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OZET

SOGUK PLAZMA UYGULAMASININ VITAMINLER VE POLIFENOL
OKSIDAZ (PFO) ENZiMi AKTIVITESI UZERINE ETKISI

Dilara BOZKURT
Yuksek Lisans, Gida Muhendisligi Bolumiu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Mehmet MUTLU
Ocak 2014, 83 sayfa

Tez kapsaminda, genellikle sterilizasyon amaciyla gida sanayisinde kullanim alani
bulmasi beklenen soguk plazma uygulamasinin vitamin ve enzim aktivitesi tGzerine
etkileri arastirlmigtir. Bu amagla yagda ¢o6zunen E vitamini (tokoferol) ile ve suda
¢bzunen C vitamini (askorbik asit) olmak Uzere iki farkli vitamin sollisyonu ve
polifenol oksidaz (PFO) enzimi kullaniimigtir. Ayrica plazma uygulamasinin model
gida olarak secilen kusburnu meyvesine de etkisi incelenmistir.

Calismalar kapsaminda iki farkl plazma sistemi kullaniimigtir. Bunlardan bir tanesi
atmosferik plazma jet ve digeri ise dielektrik bariyer bosalim (DBD) plazmasidir.
Plazma jet sistemi ile birgok plazma parametresi denenmistir. Calisma gazi olarak
hava kullaniimistir. Calismada en etkin plazma parametresinin belirlenmesi
amaciyla 16-20-25 kHz frekans araligi; 500-750-1000 L/saat gaz akis hizi ve 2-4-
6-8 sn uygulama suresi denenmistir.

Aktif plazma turleri ve plazma sirasinda olugan UV isinlar mikroorganizmalarin
DNA’ si ve hiucre duvarini etkiledigi gibi, gidalarda bulunan aktif bilesenlere de etki
etmektedir. Bunun baslica sebebi bu bilesenlerde bulunan ve reaktif tirlere karsi
afinitesi olan baglardir. Bu baglarda meydana gelmis olabilecek herhangi bir
degisim bu bilesenlerin kimyasal yapilarini etkiledigi gibi enzim 6rneginde oldugu
gibi aktivitelerini de etkilemektedir.

Tez kapsaminda calisilan model vitaminlerin analizleri spektrofotometrik olarak
gerceklestirilerek vitaminlerde meydana gelen kayiplar yuzdesel olarak verilmistir.
Calismanin sonucunda atmosferik plazma jeti ile plazma uygulamasina tabi



tutulan askorbik asit ¢dzeltilerinde kaybin en fazla 25 kHz'de, 1000 L/sa gaz akis
hizinda, 8 sn’lik plazma uygulamasi sonucunda %83,5 oraninda oldugu
belirlenmistir. DBD plazma sistemi ile yapilan ¢aligmada ise askorbik asit kaybinin
sadece He gazi kullanildiginda en fazla %30,4; He-O, kullanildiginda ise en fazla
%28,6 oldugu tespit edilmistir. Model gida olarak secilen kusburnu meyvesindeki
askorbik asit miktarinin ise 25 kHz' de, 1000L/sa akis hizinda 8 sn’lik plazma
uygulamasi sonucu en fazla %56,3 kayba ugradigi géraimustar.

Plazmanin protein yapidaki enzimlere etkisini belilemek amaciyla ise polifenol
oksidaz enzimi kullaniimistir. PFO enzim aktivitesinin tayininde substrat olarak
katesol kullaniimistir. Enzim aktivitesinin 8 sn’lik plazma uygulamasi sonucu
baslangi¢c aktivitesine gére %39,5’a kadar dustigu belirlenmistir.  Ayrica farkh
konsantrasyonlardaki substrat ¢ozeltileriyle yuratulen deneyler sonucunda 8 sn’lik
plazma islemi uygulanmis enzimlerin Vimax degerinin 0,273 mM.dk“dan 0,195
mM.dkVe distigi K, degerinin ise 5,77 mMdan 25,86 mMa yikseldigi
gozlenmisgtir.

Deneyler boyunca degradasyona sicakhigin bir etkisi olup olmadigini belirlemek
amaciyla, askorbik asit ve enzim c¢ozeltilerinin plazma uygulamasi 6ncesi ve
sonrasi sicaklik olgumleri yapilarak plazmanin ¢ozeltilerde neden oldugu sicaklik
degisimi belirlenmistir. Buna gore atmosferik plazma jeti ile yapilan deneylerde
askorbik asit ¢ozeltisinin sicakhginin 31,1°C’yi, DBD plazma sistemi ile yapilan
deneylerde ise sadece He gazi kullanildiginda 25,7°C’yi He-O, gaz karigimi
kullanildiginda 23,5°C’yi gecmedigi belirlenmistir. Ayrica atmosferik plazma jeti ile
plazma uygulamasi sonrasi enzim c¢ozeltililerinin sicakhginin 26°C’yi gegmedigi
go6zlenmisgtir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar dogrultusunda plazma isleminin gidalarda
belirli parametreler araliginda kontrolli sekilde yapilmasi gerektigi gorulmektedir.
Plazma uygulamasi son yillarda soguk sterilizasyon yontemleri arasinda yerini
almaya baslamigtir. Bu konuda 6zellikle gida ve medikal sektorlere yonelik birgok
calisma yapilmig olup halen bu konudaki arastirmalar sirmektedir.

Anahtar Kelimeler: askorbik asit, tokoferol, polifenol oksidaz, kusburnu,
atmosferik plazma, DBD, enzim aktivitesi.



ABSTRACT

EFFECTS OF COLD PLASMA TREATMENT ON VITAMINS AND
POLYPHENOL OXIDASE (PPO) ENZYME ACTIVITY

Dilara BOZKURT
Yuksek Lisans, Gida Muhendisligi Bolumu
Tez Danigmani: Prof. Dr. Mehmet MUTLU

January 2014, 83 pages

Within the scope of this thesis, effects of cold plasma application, expected to be
used for sterilization purposes in food industry, on vitamins and enzyme activity
were investigated. For this purpose two different vitamin solutions, the fat-soluble
vitamin E (a-tocopherol) and the water-soluble vitamin C (L-ascorbic acid)
solutions, and polyphenol oxidase (PPO) enzyme were used. Besides, the effects
of plazma application on rose hip were invesitgated.

During studies, two different plasma systems were used. One of them is
atmospheric plasma jet and the other one is dielectric barrier discharge (DBD)
plasma. Many plasma parameters with the plasma jet system were tested. Air was
used as the working gas. In order to determine the most efficient plasma
parameter, 16-20-25 kHz frequency range; 500-750-1000 L/sa of gas flow rate and
the 2-4-6-8 sec. applicaiton time were tested in the study.

Active plasma species and UV rays generated during plasma, affect the
microorganisms DNA and cell walls, and also effects of the active ingredients
found in foods. The main reason of this is bonds which are found in these
components and have affinity to reactive species. Any changes that may have
occurred in these bonds can effect the chemical structure and also effect the
activity of enzymes.

Analysis of model vitamins used in the thesis, were performed
spectrophotometrically and losses of vitamins were given as percentile. Analyses
showed that the atmospheric plasma jet treatment subjected to the solution of



ascorbic acid caused 83,5 % maximum loss with 25 kHz and 1000 L/sa of gas flow
rate and 8 sec. treatment time. In studies with DBD plasma system, ascorbic acid
loss was found maximum 30,4% when only He gas is used and 28,6% when He-
O, is used. Amount of ascorbic acid from rose hip fruit selected as food model,
was found to have lost up to 56,3% after 8 sec plasma treatment of 25 kHz, 1000
L/sa at a flow rate.

In order to determine the effect of plasma on protein-structured enzymes,
polyphenol oxidase enzymes were used. Catechol was used as substrate for the
determination of enzyme activity. As a result of 8 sec plasma treatment, recent
enzyme activity was found 39,5%. Additionally, as a result of the experiments
which were carried out with different substrate concentrations, Vnyax decreased to
0,195 mM.min™? from 0,273 mM.dk™ and K, value of plasma-applied enzymes
increased to 25,86 mM from 5,77mM.

Throughout the experiments, for determine whether the temperature effects the
degradation or not, the temperature of ascorbic acid and the enzyme solutions
measured before and after the plasma treatment and the change in temperature
caused by plasma treatment was determined. According to this, the maximum
temperature of ascorbic acid solution at the end of atmospheric plasma jet
treatment, the DBD plasma system treatment with He and with He-O, gas mixture
were 31,1 °C, 25,7 °C and 23,5 °C, respectively. Also after the plasma treatment
with atmospheric plasma jet, temperature of the enzyme solution did not exceed
26 °C.

The experimental results of this thesis showed that plasma treatment of food
should be done in the range of certain parameters and in a controlled manner. In
recent years cold plasma treatment has begun to take a place in cold sterilization
methods. In this regard, many studies, especially for the food and medical
industries, has already done and researches on this subject are still in progress.

Keywords: ascorbic acid, tocopherol, polyphenol oxidase, rose hip, atmospheric
plasma, DBD, enzyme activity.
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1. GIiRIS

Onerilen tez kapsaminda, belirli konsantrasyonlarda hazirlanan model
solUsyonlara plazma islemi uygulanip literatirde ¢ok fazla calisiimamigs olan

plazmanin, gida bilesenlerinin 6zellikleri Gzerindeki etkileri incelenmigtir.

Bu amagla, Plazma Destekli Biyoteknoloji ve Biyomuhendislik (PABB) Arastirma
Grubumuz tarafindan kullanilan ve x-y duzleminde hareket edebilen déner yapida
proba sahip atmosferik basing plazma jet sistemi kullaniimistir. Bunun yaninda,
COST (Bilim ve Teknolojide Avrupa Isbirligi) Aksiyonu’ nun MP1101 projesi
(Biomedical Applications of Atmospheric Pressure Plasma Technology)
kapsaminda gerceklestiriien 1 aylk Kisa Sdreli Bilimsel Calisma suresince
Polonya’da Lublin Teknoloji Universitesi’ nde plazma labaratuvarinda tasarlanmis

olan DBD plazma sistemi de ayni amagla kullaniimigtir.

Model solusyonlar olarak bazi vitamin g¢ozeltileri (a-tokoferol ve L-askorbik asit)
kullanilmis olup ayrica polifenol oksidaz (PFO) enziminin aktivitesi de

incelenmigtir.

Ozellikle birgok gidada bulunabilecek olan C ve E vitaminlerinin gesitli etkenlerle
(sterilizasyon, depolama vs.) kimyasal yapilari bozulmakta ve besinsel degerlerini
kaybetmektedirler. PFO enzimi ise gidalarda 6zellikle gida isleme ve depolama
asamasinda esmerlegsme reaksiyonlarina sebebiyet vererek sorun teskil etmekte
ve C vitamini de bu esmerlesme reaksiyonlarini engelleyen antioksidan gorevi

gOrmektedir.

Gida isleme ve muhafaza teknikleri genellikle Grinin depolama suresi boyunca
istenilen mikrobiyal ve enzimatik aktiviteye sahip olmasi hedefleriyle
gerceklestirimektedir. Bu amacla dncelikle mikrobiyal inaktivasyon hedeflenmekle
birlikte depolamanin uzun sure saglanabilmesi amaciyla enzimatik aktivitenin de
minimum seviyelerde tutulmasi amaglanmaktadir. Bununla birlikte uygulanan
islemler kapsaminda Ozellikle insan sagligi agisindan gerekli olan bilesenlerin

besinsel dzelliklerinin de buylk oranda korunmasi hedeflenmektedir.

Gegctigimiz ylzylldan itibaren Ozellikle dunya nufusundaki artis, bu artisi
kargilayacak yeterli ve kaliteli gida Uretiminin gergeklestirilememesi, gida isleme
ve depolama sistemlerinin etkin bir gsekilde kullanilamamasi gibi etkenler



arastirmacilari gida igleme ve depolama sistemlerinin gelistirimesi konusunda

yeni yontemler aramaya dogru yoneltmigtir.

Pek cok gida igin mikroorganizmalarin inaktivasyonunda kullanilan en yaygin
yontem 1s1 uygulamasidir. Yalniz, 1s1 bir taraftan gidanin mikrobiyal yUkdnu
azaltirken diger taraftan esansiyel gida bilesenlerinin degredasyonuna ve buna
bagl olarak renk, tat ve aromada istenmeyen degisimlere yol actigi igin Ureticiler
tarafindan kullanimindan kaginilmaktadir. Bu istenmeyen etkileri en alt dizeye
indirmek i¢in termal olmayan birgok yeni gida muhafaza yontemi gelistirilmistir. Bu
teknolojiler arasinda yuksek hidrostatik basing, yuksek basingli karbondioksit,
mikrodalga, 1sinlama, vurgulu elektrik alan ve yuksek frekans uygulamasi gibi
yontemler son on yil igerisinde birgok gida Garunin mikrobiyal yUkunun
azaltilmasinda kullanilan metotlar arasinda yer almaktadir. Ayrica son zamanlarda
zararli kontaminantlarin inaktivasyonuna veya dekontaminasyonuna yoOnelik

metotlar arasinda plazma uygulamalarina buyuk énem verilmektedir [1,6].

Bakteriler, sporlar, kifler, mayalar, virtsler ve hatta prion proteinlerinin plazma ile
sterilizasyonunun gergeklestirilebildigi literatirde yaygin olarak yer almaktadir.
Plazmanin gida guvenliginde kullanimi olduk¢a yeni bir kavramdir. Critzer ve ark.
[7] elma, kavun ve marul 6rneklerinde; Montegro ve ark. [8] elma sularinda; Deng
ve ark. [9] badem érneklerinde atmosferik basingli hava plazmasi ve Song ve ark.
[10] peynir ve jambon 6rneklerinde atmosferik basingli helyum plazmasi kullanarak

bakteri inaktivasyonunu saglamiglardir.

Selguk ve ark. [11] hububat ve baklagil tanelerinde bulunan kufler Gzerine dusuk
basingli SFg plazma uygulamasinin inhibisyon etkisini incelemislerdir. Diger bir
calismalarinda ise SF¢ ve hava plazmasi kullanarak dusik basingli sistemlerde
findik ylzeylerine inokule edilmis Aspergillus parasiticus turt kuflerin dekontamine
edildigini ve bunun yani sira plazmanin aflatoksin miktarinda da azalma

sagladigini ortaya koymuslardir [12].

