farkli dozda (0.25, 0.50 ve 1.0 kGy)
1sinlanmig Orneklerde bu degerler sirasiyla % 26.2 a-sarmal, % 47.5 B-diizlemsel tabaka; %
26.9 o-sarmal, % 46.8 B-diizlemsel tabaka ve % 27.6 a-sarmal, % 47.2 B-diizlemsel tabaka
olarak bulunmustur. Isinlama dozu arttikga a-sarmal/ B-diizlemsel tabaka oraninda azalma
oldugu gézlenmistir. Uygulanan ii¢ farkli isinlama dozunda (0.25, 0.50 ve 1.0 kGy) a-sarmal/
B-diizlemsel tabaka oraninda sirasiyla % 16.6, % 12.1 ve % 10.6 olarak bulunmustur. Bezelye
orneklerinin proteinlerinin ikincil yapilarinda 1sinlama islemine bagli olarak gozlenen farklilik
istatistik analiz sonucunda da 6nemli olarak bulunmustur.

Tablo 3. Proteinlerin ikincil yapisina ait sonuglar

Doz (kGy)?
0 0.25 0.50 1.0
a- sarmal (%) 305+4.1b 26.2+27a 269+21l1ab 27.6+3.4ab

B-diizlemsel (%)  46.6+05a 47.5+05b 46.8+04a 47.2+0.6ab

a- sarmal/ B-diizlemsel 0.6+0.0b 05+0.0a 05+0.0ab 0.5+0.0ab

@Farkli harf tasiyan 6rnekler arasindaki fark istatistik olarak onemlidir (P <0.05)
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