Plazma Destekli Biyoteknoloji ve Biyomihendislik (PABB) Arastirma Grubumuz
tarafindan yapilan g¢aligmalarda, dusik basingl plazma sistemi kullanilarak gida
endustrisinde kullanilan paslanmaz c¢elik ve polietilen yuzeylerine kontrolli bir
sekilde inokule edilmis E. coli bakterisinin, yizeyden dekontaminasyonu hava, No,

O, ve su buhari plazmasi kullanilarak saglanmigtir. Calisma sonucunda yaklagik 7



logaritmalik bir indirgenme elde edilmigtir [1,2]. Bu g¢alismalarda dusuk basing,
dusuk sicakhk plazma uygulamasinin bakteri hicre duvarlar Gzerinde pargalayici
etkisi kanittanmigtir. Bu c¢alismalardan yola c¢ikarak, doner tamburlu sistem
kullanilarak findik ve kirmizi pul biber érneklerinde dekontaminasyon calismalari
yapilmigtir [3-5]. Dogal ortamda kontamine olmus kirmizi pul biber ve findik
orneklerine hava plazmasi uygulanmis ve toplam kuf miktarinda sirasiyla 6 ile 4

logaritmalik bir azalma saglanmistir [4,5].

Tez sonucunda elde edilen veriler 1s1ginda biri yagda digeri suda ¢ozunen, birgok
gidada ortak olarak bulunabilen 2 farkli vitaminin ve gidalarda enzimatik
esmerlesme reaksiyonlarinin birincil baslaticisi olan PFO enzimlerinin plazma
uygulamasi sonrasi miktar ve aktivitelerindeki degisim belirlenmistir. Buradan elde
edilen sonuglar ozellikle 1sil isleme ¢ok duyarli olan vitaminlerin yuzdesel kaybini
belirlemekte, dolayisiyla plazma uygulamasinin bu alanda kullanilabilirligi
konusunda 6nemli bir calisma niteligindedir. Jijie ve ark. [13] plazma uygulanmis
pepsin orneklerinin Bovine Serum Albumin Gzerindeki etkilerini inceleyerek
enzimatik aktivitedeki degisimin enzim substrat iligkisi Uzerine etkilerini
arastirmiglardir. Tez kapsaminda yine PFO enzimlerinin bir substrati olan katesol
kullanilarak bu etki arastirilacaktir. PFO enzimlerinde meydana gelen degisimlerin
Ozellikle gida depolama ve muhafaza islemleri agisindan blylik énem arz edecegi

dusunulmektedir.

Plazma-gida etkilesimlerini incelemek amaciyla son zamanlarda gerceklestirilen
calismalar hep makro duzeyde kalmis olup sadece gidalarin organoleptik
Ozellikleri Uzerinde incelemelerde bulunulmustur. Yapilan bazi c¢aligmalarda
Ozellikle Grzegorzewski ve ark. yaptigi calismalarda bazi biyoaktif bilesenlerin

plazma uygulamasiyla degisimine bakiimistir [14,15].

Bu calismanin temel amaci; dekontaminasyon amaciyla litaratiurde siklikla
kullanilan hava plazmasinin gidalarda bulunan biyoaktif bilesenler Uzerinde

etkilerinin belirlenmesidir.

Gergeklestirilen deneyler sonucunda tokoferolliin plazma uygulamasiyla tamamen
yapisini yitirdigi ve baska bir forma donustigu gortlmektedir. Askorbik asidin ise
tokoferole gore plazmaya daha dayanikli oldugu gorulmektedir. Askorbik asit

cOzeltilerinde kaybin en fazla 25 kHz'de, 1000 L/sa gaz akis hizinda, 8 sn’lik



plazma uygulamasi sonucunda %83,5 oraninda oldugu belirlenmistir.
Gergeklestirilen deneyler solusyonlar halinde oldugu igin model bir gidada
herhangi bir vitamin bileseninin plazma islemi sonrasi davranislarinin tespit
edilmesi amaciyla askorbik asit miktarinca yuksek olan kusburnu meyvesi
kullaniimistir. Burada da gercgeklestirilen deneyler sonucunda maksimum 25 kHZ’
de, 1000L/sa akig hizinda 8 sn’lik plazma uygulamasi sonucu en fazla %56,3 ‘luk
bir kayip gozlenmigtir. Model gidadaki askorbik asidin indirgenme orani, direkt
¢Ozeltide gbzlenen indirgenme oranindan daha dusuk bulunmustur. Bunun baslica
sebepleri aktif plazma turlerinin direkt olarak meyve yapisindaki askorbik asitle
muamele edilememis olmasi ve gidada bulunan diger bilesenlerin aktif plazma

tarlerinin etkilerini azaltmis olmasindan kaynaklanmaktadir.

PFO enzim aktivitesi de plazma uygulamasi sonucu baslangi¢c aktivitesinin en
fazla %39,5’'una dusmus olup bu konuda enzim kinetigindeki degisimlerin daha
detayll olarak izlenebilmesi amaciyla Lineweaver-Burk egrisi kullaniimigtir. Farkli
konsantrasyonlardaki substrat ¢ézeltileriyle ylratilen deneyler sonucunda 8 sn’lik
plazma islemi uygulanmis enzimlerin Vmax degerinin 0,273 mM.dk-1'dan 0,195
mM.dk-1'e dustugu Km degerinin ise 5,77 mM’dan 25,86 mMa yukseldigi

go6zlenmisgtir.

Polonya’ da tasarlanmis olan dielektrik bariyer bosalim (DBD) plazmasi ile sadece
askorbik asit analizleri gergeklestiriimistir. He gazi tek bagina kullanildiginda

%30,4; He-O, gaz karigimi kullanildiginda ise %28,6’lik bir kayip gozlenmisgtir.

Hem Turkiye hem Polonya bazinda gergeklestiriimis olan deneylerde deneyler
sirasinda surekli bir sicaklik dlgimu yapilmistir. Cozeltilerin sicakliklari atmosferik
plazma jeti ile yapilan deneylerde 31,1°C’den, DBD plazma sistemi ile yapilan
deneylerde ise sadece He gazi kullanildiginda 25,7°C’'den He-O, gaz karigimi
kullanildiginda 23,5°C’den daha dusuk olarak tespit edilmistir. Ayrica atmosferik
plazma jeti ile plazma uygulamasi sonrasi enzim ¢ozeltilerinin sicakhginin 26°C'yi

gecmedigi gozlenmistir.

Plazma-gida etkilesimlerinin molekuler duzeyde tespiti gida yuzeylerine plazma
uygulamasi yapilirken incelenmesi gereken birincil konulardan biri olmasina
ragmen bu konuda yapilan galigmalarin yetersizligi, plazma uygulamasinin gida

sanayisinde aktif bir sekilde wuygulanabilir mi dusuncesine bir cevap



bulunamamasina neden olmaktadir. Gergeklestirilen tez ile birlikte aktif plazma
turlerinin biyoaktif gida bilesenleri Uzerine etkileri arastiriimis olup, konu ile ilgili

ileriye yonelik daha detayli ¢alismalar gergeklestiriimesi gerekmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sterilizasyon

Sterilizasyon ortamdan veya yuzeyden canli mikroorganizmalarin uzaklastiriimasi
veya oldurulmesi iglemidir. Sicakliga duyarli materyallerin, 6zellikle polimer bazli
olanlarin kullanimlarinin artmasi nedeniyle gaz plazma sterilizasyonu dusuk
sicaklik araliklarinda etkin olabildigi icin bu konuda kullanilabilirlik agisindan ilgi
cekmektedir [16].

STERILIZASYON
YONTEMLERI
[ | | | [ | | | | |
Istile Kimyasallar ile irradyasyonla . - .
| Sterilizasyon | | Sterilizasyon | | Sterilizasyon Filtrasyon Digerleri
—| Kuru Isi | —| Etilen Oksit | iyonlastirici |
Doygun Su Hidrojen iyonlastirici
Buhari Peroksit Olmayan (UV)
Klor Dioksit

Sekil 1 Sterilizasyon yontemleri

Mikroorganizmalarin  inaktivasyonunda kullanilan en yaygin yontem isi
uygulamasidir. Bunun yani sira kimyasal, irradyasyon veya filtrasyon gibi
yontemler de sterilizasyon amagli kullaniimaktadir. Fakat bu yontemlerin sterilize
edilece materyalin yapisinda degigkliklere neden olma, materyalin yapisindaki
maddelerle etkilesime girme, kalinti birakma, pahali ekipman gibi dezavantajlar

vardir.

Gidalarin sterilizasyonunda ise genellikle isil yontemler kullaniimaktadir. Yalniz, isi

bir taraftan gidanin mikrobiyal yukinU azaltirken diger taraftan esansiyel gida



bilesenlerinin degredasyonuna ve buna bagl olarak renk, tat ve aromada
istenmeyen degisimlere yol actigi icin dreticiler tarafindan kullanimindan
kaciniimaktadir. Bu istenmeyen etkileri en alt dizeye indirmek igin termal olmayan
birgcok yeni gida muhafaza yontemi gelistirilmistir. Bu teknolojiler arasinda ylksek
hidrostatik basing, yuksek basingl karbondioksit, vurgulu elektrik alan ve yluksek
frekans uygulamasi gibi yontemler son on vyil igerisinde birgok gida urunun
mikrobiyal yUkunun azaltilmasinda kullanilan metotlar arasinda yer almaktadir.
Ayrica son zamanlarda zararli kontaminantlarin inaktivasyonuna veya
dekontaminasyonuna yonelik metotlar arasinda plazma uygulamalarina buyuk

onem verilmektedir [1,6].

Bu yeni nontermal teknolojiler, gida maddesinin renk, lezzet, tekstir ve besin
degeri Uzerine yuksek sicaklgin yarattigi olumsuz etkilere yol agmadan, oda
sicakliklari ve oda sicakliklarina yakin sicakliklarda mikroorganizmalari inaktive

etme ozelligine sahiptirler [17].

Bu yeni teknolojilerden biri olan yliksek hidrostatik basing uygulamasi yeni bir
yontemdir ve Ozellikle 1siya duyarli olan gidalarin korunmasi amaciyla
kullaniimaktadir. Yuksek hidrostatik basin¢g (YHB) uygulamasi, gidalarin 100-600
MPa araliginda yuksek basinca tabi tutuldugu yeni bir gida isleme ve muhafaza
metodudur. YHB uygulamalari, gida maddeleri Uretim proseslerinde
mikroorganizma inaktivasyonu igin sicaklik uygulamalarina alternatif olarak
kullanilan ve gidalarda soguk pastorizasyon yontemi olarak son vyillarda ilgi
uyandiran bir yontem olarak blyuk 6énem tasimaktadir [18]. Gida sanayisi baz
alindiginda yigin haldeki sistemlere uygulandiginda sadece pompalanabilen
gidalara uygulanir. Uygulamadan sonra kontaminasyon riski yuksektir. Bu nedenle
aseptik bosaltma sistemine gereksinim vardir. Gida ile temas eden tim birimlerin
aseptik tasarlanmasi gerekir. Yuksek basin¢g uygulamasi gidalarin kalitesini
gelistirmekle beraber, yuksek maliyeti nedeniyle gida endulstrisinde kullanimini
kisithdir [19-22].

Ultrafiltrasyon yontemi ise daha ¢ok sit ve meyve sularinda teknolojik amaglarla
uygulanan bir yontemdir. Membran filtrasyon teknikleri islem sirasinda bakterilerin
ayrilmasini ve urinin konsantre edilmesini saglar. Ultra ultrafiltrasyon ile 0,01um
por capina sahip membran bakteri, viris ve diger mikroorganizmalardan icin tam

bir bariyer gorevi gorur [23].



Geleneksel 1sil islem yerine sivi gidalarin pastorizasyonunda kullanilabilecek en
umut verici teknoloji olarak vurgulu elektrik alan (VEA) yontemi gorulmektedir.
Vurgulu elektrik alan uygulamalari ABD’'de Gida ve ilag idaresi tarafindan (FDA)
tarafindan 1996 yilinda sivi yumurta pastoérizasyonu islemi igin onaylanmis olup
Avrupa’da ise halen onay beklemektedir. Avrupa Birliginde (Novel Foods
Regulation (EC) No 258/97 kapsaminda) VEA uygulanmig urunlerin daha detayli
olarak arastiriimasi gereklidir [24]. VEA uygulamasi, bir seri elektrot arasina
yerlegtirilen Urlne ps-ms arasinda degisen surelerde elektrik vurgular
uygulanmasi prensibine dayanir (etki siddeti 2-80 kV/cm). VEA daha ¢ok sivi
gidalarda basarili olmaktadir. VEA uygulamasi tek basina kullanilabildigi gibi
degisik koruma teknikleriyle birlikte de kullanilabilmektedir [25,26]. Liang ve ark.
[27], elma suyu 6rneklerinin karanfil yadi (3-5 ml/100 ml) varliginda islendiginde
mikroorganizma sayisinda sadece VEA uygulamasina kiyasla daha fazla azalma
saptamiglardir (ilave 2 log ¢evrim) Yine ayni g¢alismada, uygulanan isi ve VEA
uygulamasinin polifenoloksidaz enzim aktivitesinde azalmalara neden oldugu

ancak C vitamini degerlerinde énemli bir degisiklige neden olmadidi belirlenmistir.

Yuksek ses dalgalan (Ultrasound) 20.000 Hz veya daha fazla ses dalgasinin
titresimi ile olusan enerji turl olarak tanimlanmaktadir. Ses dalgalar gida
sanayinde, okisidasyonun hizlandirilmasinda, enzim aktivitesinin inhibisyonunda,
emulsiyon, ekstraksiyon, kristalizasyon, filtrasyon ve “degassing” islemlerinin
gerceklestirimesinde kullaniimaktadir. Yuksek ses dalgalarinin mikroorganizmalar
uzerindeki oOlduricu etkileri konusunda hicre membranlarinin incelmesi ve
gecirgenliginin bozulmasi, lokal 1sinma ve serbest radikallerin olusumu gibi

mekanizmalarin olabilecegi belirtilmistir [28].

Plazma sterilizasyonu tekniginin mekanizmasi ve etkinliginin anlasiimasi igin
oncelikle plazmanin olusumu ve plazmanin ihtiva ettigi bilesenlerin etkilerini detayl
olarak kavramak gerekmektedir. Plazma sterilizasyonu teknigi bolum 2.4’ te detayl

olarak anlatilmistir.



2.2. Plazma Sterilizasyon Teknigi
2.2.1. Plazmanin Yapisi

Plazma; atom ve molekullerin elektriksel yapisini yeniden duzenlemek ve
uyariimig turler ve iyonlar Uretmek igin bir gaza enerji uygulanmasi ile olugturulur.
Normalde gaz fazinda her bir atomda esit pozitif ve negatif yuk bulunur. Madde
gaz halinde iken maddeye verilen enerji, maddeyi olusturan atomlar veya
molekdller arasindaki nisbi boglugu artirir, maddedeki elektronlarin serbest
kalmasini saglar. Bu olaya iyonizasyon adi verilir. Yeterince enerji verilmis gaz
icerisinde iyonlagsma defalarca tekrarlanir ve serbest elektron ve iyon bulutlar
olusmaya basglar. Sonugta pozitif yuklu parcaciklar yani elektronlarini kaybetmis
atomlar (iyonlar), negatif yuklt parcaciklar (elektron) ve yuksiz pargaciklar olusur.
Olusan bu karisima plazma adi verilir [29]. Ayni zamanda plazmada kulanilan

gaza bagli olarak serbest radikaller ve reaktif tarler olusur.

yukli pargaciklar: (-] o UV radyasyonu
elektronlar, iyonlar ®

/A e ’
reaktif tlrler =

radikaller & gorinur igik

Isi radyasyonu
ylksek frekans, mikrodalga

Sekil 2 Plazmanin yapisi

2.2.2. Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya molekuller
serbest radikal olarak tanimlanirlar. Serbest radikaller pozitif yukli (katyon),

negatif yukli (anyon) veya elektriksel olarak nétral olabilirler.

OZON: Oksijen dogada iki oksijen atomundan meydana gelen bir molekul olarak

bulunur. ki atomun bir oksijen molekiilli, cok &zel sartlar altinda olusan bir



oksidasyon sureci sonucunda, Uguncu bir oksijen atomunu alarak, u¢ atomlu bir
ozon molekuld (O3) olusturur. Bu Ugluncu oksijen atomu, ¢ok zayif bir bag ile
baglandigindan her firsatta molekllden ayriimaya meyillidir. Molekllden
ayrildigindan tek basina kalan oksijen atomu, son derece aktiftir ve ortamda
bulundugu her maddeyi oksitler. Havada ugusan mikroorganizmalara yapisarak
hidcre duvarlarinin pargalanmasina ve bdylece 6lmelerine neden olur. Ozon
¢bzunduginde reaktif oksijen tdrlerinin olusumuna neden olmaktadir. Ozon,
proteinler, doymamis yaglar ve hiucre membranlarindaki solunum enzimleri, hucre
zarlarindaki peptidoglikanlar, sitoplazmadaki enzimler ve nukleik asitler ile spor

ceketleri ve virus kapsidlerindeki peptidoglikani da igeren bir¢cok yapiya zarar verir.

MOLEKULER OKSIJEN: Molekiller oksijen (O,), paralel spin durumlu iki
ortaklanmamis (eslesmemis) elektrona sahiptir. Serbest radikal tanimina goére
molekuler oksijen, bir biradikal (diradikal) olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen,
radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girer. Molekuler oksijen, biradikal dogasinin bir
sonucu olarak yiksek derecede reaktif oksijen tirleri (ROT) olusturma

egilimindedir.

2.2.2.1. Reaktif Oksijen Turleri

Reaktif oksijen turleri (ROT), normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan sliperoksit radikali (O, ™), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH’

)' dir. Reaktif oksijenturlerinin sematik gosterimi Sekil 3’ te detayl olarak verilmistir.

- - .. P - '] - !E - L L] L 1] . -
0320 s0 22 0 $0 ;M HULES too0: 0303
- (1] . .. - - -e - - (1] -

an - . . . ][

Molekuler Shperoksit  Hidroksil Hidroksil o ) ]
eksijen anyenu radikali iyonu H|dr0]e_n Hipoklerit
05 05" [+OH] (0H-) peroksit iyonu

H203 (ocI)

Sekil 3 Reaktif oksijen tirlerinin sematik gosterimi

Reaktif oksijen turleri, gesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baslatabilirler ve hlicrede karbon merkezli organik radikaller (R"),

10



peroksit radikalleri (ROQ"), alkoksi radikalleri (RO"), tiyol radikalleri (RS"), silfenil
radikalleri (RSO, tiyol peroksit radikalleri (RSO;’) gibi gesitli serbest radikallerin

olusumuna neden olurlar.

Siiperoksit radikali (O,") hemen tim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O5)
bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. indirgenmis gegis metallerinin
otooksidasyonu superoksit radikali meydana getirebilir. Superoksit radikalleri
hiucrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya da oksidazlar gibi bazi
enzimlerin aktivitesi sonucu olusurlar. Superoksit radikali direk olarak toksik olabilir
fakat lipidler Ustine direk olarak etki edemezler. Bu radikal anyonun asil dnemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi

olmasidir [30]. Superoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir.

Hidrojen peroksit (H20,), stperoksidin ¢evresindeki molekullerden bir elektron
almasi veya molekuler oksijenin gevresindeki molekullerden iki elektron almasi
sonucu olugsan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir.
Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil Uretimi, slperoksidin (02")
dismutasyonu ile olur. iki slperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu
reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekuler oksijeni olustururlar.
Bu reaksiyon, radikal olmayan Urlnler meydana geldiginden dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gergeklesir ya da stperoksit dismutaz (SOD)

enzimi tarafindan katalizlenir.

Superoksit radikalinin lipid igcerisindeki ¢ozunurlugu sinirli oldugu halde hidrojen
peroksit lipid icerisinde ¢6zinebilmektedir. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin

olustugu yerden uzakta olan fakat Fe*?iceren membranlarda hasar olusturabilir.

Hidroksil radikali (OH’), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun ylksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olugur. Hidroksil radikali son derece reaktif
bir oksidan radikaldir, yarilanma omru c¢ok kisadir. Hidroksil radikali olasilikla
reaktif oksijen turlerinin (ROT) en guglusudur. Olustugu yerde yeni radikallerin
olugsmasina ve sonugta blyuk hasara neden olur. Hidroksil radikalleri hucre
uzerindeki etkilerini 6zellikle yag asidi zincirindeki karbon atomlarina bagl hidrojen

atomlarinin birinin ayrilmasina veya cift baglarin ayrilmasina neden olmaktadir.
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Sekil 4 Hidroksil radikalinin H atomu ayrilmasi ve ¢ift bag kopmasi etkilerinin sematik
gOsterimi

Sekil 4’ ten de gorulecegi gibi hidroksil radikali yapidaki H ile birleserek su aciga
¢lkmasina neden olabilir ya da yapida bulunan cift baglarin ayrilip radikal

bilesiklerin olugsmasina neden olabilir. Bu olay ozellikle ¢oklu doymamis yapilarda

daha fazla meydana gelmektedir.

sS0D Katalaz
l Cu (I Fe ()

02 * > ‘ 02. i > H202 > H20 + 02
NADH/MNADPH oksidaz

Lipoksigena: NO Fenton

Ksantin oksidaz reaksiyonu
Mitokondriyal oksidaz
P-450 monooksigenaz

IONOO-| [*OH|

Sekil 5 Reaktif oksijen turlerinin kaynaklarinin sematik olarak gdsterimi

2.2.2.2. Reaktif Azot Turleri

Superoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO°) ile
birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tlrl olan peroksinitrit (ONOO™) meydana gelir.
Peroksinitrit, nitrit (NO2) ve nitrat (NOsz ) olusturmak Uzere metabolize edilir.
Peroksinitrit, azot dioksit (NO,"), hidroksil radikali (OH"), nitronyum iyonu (NO,")
gibi toksik Uriinlere donisebilir ki nitrik oksitin (NO") zararh etkilerinden peroksinitrit

sorumludur. Peroksinitritin proteinlere dogrudan zararli etkileri vardir.
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Bir diger reaktif azot turi olan nitrik oksit ise oksitleme fonksiyonu zayif
oldugundan ¢ok reaktif bir tir degildir. Stperoksit radikali ile reaksiyon vermesi ile
acgiga cikan peroksinitrit (ONOQ") oldukga reaktiftir ve oksidasyona ve nitrasyona
aracilik eder[31].

Nitrik oksitin sUperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarismaya girmesi ve
superoksit (O, ") radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit (ONOO") olusur.

Baoylece nitrik oksitin fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya cikar.

2.2.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekullerdir.
Kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon urunleri olustururlar (Sekil 6). Poliansattire yag
asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu
kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukga zararlidir.
Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid peroksit radikallerinin
(LOO’) olusmasi, reaktif oksijen tlrlerinin (ROT) neden oldugu hasarin énemli bir
Ozelligi olarak kabul edilir (Sekil 7). Serbest radikallerin sebep oldugu lipid

peroksidasyonuna "enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu" denir.

Hucre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri
poliansature yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki
konjuge cift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlarinin c¢ikariimasi ve

bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar.

lH> L ==V

L

Sekil 6 Lipid radikalinin sematik gésterimi

Lipid radikali (L¢) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin (L¢) molekller oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit
radikalleri (LOQe¢) olusur. Lipid peroksit radikalleri (LOO¢), membran yapisindaki
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diger poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol
acarken kendileri de agiga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlerine

(LOOH) donusurler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder.

L+0: === LOO — VT

LOO+|H =—== LOOH+L c—
".\,v_. =, o "H.v.-.

Lipid peroksit
LoioH

Sekil 7 Lipid peroksit radikali ve lipid peroksitin sematik gdsterimi

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitleri (LOOH), lokal olarak hidrojen
peroksitten (H,O) fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikali (OH") olusmasi

zincir reaksiyonunu baslatabilir.

Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢cogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Bu bilesikler ya hiicre dizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki

alanlarindan diffuze olup hdcrenin diger bolumlerine hasari yayarlar.

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu g¢ok zararh bir zincir reaksiyonudur. Direkt
olarak membran yapisina ve Urettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve birgok hastalia neden olur
[32].

Proteinler ise serbest radikallere karsi poliansatlire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino
asit kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve kukurt iceren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle sulfir radikalleri ve

karbon merkezli organik radikaller olusur.

Protein molekulleri temel olarak duz aminoasit zincirlerinden olugmaktadirlar ve
atomik veya  metastabil  oksijen  tdrlerinden  (sUperoksit)  kolayca

etkilenebilmektedirler.
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2.2.4. Plazma Sterilizasyonuna Etki Eden Parametreler
o Plazma frekansi

Direkt akim (DC) ve alternatif akim dusik frekans (LF, 40 kHz), radyo frekansi
(RF, 13.56 MHz) veya mikrodalga (MW, 2.45 GHz) kullanilabilen yuk bosalim
sistemleridir [33]. MW plazmasinin RF plazmaya kiyasla ustunlukleri saptanmigtir.
Bu durumun, Lerouge ve ark.'in [34] yaptigi ¢alismada da anlatildigi gibi, MW
plazmasi ile daha etkin bir asindirma (etching) yapilabilmesinden kaynaklandigi
dusundlmektedir. MW plazmasi yapisinda reaktif, atomik, iyonik ve uyariimis
molekuler plazmasi olusumundan sorumlu olan yuksek enerijili elektron sayisinin
oldukca fazladir. Buna karsin RF plazmasi, yapisindaki yuksek enerijili elektron
sayisi ¢ok daha azdir. Bu durum, MW plazmasi ile kiyaslandiginda, RF plazma
sisteminde uygulanan oksijen plazmasi sirasinda ortamda daha az O atomu

bulunmasi durumunu agiklamaktadir.
o Gazin kimyasal yapisi

Literaturde sik sik belirtildigi gibi kullanilan gaz kompozisyonu plazma etkinligi
acisindan 6nemli bir faktordir. Ornegin oksijen bazli plazmalar argon bazli
plazmalardan daha etkilidir [35]. Oksijen plazmaya azot gazi ilavesi O verimliligine
katkida bulunmakta ve UV emisyonunun yogunlugunu arttirmakta dolayisiyla

sterilizasyon etkinligini de arttirmaktadir [36].
o Gaz akis hizi

Gaz akis hizi F (cm*/dk) da énemli parametrelerden birisidir. Clinkii gaz akis hizi
kuvvetli bir sekilde olusan reaktif turleri etkilemektedir. Literatirde yapilan
calismalara bakilacak olunursa F iki katina g¢ikartmak 5 dakika sterilizasyon

parametresinde o6ldurllen sporlarin 3 kat daha arttigini géstermektedir [37].
o Basing

Basin¢ plazma ortaminin yapisini dolayisiyla polimerizasyon hizi ve ylzeyde
biriken polimer yapisini etkileyen dnemli bir parametredir. Sistem basinci direkt
olarak allkonma suresini ve ortalama elektron enerjisini etkiler. Yuksek basing
birikim hizinin homojenligini olumsuz yonde etkiledigi igin plazma suregleri
genellikle dusuk basingta (10-100 Pa) gergeklestirimektedir [38]. Son vyillarda

atmosferik plazma teknolojisi dusuk maliyeti ve surekli sistemlerde kullanim
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olanagi nedeniyle tercih edilmektedir [39,40]. Ancak atmosferik plazmada partikul
yogunlugu ve gaz sicakhgi vakum plazmaya kiyasla daha fazladir. Benzer sekilde
molekullerin ¢arpisma hizi daha ylUksektir. Buna karsin, atmosferik plazmada
elektron yogunlugu, iyonizasyon derecesi ve elektron sicaklgl vakum plazmaya

kiyasla daha dusuktir.
o Plazma gucu

P’ nin arttirlmasi elektron yogunlugunu (ne) arttirmakta bununla birlikte plazmadaki
aktif tdrlerin konsantrasyonunu (N) arttirmaktadir. Bu nedenle Boucher ve
Khomisch  basinci  arttirdiklarinda  sporlarin  inaktivasyonunun  arttigini
gOzlemlemiglerdir [41,42]. Sterilize olacak materyal ve gazin fazla isinmasi,
plazma etkinligi ve materyalin yapisinda degisiklige neden olacagi igin P’ nin

ayarlanmasi gerekmektedir.
o Geometrik faktorler:

Reaktor dizayni plazmadaki aktif tarlerin konsantrasyonunu bagl basina etkileyen
parametrelerin 6niinde gelmektedir. Ornegin, sterilize edilecek drnekler plazma ile
direk muamele edilebilecegi gibi; isiltili bogalim plazma sistemi ile de akigh bir
sistemde steril edilebilir. Bununla birlikte sistemin geometrisine bagll olarak
bosalimdan yayilan fotonlarin bir kismi hatta bazen tamami sterilizasyon unitesine

ulasamamaktadir [37].
o Substrat sicakhgi (Ts):

Hury ve ark. T¢’ nin plazma sterilizasyonunun etkinligini etkiledigini bildirmislerdir
fakat Ts etkisiyle sterilizasyon etkinligi duzenli bir artis gostermemektedir [43]. (+60
°C>-15°C > +15°C) +15 °C ve +60 °C arasindaki Ts’ nin artisiyla sterilizasyonun

etkinliginin artmasi arasindaki iligki klasik Arrhenius yasasi ile agiklanabilmektedir.
o Paketleme:

Paketleme materyalinden gecen aktif materyal sayisi plazma ile sterilizasyon
isleminin gerceklestiriimesi igin yeterli degildir. Plazma sistemi kullanilarak
sterilizasyon islemi gergeklestiriimek istendiginde uygulanacak en uygun islem
plazmayi paket materyalinin iginde olusturmaktir, fakat bu islem de beraberinde
yeni iglemlerin uygulanmasini gerektirmektedir. En uygun iglem kapanabilir bir

paketleme materyalinin igcinde materyalin sterilize edilip sonra steril bir ortamda
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paketin kapatilmasi islemidir. Bu islem de hastane ortaminda kullanim igin pratik
degildir.
o Steril edilecek materyalin yapi ve kalitesi:

Steril edilecek materyalin yapi ve Kkalitesinin mikroorganizmanin D-degerinin
uzerinde etkisi oldugu belirtiimektedir [44]. Bu durum tam olarak agiklanamamakla

birlikte dort farkli mekanizmadan bahsedilmektedir:

» Substrat materyaline uygulanan dielektrik 1sitma islemi

» Mikroorganizmalarin farkl substratlara farkh dizeyde baglanmasi

» Mikroorganizmalarin yuzeylerden agindiriimasi sirasinda polimer yuzeyleri de
bu iglem sirasinda zarar gorur ve yeni aktif tlrlerin olusmasina neden
olabilirler. Burada olusan yeni aktif tlrler mikroorganizmalarin yok olmasini
hizlandirabilir veya engelleyebilir.

= Substrat katalitik bir etkiye neden olabilir (metal, seramik).
o Mikrooorganizmalarin turleri ve substrat ylzeylerini tutuglari:

Mikroorganizma turu plazma sterilizasyonunda en onemli bilesenlerin basinda
gelmektedir. Bunun nedeni farkli tirde mikroorganizmalar plazma sterilizasyonuna

farkh sekilde direng gdstermektedir [45,46].

2.2.5. Plazmadaki inaktivasyon Ajanlari
2.2.5.1. UV Etkisi

UV bakterilerin DNA’ sinda timin-timin dimerlerinin olusmasini tetikler. Bu da
hidcrenin replikasyon yetenegini engeller. Isil olmayan plazmalar farkli
dalgaboylarindaki UV kaynaklaridir. [47] Fakat UV nin antiseptik etkisi sadece
dalga boyu 220-280 nm arasinda ise ve dozu yeteri kadar yuksekse gorulmektedir.
Bu nedenle eger UV bu sartlar desteklemiyorsa UV radyasyonunun onemli bir

etkisi olmamaktadir [48].
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2.2.5.2. Reaktif Turlerin Etkisi

Yuksek basingta, denge halinde olmayan bosalimda, elektron yakalama uyarimi
ve kopmasiyla olusturulan reaktif tlrlerin plazmanin antiseptik 6zellikleri Gzerinde

oldukga 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.

Kuzmichev ve ark.in [49] calismasinda ise bakteri dlduricu etkinin en en iyi nemli
oksijen ve havada basarildigini belirtmistir. Nem varliginda hidroksil radikali
bakteri hucrelerinin dis yapilarina kimyasal olarak etki ederek onemli bir rol
oynamaktadir. Ve ayrica O, nin hava plazmasindaki veya bosalimlardaki varligi
ozon (O3) olusumu ile sonuglanmaktadir ki ozonun huicresel solunumu

engelleyerek bakteri dlduricu etkisinin varligi bilinmektedir.

2.2.5.3. Yukliu Pargaciklarin Etkisi

Yuksek basingta ve duslUk enerjide bakteriyel hucrelerin yukli pargaciklarla
bombardiman edilmesi mikroorganizmalarin  yilkiminda 6nemli bir rol
oynamamaktadir. Buna ragmen Mendis ve ark. [50] bakteriyel hlcrelerin dig
zarlarinin kopmasinda yuklu pargaciklarin etkisinin olabilecegini 6ngormustar.
Yaptiklari ¢alismada bu durumun daha ¢ok duzensiz bir ylzeye sahip olan gram
negatif bakterilerde gorilduguni belirtmistir. Bu durum dis zari olmayan fakat
daha kalin murein tabakasi olan dolayisiyla daha saglam bir yapisi olan gram

pozitif bakterilerde gecerli degildir.

2.2.6. Plazma Sterilizasyonunun Etki Mekanizmasi

Plazma sterilizasyonunun etki mekanizmasi U¢ temel asamadan meydana

gelmektedir.

= UV i1simasi etkisiyle mikroorganizmanin genetik materyalinde hasar olusmasi.
DNA iplikleri Gzerinde yeterli miktarda hasar olusmasini gerektiren istatistiksel
bir stregtir.

* [sima etkisiyle mikroorganizmalarda atomik duzeyde ara yuzeylerde
kopmalarin artmasi sonucu mikroorganizmanin yuzeyden asindiriimasi.

* Ylzeyden kopma “etching” etkisi sonucu mikroorganizmanin atomik dizeyde

erozyonu[51].
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Bu belirtilen etkiler UV nin ¢ok etkili olmadigi yuksek basingta galisan plazma
sistemleri igin gecerli degildir. Montie ve ark. [52] yuksek basing plazmalari i¢in Gg

inaktivasyon mekanizmasindan bahsetmektedir.

» Yag peroksidasyonu: Doymamig yag asitlerinin hidroksil radikalleri ile etkilesimi
sonucu gergeklesen yag peroksidasyonu.

= Protein oksidasyonu: Aminoasitlerin oksidasyona karsi duyarlihdl sonucu
olugsan oksidasyon.

= DNA oksidasyonu: Oksijen radikalleri ile gerceklesen tepkimeler ile baz

eklentilerinin olusumu sonucu gergeklesen DNA oksidasyonu.

Bu belirtilen mekanizmalar gaz karigiminda oksijenin ve nemin varhgdi s6z konusu

oldugunda gecerlidir.

Montie ve ark. [52] calismasinda gram negatif bakterinin zarinin hizlica
parcalanmasinin nedeninin hiucre zarindaki yaglarin peroksidasyona ugramasi

oldugunu belirtmigtir [48].

2.2.7. Teknigin Avantaj ve Kisitlamalari

Plazma sterilizasyonun birgok avantaj ve kisitlamalari asagida kisaca
belirtiimektedir.

» Plazma sterilizasyonu ile kisa surede mikroorganizma inaktivasyonu
saglanabilmektedir.

= Calisilan sicaklik dusuk oldugundan o6zellikle sicakliga duyarli materyallerin
sterilizasyonunda kullanilabilmektedir.

= Tehlikeli veya toksik bir ajan kullaniimamaktadir ve sterilizasyon suresince
tehlikeli veya toksik bir triin olusmamaktadir. Olusan yan UrlUnler genelde
sudur.

= Sterilizasyon sonrasi ek bir igslem (havalandirma) gerekmemektedir.

= Paketleme materyalleri Uzerinde herhangi bir degdisiklige neden olmamaktadir.

» Reaktif turler elektrik alan kapatildiginda milisaniyeler igcinde yok oldugu igin
personel igin tehlike teskil etmemektedir [51]

» Plazma sterilizasyon Uniteleri genelde kuguk kapasiteli olduklari igin genis
kullanim alani gerektiren materyallerin sterilizasyonunda kullanimlarinda

kisittamalar meydana gelmektedir.
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= Vakum ortaminda gergeklestirilen plazma sistemlerinde sivi Urunler ve vakum
ortaminda yapilarinda bozukluk olabilecek urtnler steril edilemez.

» Plazma sterilizasyonunun baslica kisittamasi plazma tirlerinin  zayif
penetrasyon 06zelligi gostermesidir. Organik kalinti varhginda, paketleme
materyali kullaniminda, karmasik bir geometriye sahip substrat ylzey
kullanildiginda ve plazma unitesindeki substrat sayisi fazla oldugunda plazma
etkinligi azalmaktadir. Bu sorunlari ¢gozmek igin gesitli yontemler gelistiriimistir.
Bunlarin en onemlisi plazmanin etkisinin 254 nm dalga boyunda UV i1ginimi
yapmasini saglamaktir. Paketleme materyalinden penetrasyonu saglamak igin
de 254 nm deki dalga boyundaki UV iginlarini gegirebilen paketleme materyali
secildiginde bu problem de kismen ¢o6zulmus olacaktir. Paketleme problemi
atmosferik plazma kullanilarak da ¢ozulebilmektedir. Clnkl atmosferik plazma
sistemleri plazmay! paketin iginde olusturabilmektedir ve pahali vakum

sistemlerine ihtiya¢ duyulmamaktadir [37].

2.2.8. Plazma Sistemleri
2.2.8.1. Termodinamik Ozelliklerine Gore Plazmalar

Plazmalari ilk olarak isil plazmalar (termodinamik denge plazmalari) ve isil
olmayan plazmalar (denge disi plazmalar) olarak termodinamik 6zelliklerine goére

siniflandirabiliriz:
- Isil Plazmalar

Bu sinif plazmalar 10° Pa’ dan yilksek basingta ve 10* K'den yiiksek elektron
sicakliginda olan plazmalari kapsar. iyonlasma derecesi (toplam plazma

pargaciklarindan iyon olanlarin sayisi) %100 veya %100’ e yakindir.
- Isil Olmayan Plazmalar

Bu plazma termodinamik acidan denge halinde degildir. Bu nedenle farkli plazma
turlerinde farkli sicakliklarla karsilagsmak mumkinduir. Plazma uygulamasinda tipik
durum 10* K (Te ~ 10%K) diizeyindeki nispeten sicak elektronlar ve yaklasik cevre
sicakligindaki (Ti ~ Tn ~ 10°K) soguk iyonlardan ve nétr atomlardan olusur.

lyonlasma derecesi sicak plazmaya gére diisiik olup 10™=107* araligindadir [53].
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Dusuk sicaklik plazmasi da iki baslik altinda incelenebilir:

- Sicak plazma; gaz sicakhigi 1000 K’ den daha fazladir, normal sartlarda 10*
K civarindadir. Lamba i1simasi, elektrik arki ve diger yuksek-glug¢ bogsalimlari
sicak plazmaya ornek olarak verilebilir.

- Soguk plazma; gaz sicakhgi 1000 K’ den daha dusuktir, normal sartlarda
10% K civarindadir. Dusik basingta gergeklesen yuk bosalim plazmalari

soguk plazmaya ornektir (1eV=11600 K) [1].

Herhangi bir gaz kullanildiginda plazmanin sicakhgi plazma pargaciklarinin (notr
ve yUkll) ortalama enerjileri ve bunlarin ilgili serbestlik dereceleri (dontsumsel,
rotasyonel, titresimsel) ile tanimlanir. Bu nedenle c¢ok-bilesenli sistemler;
plazmalar, birden ¢ok sicaklikta bulunabilirler. Elektronlar ortalama serbest yolda
ilerlerken elekltrik alandan enerji aldiklarinda agir bir parcacikla garpistiginda bu
enerjinin sadece kuguk bir kismini kaybederler. Bu durum, plazmadaki elektron
sicakliginin neden agir parcaciklardan daha yuksek oldugunu agiklamaktadir.
Daha sonra bu carpigsmalar, eger zaman ve enerjinin yeterli olmadigi bir durum
(korona ve vurgulu bosalimda oldugu gibi) s6z konusu degilse veya ortamdaki tim
gazin sicakhginin artmasini engelleyici bir sogutma mekanizmasi yoksa
parcaciklarin sicakhgini dengelenmektedir. Boyle carpigmalar sonucu isitma ile
elektronlar ve agir parcaciklar arasinda olusan sicaklik farki elektrik alanin (E)
basinca (p) oraniyla orantihdir. Sadece kuguk E/p degerlerinde sicaklik degerleri
birbirine yaklasir. Bu durum plazmalarda yerel termodinamik denge igin gerekli bir
durumdur. Bu sekilde olan plazmalarda her noktada tek bir sicaklik s6z konusudur.

Kutuplardaki plazmalar bu plazmalara ornektir.

Bazi plazmalar ise termodinamik dengeden ¢ok uzaktadir ve plazma
parcaciklarina ve bunlarin serbestlik derecelerine bagli olarak birgok farkl sicaklik
degeri gOstermektedir. Elektronlarin sicakligi genellikle agir pargaciklarin
sicakhgindan fazla olmaktadir. Bdyle denge halinde olmayan plazmalarda
iyonlasma ve kimyasal prosesler direk olarak elektron sicakligina baglidir bu
nedenle termal prosesten ve gazin sicakligindan etkilenmemektedir. Bu sekildeki
denge halinde olmayan plazmalara isil olmayan plazmalar denmektedir. Isil

olmayan plazmalara 6rnek ise kuzey i1giklaridir [54].
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Dusuk sicaklik plazma sistemleri dugtk basingli sistemlerde olusturulmaktadir ve
modern teknolojide genis bir kullanim alanina sahiptir. Plazma sagilimi, plazma
modifikasyonu, plazma ile ylzey asindirma, plazma ile kimyasal buhar birikimi
yapilmasi ve plazma polimerizasyonu plazmanin kullanimina ornek olarak

verilebilir [1].

2.2.8.2. Caligma Basincina Gore Plazmalar

Calisilan ortam basincina goére siniflandirilacak olunursa plazma sterilizasyon
yontemleri basitgce 2 ana gruba ayrilimaktadir. Bunlar diguk basingta elde edilen
plazma ve atmosferik basingta elde edilen plazma sistemleri olarak
siniflandinimaktadirlar. Literatirde yapilan arastirmalarda genellikle atmosferik
basing plazma sistemleri kullaniimaktadir. Tez kapsaminda kullanilacak olan

plazma sistemleri atmosferik basing dusuk sicaklik plazma sistemleridir [1].

2.2.8.2.1. Dusiik Basingta Calisan Soguk Plazma Sistemleri

Herhangi bir gaz karigiminda iyonlastirma voltaji elektrotlar arasindaki uzaklik
(aciklik genisligi) ve aralarindaki gaz basinci ile belirlenir [55,56]. Gazin basincini
dusurmek, gazi iyonlastirmak igin gerekli voltaji dusurar. Bu nedenle dusuk
basingta calisan soguk plazma sistemleri antimikrobiyal olarak aktif plazma

meydana getirmek i¢in daha dusuk gtice ihtiyag duyarlar [57].

Dusuk basingh soguk plazma teknolojisi vakum plazma teknolojisi olarak da
adlandirilmaktadir. Soguk plazma teknolojisinde ilk endustriyel boyuttaki
uygulamalar disuk basingta yapilmistir. Bunun nedeni atmosferik basingtakine
kiyasla dusuk basingta, bu tip bosalimlari stabilize etmenin daha kolay olmasidir.
Dusuk basingta buyuk hacimlerde homojen plazma bogsalimi uretmek oldukca
dogrudur. Bu durumun sikintisi ise buyuk o6lgekli, duslik basingta, i1sil olmayan
rekatif plazma meydana getirmek blylk boyutta metal vakum haznesinin ve
karigik vakum ekipmanlarinin (vakum pompasi, gaz akisi kontrol Uniteleri vb.)
kullanimini gerektirir. DUsuk basingta plazma prosesi kesikli proses olarak
uygulanmaktadir ki bu proses o6rneklerin gruplar halinde vakum haznesine

yuklenmesini ve iglem sona erdikten sonra bosaltiimasini gerektirir [53]. Ayrica
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unutulmamahdir ki kesikli proses dezavantajinin yani sira vakum plazma her gida

icin uygun degildir gunkl her gida vakuma dayanikli degildir [57].

Duguk basingta elde edilen plazma sterilizasyon sistemleri genellikle yuksek
frekansli (RF/MW) jeneratorlere sahip olan sistemlerdir. Mikrodalga ve radyo
frekansi yayici sistemine sahip plazmalarda yayici gazin da icinde hapsedildigi
reaktorin icinde bulunmaktadir. Gaza enerji verilerek plazma haline gegmesi

saglanmaktadir.

2.2.8.2.1.1. Mikrodalga ile Galisan Soguk Plazma Sistemleri

Gazi iyonlastirmak icin mikrodalgalari (MW) kullanan soduk plazma sistemlerinin

kullanim teknolojisi mikrodalga firinlardakine benzemektedir.

2.2.8.2.1.2. Radyo Frekansi ile Galisan Soguk Plazma Sistemleri

Radyo frekansi (RF) ile ¢alisan sistemler gazlari gesitli gu¢ ve voltaj degerlerinde
calisarak hizli periyodik elektriksel impulslar kullanarak iyonlastirirlar. Mikrodalga
temelli sistemler gibi bu tip sistemler de uzun yillardir kullaniimaktadir. Bu
sistemler igin Hz degerlerinden, yuksek MHz dederlerine kadar degisen aralikta

frekans degerleri kullanilabilir.

2.2.8.2.2. Atmosferik Basingta Calisan Soguk Plazma Sistemleri

Atmosferik basingta ve ortam sicakliginda plazma olusturmak igin birgok yontem
bulunmaktadir [58]. Arasinda yuksek potansiyel fark olusturulan elektrotlar arasina
atmosferik basingta gaz goénderiimektedir. Bu ylzden elektronik, kimyasal ve
fotonik olaylar iki iletken arasinda meydana gelmektedir. Disuk basingtaki
plazmalara zit olarak burada olusturulan plazma heterojen yapidadir ve aktif tlrler

ortam sicakliginda fazla miktarda olusturulabilmektedir [1].

Bu tip plazma sistemleri herhangi bir vakum haznesine veya ekipmanina gerek
kalmadan surekli bir sistemde iglem gorecek Urunun plazma bolgesine konveyorler

yardimiyla tasinmasina olanak saglar. Fakat dis ortam basinci nedeniyle
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iyonlasma zorlastigindan daha yuksek voltaj kullaniimasi gibi farkli zorunluluklar

ortaya cikar [57].

Dusuk basingta galisan plazma sistemlerinde kullanilan vakum ekipmanlari bu
sistemleri oldukg¢a pahali bir hale getirmektedir ve kesikli sistemler olduklari igin
zaman kaybina neden olmaktadir. Ayrica aktif pargaciklarin yogunlugu da dusuk
olmaktadir. Bu durum son zamanlarda atmosferik basingta galisan fakat dusuk
basing plazmasinin ozelliklerini de tasiyan yeni plazma kaynaklarinin aragtiriimasi
ihtiyacini dogurmustur. 1 atm’ de g¢alismanin ekonomik ve iglevsel avantajlari,
bilimsel ve endustriyel alanda birgcok yeni atmosferik plazma kaynaginin

gelistiriimesini saglamistir [59].

2.2.8.2.2.1. Korona Bosalim Plazmasi

ilk olarak Siemens, suyu dezenfeksiyonunda kullanilacak ozonu Uretmek igin
korona bosalimini dnermistir [60]. Bu ¢alisma mikroorganizmalarin inaktivasyonu
icin plazmanin ilk kullanimidir. Menashi atmosferik basingta plazma olusturmak

icin RF ile ¢alisan korona bosalimi kullanmistir [61].

Korona bosalim plazmalari elektrik bosalim plazmalar iginde en ¢ok cgaligilan
cesitlerden biridir. Korona zayif isiltili bosalimdir ve genellikle atmosferik basingta
gbzlenmektedir. Korona bosalimi yuksek voltajda elde edilmektedir ve elektrotlarin
cevresinde olusmaktadir [58] Bu tip sistemlerde bosalim bir igne ucundan ya da tel
elektrottan genigleyerek elektrik alanin gittikge azaldigi ve en sonunda artik
bosalimi destekleyemeyen dis ortama (duzlemsel elektroda dogru) ¢ikar [62]. Bu

nedenle tek tip plazma olugsamaz daha ¢ok karisik yapilar bulunur.

Morar ve ark. [63] korona plazmasinin hava kullanilarak sterilizasyon amaciyla
kullanimini ilk olarak rapor etmislerdir. Bitkilerde bulunan iki parazit, Tetranicus
urticae ve Phorodum humuli, direk bosalima maruz birakilmis veya 6nceden

bosalima maruz birakilmig havada inklbe edilmistir.

2.2.8.2.2.2. Dielektrik Bariyer Bogalim (DBD) Plazmasi

Dielektrik bariyer bosalim plazmalar bosalim alaninda elektrik akimini durduran

ve kivilcimlarin olugsmasini engelleyen dielektrik bariyerin kullanilmasi esasina
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dayanmaktadir. DBD bogsalim plazmalari, bazen “sessiz bosalim” olarak da
adlandiriimaktadir. Bunun nedeni g¢alisma frekansinin 0.05 ve 500 kHz gibi ¢ok

dusuk degerlerde olmasidir [58].

Dielektrik bariyer bosalimi atmosferik basing altinda, ¢ok ylksek olmayan gaz
sicakhginda gugclu termodinamik ve denge halinde olmayan plazma olusturan bir
cesit AC bosalimidir. Dielektrik tabakasi elektrotlar arasindaki akim yolunda
olacak sekilde en az bir tanesi dielektrik tabakayla kaplanmis iki elektrottan olugur.
iki elektrodun Uizerinde veya arasinda bir ya da daha fazla yalitici tabakanin varligi
denge halinde olmayan atmosferik basin¢g plazmasi olusturmanin en kolay
yoludur. DBD’ lerde elektrot ve bosalim dielektrik bariyerle birbirinden
ayrildigindan elektrotlar asinma ve korozyona maruz kalmaz. DBD, DC voltajla
calismaz ¢unku dielektrigin kapasitif baglantisi, surtlme akimini saglamak igcin AC

voltaji gerektirir [59].

Bu plazmalarin endustride kullanim alanlari ¢ok genistir, ¢inkd bu plazmalar
atmosferik basingta denge disi kosullarda ek bir gli¢ Unitesi gerektirmeden yluksek
glglerde calisma imkani saglamaktadir [58]. Gelismis teknoloji ile birlikte DBD
plazmalari biyoloji alaninda kendine iyi bir yer saglamaktadir; 6zellikle medikal
alanda bakterilerin yok edilmesi amaciyla kullanimlari artmistir. Boudam ve ark.
[64], 2006 B. subtilis sporlarinin N2/N,O gaz karisimi kullanilarak; 5 logaritmik

birim indirgenmenin 10 dakika igcerisinde gerceklestirildigini bildirmistir.

2.2.8.2.2.3. Plazma Jeti

Baska bir bosalim turt ise atmosferik basing plazma jetidir (APPJ). APPJ, ilk
olarak Jeong ve ark. [65] ve Park ve ark. [66] isbirligi ile oksijen, helyum ve diger
gazlarin aktigi es merkezli iki elektrot kullanilarak gelistiriimigtir. Bu sistemde icteki
elektrot 13.56 MHZ'lik radyo frekansi ve 100-250 V arasi voltaja baglanmis, digtaki
elektrot ise topraklanmistir. RF’ in uygulanmasi ile bosalim ateslenir; i¢ ve dis
elektrot arasindan gegen gaz plazma fazina gegirilir. Bu, oldukga reaktif kimyasal
turlerin yiksek hizda akisini saglar. Bu sistem atmosferik basingta stabil, homojen
ve tek tip bosalim olusturur [67]. Herrman ve ark. [67] Bacillus globigii nin

sporlarini inaktive etmek igin plazma jetini kullanmistir.
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2.2.8.2.2.4. Ark Bogsalim Plazmasi

Ark bosalimlari oldukca reaktiftir ve genellikle kimyasal proseslerde yuksek
segicilikleri vardir. Bu plazmalarin kullanim nedeni hem genis elektron yogunlugu,
akim ve gug gibi 1sil plazma 6zelliklerinin olmasi hem de dusuk gaz sicakhgi gibi
1sil olmayan plazma 06zelliklerini saglayabilmesidir. Bir gaz (genellikle nemli hava)
elektrotlar arasindaki bosluga enjekte edilir. Bosalim elektrotlarin birbirine en yakin
oldugu noktada ateslenir. Gaz akisi nedeniyle bosalim yukari dogrudur ve plazma
sutunu yukari gittikge genigler. Elektrotlar arasindaki kisa mesafede olusan ark
savrulur ve bir plazma bulutu igine dagilana kadar elektrotlar boyunca atlar.
Hemen ardindan yeni bir gevrim igin yeni bir ark olusur. Bu genigleme kolondaki isi
kaybinin artmasina neden olur [62]. Korona bosalimlarinin aksine, bu teknik
yuksek gl¢ kullanimina ve sonug olarak kisa émdarlG aktif tlrlerin bluyldk miktarda
olusumuna neden olur. Bu teknigin bir diger avantaji da baslangigta gaz
modifikasyonu icin gelistiriimesine ragmen yuzey ve sivi modifikasyonlarina da

kolaylikla uygulanabilir olmasidir.

Test edilen ilk sivi 6rnekleri suda bulunan kimyasal kirliliklerdir. Bununla birlikte ark
bosalimi yoluyla Uretilen plazma sivilarin bakteriyel dekontaminasyonunu oldukga
hizli gerceklestirir. Ark bosalimi ¢ok ylUksek elektrik gucu kullanimina uyumlu
oldugundan reaktif tlrlerin oldukga fazla olmasina sebep olur. Gluniumize kadar
Vitrac’ in calismalari haricinde ark bosalimiyla elde edilen plazmanin antibakteriyel

aktivitesi Uzerine yapilan galismalar oldukga azdir.

2.2.8.2.2.5. Isiltih Bogalim Plazmasi

Klasik duguk basing isiltili bosalim yillardir calisiimaktadir. Bu bosalim genellikle 1
cm’den 1 m’ye kadar bir uzaklikta yerlestiriimis iki elektrodun arasinda dusuk
basingta gaz kullanilarak olusturulur. Bu bosalim 1sik emisyon sablonu, katot
isiltisi, karanlik katot bolgesi, negatif i1silti, Faraday karanlik bdlgesi, pozitif kolon,

karanlik anot bolgesi ve anot isiltisi bolumlerinden olugmaktadir.

Isiltih bosaltim duslk basingta kolayca olusturulabilmesine kargin basincin
artmasiyla bosalim kararsiz olma egilimine girer. Bu nedenle atmosferik basingta
O0zel dizaynli elektrotlarin kullaniimasi gerekmektedir. Ayrica ark olusumu isil

olmayan atmosferik basing plazmasi meydana getirebilmek igin bir engeldir [62].
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2.2.8.2.2.6. Radyo Frekansi Plazmalarn

Radyo-frekansi bosalimlar gazlarin elektromanyetik alana maruz birakilmaiyla
elde edilmektedir. Bu alan reaktdrl saran endiksiyon bobini sayesinde (Etkilesik
Ciftlenmis Plazma-ICP) elde edilmekte veya dis ylzeyde birbirinden ayri
elektrotlar tarafindan (Kapasitif Cifttenmis Plazma- CCP) elde edilmektedir. RF
plazmalarin etkinligi ¢ok hizlidir fakat ¢alisma kosullari gok hassastir. Ornegin;
Nelson and Berger B. Subtilis’ in RF oksijen plazma ile 3.5 logaritmik birimlik
indirgenmeye 5 dakikada ulastigini bildirmistir [68]. Fakat bu sistemle ayni
Ozelliklere sahip baska bir sistemle yapilan deneylerde ise ayni inaktivasyonun 15
dakikada elde edildigini belirtmigstir [69] . Plazma uygulamasinin etkinligi kullanilan
gaz cgesidine ve bosalim gucine baghdir [70]. RF plazmalarin detayl analizleri
yapildiginda kisa 6murlu reaktif tirlerin primer olarak ve UV ve bdlgesel sicaklik
etkisinin ikincil bir etkiye sahip oldugu belirtimektedir [71]. RF plazmalar
gunumuzde polietilen terafitalat siseler gibi hassas materyallerin sterilizasyonunda
kullanilabilmektedir [72].

2.3. Vitaminler

Vitaminler, hicre ve organlarin normal islevleri ve saglikli gelisim icin gereksinim
duyduklari, diyet yoluyla belirli duzeylerde alinmasi gereken, yuksek biyolojik
etkinlige sahip organik bilesiklerdir. Bu nedenle yeteri kadar vitamin alinmadigi

takdirde saglik sorunlari ortaya ¢ikmaktadir.

2.3.1. Vitaminlerin Siniflandiriimasi

Vitaminler yagda eriyen ve suda eriyen vitaminler olmak Uzere 2 gruba
ayrilmaktadir. Vitaminler ayrica koenzim fonksiyonu olan ve koenzim fonksiyonu

olmayan vitaminler olarak da siniflandirilabilir.

2.3.1.1. Yagda Coziinen Vitaminler

Yaglarla alinan ve safranin etkisi ile bagirsaklardan emilen vitaminlere yagda
eriyen vitaminler denilmektedir. A, D, E, K vitaminleri bu sinifa girmektedir. Yag
emilimini etkileyen her hastalik veya bozukluk bu vitaminlerin eksikligine neden
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olur. Dolagsima gectikten sonra karaciger dokusuna tasginirlar. Bu vitaminler
karaciger ve yag deposunda depolanirlar. A, D, K vitaminleri karaciger dokusunda

depolanirken; E vitamini vicudun yag dokularina dagilir.

2.3.1.2. Suda Goziunen Vitaminler

Suda ¢ozunen vitaminler bagirsakta emildikten sonra kullanilacaklari dokuya kan
dolasimi ile tasinir. Her birinin suda ¢dzunurlik derecesi farklidir. Bu ¢ozunUrlik
farki vicuttaki dagihmlarini da etkiler. Bu vitaminlerin fazlasi vicuttan disari

atilmaktadir. B ve C vitamini bu sinifa girmektedir.

2.3.2. Askorbik Asit

2.3.2.1. Askorbik Asidin Genel Ozellikleri

nl\lo

H
H o

HO  OH

Sekil 8 Askorbik asidin kimyasal yapisi

Askorbik asit bir monosakkarit tirevi olup yapi olarak glikoza ve diger alti karbonlu
monosakkaritlere benzer. Renksiz, kokusuz, suda kolay ¢6zinen dikdortgen
kristallerden olugsmaktadir. Optikce aktiflik bakimindan L(+)- ve D(+)- askorbik asit
olmak Uzere iki izomeri vardir. D izomeri L izomerinin %10’ u kadar aktiviteye
sahiptir. Diger bir izomer olan D-izo-askorbik asit ise vitamin aktivitesine sahip
degildir. Fakat gida redoks sistemlerinde L-askorbik asit gibi davrandidi igin
antioksidant olarak kullaniimaktadir. L(+)- askorbik asit Vitamin C olarak
adlandirilir. Su ile karigabilen organik ¢dzuculerde ¢bzunebilir [73]. Eter, aseton,
kloroform, benzen, petrol eteri, bitkisel ve hayvansal yaglarda ¢ézinmez. Hem asit
hem de kuvvetli indirgen 6zelliktedir. Bu 6zellikleri, lakton halkasindaki karbonil
grubu ile konjuge olan enediol yapidan kaynaklanmaktadir [74]. Insan icin
esansiyel bir vitamindir.
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Ultraviyole absorpsiyonu pH ve ¢ozucluye baghdir. Asidik ¢ozeltilerde 245 nm’ de,
notral ¢ozeltilierde 265 nm’de, metanolde 244 nm’ de ve etanolde 245 nm’de

maksimum absorbans gosterir.

Askorbik asit, serbest oksijeni gidadaki okside olabilen yapilardan daha once
yakalayarak koruma saglar, H iyonu vererek serbest radikal zincirini inhibe eder.
Dehidro-L-askorbik asite donusur. Tepkime ¢ift yonludar. Dehidro-L-askorbik asit
indirgenerek tekrar L-askorbik asite donutsur. Her iki molekilde Vit C aktivitesi
gosterir. Ancak, dehidro-L-askorbik asit, L-askorbik asitin %80’i kadar aktivite
gosterir. Dehidro-L-askorbik asit asit notral ya da hafif bazik ortamda tekrar okside
olursa tersinir olmayan bir bicimde biyolojik agidan etkin olmayan 2,3 diketogulonik
aside donustur, L-diketogulonik asit tekrar dehidro-L-askorbik asite indirgenmez ve

molekul vitamin aktivitesini kaybeder [75] (Sekil 9).

HDHEQ HDHZC\
CHBE CHOH
H@D ” _H+ H_ O -:::-I:I
— +2+H+ —
- CH =0 .
+H+ +H+
Askoarbat anyonu Askorbil radikali
+E || -E
+HH L -Ht
HOHzC
HOHC CHOH
CHOH
s H ]
HOHC -~ H =t
8]
8] ] 8] o]
2, 3-diketo-1-gulonik asit Dehidroaskorbik asit

Sekil 9 L-askorbik asitten dehidroaskorbik asit ve diketogulonik asit olusumu

L-askorbik asitin 6nemli fonksiyonlarindan biri de oksijen tlrevi olan hidroksil,

singlet oksijen, stperoksit gibi serbest radikallerin yikiminda da rol oynamasidir.

C vitaminin koenzim sekli yoktur, vitamin sekliyle etkisini gosterir. Oldukga guglu

bir asittir ve guclu bir indirgendir, anyon halinde ise indirgeme gucu artar. Bu
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nedenle metabolizmada antioksidan olarak etkindir. Yukseltgenmis hali olan L-

dehidroaskorbik asitte ise bu etki ¢ok azdir.

2.3.2.2. Askorbik Asidin Kaynaklari

C vitaminin en zengin kaynaklarini taze meyve ve sebzeler olusturur. Meyveler
arasinda en ¢ok askorbik asit igerenler limon, portakal, greyfurt, kivi, ananas, gilek
ve frenk GzUmudur. 1920’ li yillarda parca etlerin ve baliklarin da insanlar igin C

vitamini kaynagi oldugu belirlenmigtir.

Cizelge 1 Baz bitkisel ve hayvansal gidalarda bulunan askorbik asit miktari [76]

| Meyve ve Sebze

Miktari (mg/100g) |

Adi
Kusburnu 450
Maydanoz 180
Yesil Biber 100
Kara Lahana 94
Kivi 90
Karnabahar 80
Olgun gilek 17
Ham Cilek 148
Kirmizi Biber 93
Portakal 50
Kizilcik 55
Dana Cigeri 450
Kegi Satd 180
Kuzu Cigeri 100
istiridye 94
Domuz cigeri 90
Sigir Cigeri 80
Kuzu Beyni 50

2.3.2.3. Askorbik Asidin Kullanim Alanlari

Askorbik asit besin ve igeceklerin vitamince zenginlestiriimesinde kullanilir.
Askorbik asit oksijen tutma o6zelligine sahip oldugundan dolayl antioksidan olarak

kullanilir. Yaglarin ve yagh besinlerin uzun sure saklanabilmesi, beyaz renkteki
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sebze ve meyvelerin kararmasini Onlemek igin kullanilir [77]. Askorbik asitgce
zengin besinler indirgen ortamdan oturd teneke kutularda daha yi
saklanabilmektedir. Teneke kutularda saklanan meyve sularinin askorbik asit
miktari ¢ok fazla eksilmezken; plastik kutulardaki meyve sularinin askorbik asit

miktarinda fazla miktarda kayip gozlenmistir [78].

2.3.2.4. Askorbik Asit Analiz Yontemleri

- Kimyasal Yontemler: Bu yontemler genellikle askorbik asidin yuksek
indirgenme yetenegine dayanir. En c¢ok uygulanan yontemler 2,6-
diklorofenolindofenol, N-bromosuksinimid ve iyot ¢ozeltisiyle oksidimetrik
titrileme, diazolanmig 2-nitroanilin ve 2,4- dinitrofenilhidrazin ile kolorimetrik
yontemdir. Bunlar arasinda 2,6- diklorofenolindofenol, N-bromosuksinimid

yontemi en sik kullanilanlardandir [79].

HO HO
] 7 ]
HO N0 0
\—/  Vitamin C "o E \fomide
£ itami
ud o g Y Vitamin C
+
+ —_—
i
o™ x“] 0 HO \“\l/ "SoH
DCPIP ¢, DCPIP ol
Kirmizi Indirgenmis
Renksiz

Sekil 10 DCPIP- Askorbik asit reaksiyonu

- Fluorometrik Yéntem: Bu yontem, fluoresans quinoxalin tlrevini veren
dehidroaskorbik asidin cis hidroksil gruplarina karsilik o-fenilendiamin
reaksiyon cifti vermesi Uzerine kurulmustur.

- HPLC Yontemi: Bu yontemle sadece askorbik asit tayini yapilabildigi gibi
total C vitamini (AA ve DHAA) tayini de yapilabilmektedir. Dehidroaskorbik
asit askorbik aside gore daha zayif bir UV absorpsiyonuna sahip oldudu igin

analizden 6nce DHAA, AA’ ya indirgenmelidir.
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2.3.3. Tokoferol
2.3.3.1. Tokoferoliin Genel Ozellikleri

E vitamini yagda ¢ozunen bir vitamin olarak dogada tokoferol ve tokotrienol
formunda bulunur. Tokoferoller arasinda 3-metil grubu tasiyan a-tokoferol en etkili
olanidir ve E vitamini denildigi zaman, a-tokoferol anlagilir. Sentetik olarak elde
edilen a-tokoferol asetat, a-tokoferol’deki —OH grubunun yerine asetat kokunun
bagli halidir [79].

Hem a-tokoferol, hem de a-tokoferil asetat, berrak, kokusuz, viskoz, acgik sari
yaglardir. a-Tokoferil asetat, E vitamininin baslica ticari formudur. Yiyeceklerin
dayaniklihgini arttirmada, diyete ek olarak, ilaglarda ve vitamin kaynagi olarak
evcil hayvanlarda kullanilir. Tokoferoller yiyecek teknolojisinde yaglarin
acllasmasini engellemek i¢in, antioksidant olarak ve diyet gidalarina ek madde

olarak kullanilir.

o-tokofernl, Ry=Rs=R3=CH;
B-tokaferol, Ry= R3=CH3 Rs=H
y-tokoferol, Ry= RZ=CH; Ry=H
B-tokaferal, Ry=R:=R:=H

Sekil 11 Tokoferoliin kimyasal yapisi

Tokoferoller, alkol grubu ve halka grubu yapisi (benzen + piran halkasi) gosteren
maddelerdir. Piranlar, altih halkada bir tek oksijen atomu ile, iki c¢ift bag ihtiva
ederler. Piron’daki C=0O grubunun teorik olarak (-CH,-)ye indirgenmesinden

piranlar olusur.

Benzopiron tlrevlerine bitkilerde sik sik rastlanir. E vitamini olarak da bilinen
tokoferoller benzopiron tlrevlerinden biridir. Benzopiranlara “kromenler” denir.
Bunlarin dihidro turevi ise, “kroman”dir. Tokoferollerin yapisinda kroman halka

sistemi ve bir izoprenoid yan zincir (fitil) bulunur. a-tokoferol antioksidan aktivitesini
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gOstermeye basladiginda a-tokoferoksil radikalinin olusmasiyla kroman halkasi

acilir ve Simon metabolitleri olugsur [80].

Tokoferollerin hepsi doymus C16 yan halka icermekte, 2’,4’ ve 8 pozisyonlarinda
asimetrik merkezler yer almakta ve R;, Ry, R3’ te cesitli eklentiler yer almaktadir
(Sekil 11). Tokoferol ya da E vitamininin fenolik hidroksil grubu olan aromatik halka
vitaminin kimyasal olarak aktif bolumund simgelemektedir. Alifatik yan halkasi ise
apolar olup molkellu suda ¢ozunmez kilmaktadir. Bu vitaminin bir antioksidan
olarak kabul edilmesinin nedeni bu bilesigin kolayca okside olarak diger
oksidasyona duyarli gruplarin oksidasyonunu engellemesidir [81]. Sekil 12’de a-

tokoferolin oksidasyon urunleri gosterilmektedir.

CHj,

CHs

o.- tokoferil kinon

o- tokoferil hidrokinon

HaC
CH,
H3 H3
HO Cfo
OH OH
H,C OH ‘ _
CHs - tokoferonik asit
Ho
H O
- (@]
HsC OH o- tokoferono lakton
CHy
Hs
HO
EHz 5
HsC (@]
CHs OH

a-CEHC

Sekil 12 o-tokoferollin oksidasyon Urunleri ve a-CEHC
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Tokoferoller hidroperoksitlerle dogrudan reaksiyona girebilirler. (Sekil 13) Sekil
14’te ise tokoferollin peroksit radikalleriyle verdigi reaksiyon sonucu olugan urunler

gorulmektedir.

TOH + ROOH —> TO- + RO- + H,0

Sekil 13 Tokoferollin hidroperoksitle reaksiyonu

o roo- HO
-
(o] C1 5H33 o c1GH33
o.-tokoferoksil radikali o-tokoferol

/RIOO\

(o]
o [o] o
0 CieHas o CyeH3s o Ci6Ha3
OR o
OOH OOH

8a-hidroksitokoferon, R=-H 7,8-epoksi-8a-hidroperoksi 4a,5-epoksi-8a-hidroperoksi
8a-alkildioksitokoferol, R= -O-alkil tokoferon tokoferon
l HZO l HZO leo
OH OH OH
Cq¢Hs Ci6H33 o CieHas
o 1 3 o o
o (o]
- tokoferolkinon 5,6-epoksi- 2,3-epoksi-
o- tokoferolkinon o~ tokoferolkinon

vLe-, M+

OHc H
HO 1633

OH

o-tokoferol
hidrokinon

Sekil 14 o-tokoferollin peroksit radikalleriyle reaksiyonu [82]

Tokoferoller suda ¢dzinmezler, hekzan, kloroform, eter gibi lipit ¢oztcullerinde
¢Ozunurler. E vitamini 1sil islemelere kargi stabildir fakat bu stabilite O, varliginda
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azalmaktadir. Oksijen bulunmadigi zaman, 200 °C’ye kadar varan isiya bile

dayaniklidirlar ve anorganik asitlerden 100 °C’ye kadar etkilenmezler.

Tokoferoller isiya oldukga dayanikli olduklarindan pisirme, dondurma, kurutma ve
bunlari iceren yagdlarin alkali ile muamelesi ve hidrojenlenme sirasinda bunlara bir
sey olmamaktadir. Fakat havada isik ve Ozellikle mor oOtesi 1sinlar etkisinde

bozunurlar.

Erime noktasi ve yagda ¢oziinebilmesi karakteristik bir 6zelligidir. Hem a-tokoferol,
hem de a- tokoferol asetat, asetonda, kloroformda, etanolde, gliserid yaglarda

serbest bir sekilde ¢ozunur. Fakat suda ¢ozinmez.

Tokoferoller, ayni zamanda etkili antioksidanlardir. Bu 6zellikleri E vitamin etkisinin
tersine olarak a’dan y’'ya dogru gittikce artar. Batin tokoferoller ve tokotrienoller

esterlesmedikleri stirece antioksidan aktiviteye sahiptirler [81].

2.3.3.2. Tokoferolun Kaynaklari

Hayvansal gidalarda en yuksek E vitamini aktivitesine sahip olan a-tokoferol en
yuksek oranda bulunurken, bitkilerde diger tokoferoller ile tokotrienoller bulunur. E
vitaminince zengin olan gidalar; tohum, tohum yaglari, bitkisel yaglar, koyu yesil
yaprakli sebzeler, bazi hayvansal gidalar, sert kabuklu meyveler (findik, ceviz),
tahil ve kuru baklagiller ve bitkisel yaglardan 6zellikle misir, soya ve yer fistigi

yagidir. E vitamininin satteki miktari ¢ok dusuktar [81].

2.3.3.3. Tokoferoliin Onemi ve Kullanim Alanlan

Vitamin E’nin esas iglevi hucre ici membran butunlugunun korunmasi ve hucresel
membranlardaki fosfolipidlerin icerdigi doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu
Onlemektir. E vitamini ayrica sinir ve kas fonksiyonunun korunmasi ve
gelisebilmesi agisindan 6nemlidir [81]. E vitamini eksikligi kisirhgi arttirir. Ayrica E
vitamini eksikligi insanlarda, yagl besin absorpsiyonunun bozuldugu durumlarda
gorulur. Sonucu olarak eritrositler kolay hemoliz olur ve kas dokusu bozukluklari
ortaya c¢ikar. Primer E vitamini yetmezligi bebeklik doneminde, 6zellikle bebege
verilen mamalarin  ¢ok miktarda doymamis yag icerdigi durumlarda
gérilebilmektedir [79]. insanda E vitamini giinliik gereksinimi 20-30 Unite kadardir.
(1 Gnite: 1 mg)
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2.4. Polifenol Oksidaz Enzimi

Polifenol oksidaz (PFO), bitki ve hayvan dokularinda yaygin olarak gorulen
oksidorediiktaz enzim grubuna dahil olan bir enzim grubudur. Bitkisel dokularda
oncelikle latent (inaktif) formlar halinde sentezlenmekte ve zamanla cesitli
etkenlerle, ornegin dokuda dogal olarak bulunan proteazlar veya etilen gibi
birtakim solunum metabolitlerince aktif hale getiriimektedirler [83]

Bitkilerdeki PFO’ nun goérevi henlz tam olarak bilinmemektedir. Fakat bagisiklik
reaksiyonlarinda, bitki bilesenlerinin biyosentezinde ve fotosentez yapan
dokularda serbest radikal supurtclu olarak davrandigi [84] hasar gormus yaprak
yuzeylerinde ¢urumede ve ayrica boceklere ve bitki patojenlerine karsi savunmada

gorevli oldugu ileri strilmektedir [85].

Enzim ve substratlarinin bitkisel hicrenin farkli kisimlarinda yer almalari nedeniyle
zarar gormemis saglikli meyve ve sebze dokularinda, PFO enzimlerinin
substratlari olan fenolik bilesiklerle temasi, yok denecek kadar sinirhdir. PFO
enzimlerinin bir kismi sitoplazmada serbest halde bulunurken, bir kismi ise
hicrenin tilakoid ve kloroplast gibi bdlgelerinde, membrana bagli olarak
bulunmaktadir. Buna karsin, fenolik bilegiklerin neredeyse tamami vakuollerde
yogunlasmis halde bulunmaktadir. Ancak doku olgunlagmasinin ileri agsamalarinda
hicredeki pektinazlarin faaliyetiyle, doku kontrolli ve sinirli bir sekilde dogal olarak
degisimlere ugrar ve hasat, tasima ve isleme sirasindaki etkiler veya uygulanan
cesitli iglemlerle hicre ve buna bagh olarak da doku butinligu bozulmaktadir.
Boylece, PFO enzimleri kendi substratlari olan fenolik bilesiklerle ve havadaki
oksijen ile bir araya gelmektedirler [86]. Sonug olarak da enzimatik esmerlesme
denilen bir reaksiyon gergeklesmektedir. Bu reaksiyon hem polifenol oksidaz

aktivitesi hem de fenolik madde konsantrasyonuyla ilgilidir [87].

PFO’ lar bugday, cay, patates, salatalik, enginar, marul, armut, papaya, Uzum,
seftali, mango ve elma ile kakao gibi tohumlarda bulunmaktadir [88]. Muz, seftali,
kayisi, elma, Uzum, gilek ve bazi tropik meyveler ve sulari ayrica patates, marul ve
diger yaprakh sebzelerde esmerlesme gorulmektedir. Buna karsilik ¢ay, kahve,

kakao, siyah Uzum ve siyah incirlerde PFO aktivitesi istenen bir durumdur [89].

PFO tirosinaz, fenolaz, katesoloksidaz, katesolaz, o-difenoloksidaz, mono

fenoloksidaz, klorojenik asit oksidaz ve kresolaz olarak da bilinir ve ilk olarak
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Schoenbein tarafindan 1856’da kesfedilmistir. PFO’ nun aktif bolgesi iki adet bakir
atomundan olugur [90]. Bitki polifenoloksidazinin molekul agirligina dair raporlar
cok cesiti ve degiskendir. Bu c¢esitlilik enzimin izolasyonu asamasinda
gerceklesen kismi pargcalanmadir. Ayrica PFO’ yu kodlayan birden fazla gen
oldugu icin bu molekul agirhginda goralen gesitliligin  genetik gesitlilikten
kaynaklandigi da sdylenebilir [91,92,93].

PFO Uluslararasi Biyokimya Birligi'nin siniflandirmasina iki kez girmigtir: EC
1.14.18.1  (monofenal, monofenol  monooksigenaz, L-dopa:  oksijen
oksidoreduktaz) monohidroksifenoll o-pozisyonuna hidroksile eder yani kresolaz
aktivitesi gostererek monofenolik bilesiklerin o-difenollere hidroksilasyonunu
katalizler. EC 1.10.3.1 (1,2- benzendiol, difenol oksidaz: oksijen oksidoreduktaz) o-
dihidroksifenolleri okside edip hidroksil grubundan hidrojenleri uzaklastirir ve
benzokinonlari olusturur yani katesolaz aktivitesi gostererek o-difenollerin o-

kinonlara oksidasyonunu katalizler [94] (Sekil 15).

OH OH O
monofenol monooksigenaz OH difenol oksidaz
20, + 2H" O,
—2H,0 - 2H,0
kresolaz aktivitesi katesolaz aktivitesi
R EC 1.14.181 R EC 1.10.31

Sekil 15 Enzimatik esmerlesme mekanizmasi

Bitki PFO’ larinin mono, di, ya da polifenollerden olusan genis bir substart
yelpazesi vardir (Sekil 16). Yapisal olarak bir ya da daha fazla hidroksil grubu ve
diger gruplari bir arada tasiyan aromatik halka igerirler. PFO substratlarinin
bazilari dogal olarak meyve ve sebzelerde bulunmaktadir; érnegin, klorojenik asit,
katesin ve epikategin agisindan zengin olan elma, enzimatik esmerlesme igin

oldukga uygundur [90].
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Sekil 16. Polifenol oksidaz enziminin bazi substratlarinin yapisi

Yemenicioglu ve ark. [95], yaptiklari calismada “Hale Haven” seftalilerinde
polifenol oksidaz (PFO) enziminin niteliklerini aragtirmiglardir. Ham, yari olgun ve
tam olgun seftalilerden 6ncelikle aseton tozu hazirlanmistir. Aseton tozundan
hazirlanan enzim ¢oézeltisinde optimum pH, Michaelis sabiti (Km), maksimum hiz
(Vm) ve enzim aktivitesinin termal inaktivasyonu incelenmistir. Olgunluk durumuna
gbre enzimin optimum pH derecesi 6.0-6.5 arasinda bulunmustur. Tam olgun
seftalilerde elde edilmis enzimin pH 6.2 de Km degerinin 14.3 mM ve V, degerinin
1.25 Abs.dk™. mL™ oldugu saptanmistir. Enzimin termal inaktivasyon kinetigi
70°C’de arastirilmisgtir. Her enzim ekstraktinin termal inaktivasyon kurvesinin,
baslangicta dik bir dogru, sonra daha yatik bir dogru olmak Uzere iki bélimden
olustugu belirlenmistir. Bu nedenle seftali PFO enziminin 1siya direngli farkh iki

izoenzimden olustugu sonucuna varilmistir.

Unal [96], Anamur muzundan polifenol oksidaz enzimini saflastirip, enzimin
karakteristik 6zelliklerini belirlemigtir. PFO’nun muz igin optimum sicakhgdi 30°C
bulunmustur. Enzimin optimum pH derecesi 7.0 olarak bulunmustur. inhibitor
testlerinde ise askorbik asit ve sodyum metabisulfit en etkili inhibitor olarak tespit

edilmistir.
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Dogan ve ark. [97], kurutma iglemleri icin en uygun patlican g¢esidini tanimlamak
icin, farkl patlican cegitlerinden elde edilen PFO enziminin biyokimyasal
Ozelliklerini arastirmiglardir. PFO katesol, 4-metilkatesole karsi aktivite gostermis,
fakat L-tirozin ile aktivite gdstermemistir. Cesit | (V,=3333.3 EUdk™ mI™?, Kmax=8.7
mM ve Vn/Kmax= 384.9 dk™?) ve cesit Ill (Vi 1000 EU dk™* mI?, Kmax=9.3 mM ve
Vm/Kmax= 107.5 dk™) icin en iyi substrat katesol bulunurken, cesit Il icin (Vi,=5000
EU dk' ml?, Kmax=35.5 mM ve Vg/Kma= 140.8 dk') en iyi substrat 4-
metilkatesoldir. Katesol igin optimum pH 7, 4-metilkatesol i¢in optimum pH 6’dir.
Isil inaktivasyon galigmalarina gore 40°C’nin Uzeri sicakliklarda enzim aktivitesi
dusmustur. Katesol ve 4-metil katesol substratlari icin maksimum aktivite elde
etmek icin optimum sicaklik, katesol kullanilan ve optimum sicakligi 20°C bulunan

cesit | disinda, tim patlican gesitleri icin 30°C olarak bulunmustur.

2.5. Model Gida Olarak Kullanilan Kugburnu Meyvesi

Kusburnu Rosaceae familyasindan Rosa cinsine ait bir bitki tGraddr. Anavatani
Bati Asya, Anadolu, Kuzey ve Orta Avrupa olan kusburnu c¢ali formunda, kisin
yapragini doken bir bitkidir. Halk arasinda Yabangull, Sillan, Deligtl, Gulburnu,
Gulelmasi olarak da bilinir. Meyve sekli basik yuvarlaktan, uzun eliptik sekle kadar

degismekte, sari, turuncu, kirmizi renktedir.

icerdigi yiiksek vitamin ve mineral maddeler sayesinde son yillarda gerek diinyada
gerekse Ulkemizde buylk ilgi gormus ve bu nedenle birgok arastirmalara konu
olmustur. Kusburnular Gzerinde yapilan arastirmalar meyvenin ¢ok zengin bir C
vitamini kaynagi oldugunu gostermektedir. Kusburnu, dinyada yetigtiriciligi yapilan
kltar ve yabani meyve tirleri icinde C vitamini bakimindan en zengin meyve
turidur. Basta C vitamini olmak Uzere, diger bircok vitamin ve mineral maddeler
bakimindan d6nemli bir besin kaynagi teskil eden kusburnu, bu besin icerigi ve
genis kullanim alanlari sayesinde, dlinyada popduler bir meyve tiri konumuna

gelmeye aday bir meyve turaduar [98].

Bugune kadar yapilan bilimsel calismalarda kusburnu meyvesinin igerdigi C
vitamini miktari, basta yetistigi rakim olmak Uzere, tir ve gesitlere, yetistirilen
bdlgenin iklim ve toprak kosullarina, hasat zamanina ve isleme teknolojisine goére

100-5300 mg/100g arasinda bir degisim gosterdigi tespit edilmistir. Ulkemizde
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yapilan arastirma sonuglarina gore kugsburnunun icerdigi C vitamini miktar 417-
3062 mg/100g arasinda degisirken, dunyada yapilan birgok arastirma sonucuna
gore ise vitamin C miktari yukarida belirtilen faktérlere gére 0—-14500 mg/100g
arasinda degistigi bildiriimektedir.

C vitamini kadar onemli olan ancak uzerinde durulmayan P vitamini ozelligi
gOsteren maddeler 1100 mg/100 gr oraninda bulunurlar. Tatlihgini veren sekerler;
bilhassa glikoz, eksiligini veren sitrik ve malik asit, kokusunu veren asetik asit,
rengini veren karotenlerdir. Ayrica Provitamin A kaynagi olan karotenler de renk
maddesi olarak 3,8 mg/100 gr gibi fazla oranda bulunur. Bu da gida boya maddesi

olarak gida endustrisinde kullanilmasini saglar[99].

Kugburnunun kimyasal bilesimi %1.7-3.0 sabit yagd, %11 pektin asidi, %2.0 - 2.7
taneli maddeler, %10.0 - 13.7 invert seker, %0.6 - 2.4 sakaroz, %11.6 - 15.6
toplam seker, %3 elma ve limon asidi, %0.038 oraninda portakal sarisi renginde
ucucu yagdan olusmaktadir. %22.8 - 38.0 arasinda degisen oranlarda su ihtiva
etmektedir. Ayrica eser miktarda Vanilin bulunur. Kusburnu c¢ekirdek yaginin
doymamiglik derecesi linoleik asitten daha fazla olan yad asitlerini
icermemesinden dolayi, bu yag tat ve aroma bozulmasina karsi direnglidir, yani
oksidasyon stabilitesi ylUksektir.  Kusburnu meyvelerinde selliloz % 2.1-3.8
oraninda degisebilmektedir. Tium bunlar kugsburnunun olduk¢a konsantre enerji
kaynagi oldugunu acgikga gostermektedir. Kugburnunun kil igerigi ise % 2.4-7.72
oranindadir [100]. Mineral maddelerden Ca 94-138 mg/100 g, Mg 56-124 mg/100
g, Na 1.0-5.9 mg/100 g, K 461-795 mg/100 g, P 337-834 mg/100 g arasinda
degisim goOstermektedir. BUtun bu veriler kusburnunun enerji ve vitamince

zenginligi yani sira iyi bir mineral kaynagi olduguna da isaret etmektedir [101].

Gao ve ark. 'In [102] yapmis oldugu calismada, Rosa cinsinin farkh turlerinde
antioksidan miktarinin Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit) esdegderi antioksidan kapasite yontemine (TEAC) gore, 457.2 umol TEAC g-1
kuru madde ile 626.2 umol TEAC g-1 kuru madde; demir (lll) iyonu indirgeyici
antioksidan gug yontemine (FRAP) gore ise 983.4 umol FRAP g-1 kuru madde ile
2187.1 ymol FRAP g-1 kuru madde arasinda oldugu belirlenmigtir.

Demir ve ark.” in [100] yapmis oldugu ¢alismada Hadim ve Kastamonu illerinden

toplanan kugburnunun kimyasal Ozellikleri incelenmistir. Buna gore Konya’'da
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yetisen kusburnunda kul miktar1 % 7.35, kuru madde % 20.5, yad % 1.6, protein %
6.71, askorbik asit 2365 mg/100 g, suda ¢ozunur ekstrakt %17, pH 5.12, Na 3.97
mg/kg, K 890.5 mg/kg, P 1850 mg/kg, Fe 72.9 ppm, Mg 162.7 ppm, Ca ise 146.7
ppm olarak bulunmustur. Kastamonu’da yetisen kusburnunda ise kul miktari %
6.48, kuru madde % 23.47, yag % 1.2, protein % 8.44, askorbik asit 2712 mg/100
g, suda ¢Ozunur ekstrakt %21, pH 4.34, Na 4.67 mg/kg, K 1023.9 mg/kg, P 2200
mg/kg, Fe 59.4 ppm, Mg 183.9 ppm, Ca ise 133.3 ppm olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL - METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Gazlar, Kimyasallar ve Gida Ornekleri

Yapilan ¢alismada iki farkli plazma sistemi kullaniimigtir. Bunlardan biri Hacettepe
Universitesi, Gida Mihendisligi Bolimi, Negatif Basing Biyoglivenlik Laboratuvari
(NBBL)Ynda bulunan atmosferik plazma jetidir. Digeri ise Polonya’da, Lublin

Teknoloji Universitesi'nde bulunan DBD plazma sistemidir.

Atmosferik plazma jetinde gaz olarak kuru hava kullaniimigtir. Gaz, Oksan
Kollektif'ten (Ankara) temin edilmistir. Calismada kuru hava secilmesinin nedeni
havanin hem azot hem de oksijen atomlarini icermesi ve dolayisiyla reaktif oksijen
ve nitrojen turlerini bir arada bulundurmasidir. Ayrica gurubumuz tarafinda yapilan
bagka bir ¢alismada havanin mikroorganizmalar Gzerinde saf azot ve oksijenden

¢ok daha etkili oldugu tespit edilmistir[1].

Polonya’ da gerceklestiriien deneylerde kullanilan gazlar He ve O, dir. Ayrica
burada gerceklestirilen deneylerde bu gazlarin belirli oranlarda karigimlar

kullaniimistir.

Potasyum dihidrojen fosfat, sodyum okzalat, L-askorbik asit, n-hekzan, sodyom
dihidrojen fosfat dihidrat, glasiyal asetik asit, susuz sodyum asetat Merck

(Almanya) firmasindan tedarik edilmistir.

a-tokoferol, polivinilpolipirolidon (PVPP), katesol ve diklorofenolindofenol Sigma-

Aldrich (Amerika) firmasindan tedarik edilmistir.

Calismalarda gida ornekleri olarak kurutulmus kusburnu meyvesi (Lokman Hekim,
Ankara), enzim ekstraksiyonu amaciyla da elma (Migros A.S., Ankara)

kullaniimistir.

Spektrofotmetrik dlgimler Perkin Elmer Lambda 25 (Waltham, Massachusetts,
USA) marka spektrofotometre ile yapilmistir. Sicaklik élgimleri ise TFA Digital
Probe Thermometer 30.1018 marka termometre ile yapiimigtir.
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3.1.2. Plazma Sistem Ozellikleri
3.1.2.1. Atmosferik Basing Plazma Jet (Plasmatreat AS400)

Tez kapsaminda kullanilan plazma cihazi, Plasmatreat GmbH (Almanya)
tarafindan Uretilen, AS400 markali, x-y dizleminde hareket kabiliyetine sahip bir

cihazdir.

Deneyler kapsaminda calisilacak atmosferik plazma sisteminin sematik gérinima

Sekil 17’ de detayli olarak gosterilmigtir.

= = Girdap Yiiksek
Gaz besleme tinitesi olugturucu PR
(hava, azot) voltaj
Jeeratorii
Dielektrik materyal —
Topralk - _>{sa':11m];}

elektrodu
' = = P Yiiksek voltaj

eldtr ot

Droner sistemli
__________ . ——----> plazna basha

A

: 17NN
- I AN il » Plazma
5o /AN
Z 3
g : _______ » Erlen
o=
= 21
ZE
. =

E ! Cahsna cozeltilai’ Jmshwnu

E 3 : - "?'t ornekleri
=9 | - ]

1

1

A4

— aﬁﬂﬂﬂ @ = =3 Petrti kan

Sekil 17 Calismada kullanilan atmosferik plazma sisteminin sematik gosterimi

Sisteme beslenilen gaz 6ncelikle girdap olusturucudan gegerek havanin plazma

probunda homojen olarak dolasmasi saglanmaktadir. Girdap olusturucudan ¢ikan

43



gaz yuksek voltaj gerilimi saglayan jeneratorden verilen enerji ile plazma fazina
gegirilerek probun ug¢ kismina dogru ilerlemektedir. Prob icinde olusan plazmanin
sicakligi termal hassasiyete sahip urunler icin problem olusturmaktadir. Bu
sebeple plazma probunun ucuna takilmig olan 6zel bir sistem sayesinde olusan
plazma fazi homojen olarak dagitiimaktadir. Bu sistem hem probun ucundan ¢ikan
plazmanin sicakhginin dusuk olmasini saglamakta hem de aktif plazma tarlerinin

daha genis bir yuzeye yayilimini saglayarak uygulama yuzey alanini artirmaktadir.

Cihaz spesifikasyonlari asagida daha detayli olarak belirtilmistir:

Cizelge 2 Calismada kullanilan plazma parametreleri

Deneylerde
PLAZMA PARAMETRELERI Kullanilan

Parametreler

Referans Voltaj (%) 40-100 100
Plazma Frekansi (kHz) 15-25 16-20-25

. Plazma devir suresi (%) 0-100 100

5

&5 Plazma jet hizi (m/dak) 1-100 -

=

*% Raster offset (mm) 1-250 -

IS

< Gaz akis hizi (L/sa) 100-5000 500-750-1000
iyonlagtirma gazlari Hava, azot, oksijen Hava

Plazma jeti ile 6rnek arasi mesafe (cm) - 5
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3.1.2.2. DBD Plazma Sistemi

Polonya’da Lublin Teknoloji Universitesi’ nde DBD plazma sistemi kullaniimistir.
Sistem ev sahibi bilim gurubu tarafindan tasarlanmis olup sistemin sematik
goérinimu Sekil 18'de detayli olarak belirtiimistir. Plazma sisteminin genel
gorunumu ise Sekil 19'da gosterilmektedir. Sistem; gug¢ Unitesi, gaz akis kontrol
unitesi, gaz kaynagi ve plazma jetinden olusmaktadir. Akis hizi ve karigsimdaki gaz

oranlari Bronkhorst M-112-12-69-6A tipi akis kontrol Unitesi ile kontrol edilmigtir.

Gaz alas kontrol

iinitesi Giic
a> < | unitesi
j==-
1
1o i
Gaz besleme : : 1
]
1 1
———————————— - I I-——------I
1 ]
R ——— ]
DBED
plazma €-----

probu

A Probile ornek
Ornek I i arasimndali
<= W mesafe

cozeltisi

Sekil 18 DBD plazma sisteminin sematik gérinimu

Sekil 19 DBD plazma sisteminin genel gérinimu
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3.2. Metot

Tez kapsaminda plazma jet ve DBD plazma sistemi kullaniimis olup bu kisimda
gerceklegtirilen deneyler her 2 plazma sistemi icin ayri ayri belirtilmistir. Tez
kapsaminda belirtilen deneyler Hacettepe Universitesi, Gida Mihendisligi Bolimdi,
Plazma Destekli Biyomuhendislik ve Biyoteknoloji Laboratuvarinda ve Negatif
Basin¢g Biyoguvenlik Laboratuvar’nda gerceklestiriimis olup, DBD plazma
sistemiyle gerceklestirilen deneyler sadece plazmanin askorbik asit Uzerindeki

etkisi Uzerine etkilerinin incelenmesi Uzerine dayanmaktadir.

3.2.1. Atmosferik Plazma Jeti (Plasmatreat AS400 Sistemi) ile

Gergeklestirilen Deneyler

Askorbik asit, tokoferol, polifenol oksidaz enzimi ve model gidaya Plasmatreat

AS400 atmosferik plazma sistemi ile plazma islemi uygulanmigtir.

3.2.1.1. Sistem Parametrelerinin Optimizasyonu

Tam ornekler icin farkli frekans, slre, gaz akis hizi parametreleri kullaniimistir.
Parametrelerdeki degisimlerin model bilesenler Uzerindeki etkileri géz o6nune

alinarak sistem calisma parametreleri optimize edilmigtir.

3.2.1.2. Sicaklik Olgiimleri

Tum deneyler oda sicakliginda yuratulmus olup askorbik asit ¢ozeltilerinin plazma
islemi Oncesi ve sonrasi sicaklik olgumleri TFA Digital Probe Thermometer
30.1018 marka termometre ile yapilarak veriler kaydedilmistir. Bdylece plazma

isleminden kaynaklanan sicaklik artislari tespit edilmistir.
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3.2.1.3. Askorbik Asit Analizleri
3.2.1.3.1. Askorbik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Askorbik asit analizi i¢in Selimovic ve ark.” larinin [103] uyguladi§i yontem

kullanilmistir.

Tampon ¢dzelti (pH = 5.4): 4.08 g potasyum dihidrojenfosfat (KH,PO4) (Merck) ve

0.16 g disodyum hidrojen fosfatin 1000 ml saf suda ¢o6zundurulmesiyle

hazirlanmistir.

Sodyum okzalat cozeltisi (0.0056 mol/dm?®): 0.75 g sodyum okzalatin (Merck) 1000

ml tampon ¢oOzeltisinde ¢ozundurulmesiyle hazirlanmigtir.

Stok L-askorbik asit ¢ozeltisi (1.13x10™ mol/dm®): 0.05 g L-askorbik asidin (Merck)

250 ml sodyum okzalat ¢ozeltisinde ¢ozUndurulmesiyle hazirlanmigtir.

Calisma cozeltisi: 37,5 mL stok askorbik asit ¢ozeltisi 500 mL’lik balon jojeye

aktarilarak 0.0056 mol/dm® sodyum okzalat cozeltisiyle cizgisine kadar

seyreltilmistir. Her parametre igin bu ¢ozelti kullaniimigtir.

3.2.1.3.2. Askorbik Asit Cozeltisine Plazma isleminin Uygulanmasi
5 mL galisma ¢oOzeltisi erlene alinip asagidaki plazma parametreleri uygulanmigtir:

< Frekans: 16 kHz, 20 kHz, 25kHz
«» Sure: 2sn, 4 sn, 6sn, 8sn
s Gaz akis hizi: 500 L/sa, 750 L/sa, 1000 L/sa

Gaz kompozisyonu: Kuru hava

X/
o

+ Referans voltaj: %100

Deneylerde her parametre 3 tekrarli olarak gergeklestiriimis ve sonugclar verilerin

ortalamasi seklinde verilmigtir.

3.2.1.3.3. Askorbik Asidin Spektrofotometrik Yontemle Analizi

Spektrofotometrik dlgimler Perkin Elmer Lambda 25 (Waltham, Massachusetts,

USA) marka spektrofotometre ile dlgtimustur.
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Standartlarin_hazirlanmasi: Stok askorbik asit ¢ozeltisinden sirasiyla 100, 250,

500, 750, 900 uL alinarak 10 mL’lik balon jojede sodyum okzalatla ¢izgisine kadar

tamamlandi.

Kalibrasyon edrisinin cizilmesi: Standartlar 243 nm’de sodyum okzalat ¢ozeltisine

karsi okutuldu, veriler kaydedildi.

Orneklerin okutulmasi: Plazma iglemine tabi tutulan 6rnekler 243 nm’ de sodyum

okzalat ¢Ozeltisine kargi okutuldu, veriler kaydedildi.

3.2.1.4. Tokoferol Analizleri
3.2.1.4.1. Tokoferol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

iki farkli konsantrasyonda tokoferol ¢ézeltisi hazirlanmistir. Bunun icin 250 mg ve
50 mg tokoferol 25 mL’ lik balon jojede hekzanla ¢izgisine kadar tamamlanmistir.

Hazirlanan gozeltilerin konsantrasyonu 10 mg/mL ve 2 mg/mL’ dir.

3.2.1.4.2. Tokoferol Cozeltilerine Plazma isleminin Uygulanmasi

10 mg/mL’ lik ¢ozeltiden 90 pL, 2 mg/mL’ lik ¢ozeltiden ise 100 yL alinip erlene
aktarilmistir, hekzan ucgurulduktan sonra plazma islemine tabi tutulmustur.

Orneklere asa@idaki parametreler uygulanmstir.

+»+ Frekans: 16 kHz, 25kHz
«» Sure: 2sn, 4 sn, 6sn, 8sn
Gaz akis hizi: 500 L/sa, 750 L/sa, 1000 L/sa

% Gaz kompozisyonu: Kuru hava

X/
o

% Referans voltaj: %100

Tokoferol ¢ozeltileri plazma bilesenlerine karsi ¢ok hassas oldugundan kolayca
degrade olabilmektedir. Bu sebepten dolayi en disik(16 kHz) ve en yiksek (25

kHz) frekans deg@erlerinde etkileri gdzlemlenmeye calisiimistir.
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3.2.1.4.3. Tokoferoliin HPLC Yontemi ile Analizi

Plazma igleminden sonra her iki konsantrasyon (10 mg/mL ve 2 mg/mL) icin de
erlenlere 10 mL hekzan eklenip erlende kalan kisim geri kazaniimistir. Daha sonra

ornekler Agilent 1100 HPLC cihazi vasitasi ile analiz edilmistir.

Tokoferol miktarinin belirlenmesi igcin AOCS Ce 8-89 HPLC metodu uygulanmistir
[104]. Bu yontemde Hypersil 100 (25 cmx4.6mm, 5um) kolon ile Agilent 1100
HPLC cihazi ve floresans dedektér kullaniimistir. Calisma kosullari asagidaki
gibidir:

% Kolon firin sicakligi: 25 °C

« Kolon akis hizi: 1,3 mL/dakika

+ Enjeksiyon hacmi: 20 uL.

% Mobil faz: hekzan: izopropanol (% 95.5:0.5) karisimi

++ Floresans dedektor: Ex:290 nm Em:330 nm .

Ayrica askorbik asidin degradasyonunu tespit etmek amaciyla orneklerin farkli

dalga boylarinda gdsterdikleri absorbanslar spektrofotometrede incelenmistir.

3.2.1.5. Polifenol Oksidaz Enzimi Analizleri
3.2.1.5.1. Polifenoloksidaz Enziminin Ekstraksiyonu

Enzim ekstraksiyonunda Mogol ve ark. larinin [105] uyguladi§i yo6ntem

kullaniimistir.

Fosfat tamponunun hazirlanmasi: 15,60 gr NaH,PO,.2H,O distile suda

¢ozundurulerek, NaOH ¢ozeltisiyle pH 6,5 a ayarlanmistir.

Enzim ekstraksiyonu: Elmalar soyulup cekirdekleri cikartiimistir. 100 gr elma

tarilarak Uzerine fazla miktardaki esmerlesmeyi Onlemek igin 2 gr polivinil
polipirolidon (PVPP) ve 160 mL tampon c¢oOzelti eklenerek homojenizatérde
karigtinimistir. Daha sonra 4 kath tulbentten stzulmustur. Elde edilen stzintu
10000 x g'de 4°C’ de 25 dakika santriflj edilmigtir. SUpernatant alinarak -18°C’de

saklanmigtir.
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3.2.1.5.2. Polifenoloksidaz Enzimine Plazma isleminin Uygulanmasi

4 mL enzim ¢ozeltisi alinarak erlenlere aktarilmistir. Orneklere asagidaki

parametreler uygulanmigtir:

< Frekans: 25 kHz
«» Sdlre: 2 sn, 4 sn, 6 sn, 8sn
Gaz akis hizi: 1000 L/sa

s Gaz kompozisyonu: Kuru hava

X/
L %4

L)

» Referans voltaj: %100

L)

Plazma sisteminde 6zellikle frekans arttigi zaman plazma gucinde artis meydana
gelmektedir. Ayrica sicaklik olgumleri ve askorbik asit verileri de dikkate
alindiginda 1000 L/sa parametresinin de en etkin parametre oldugu tespit
edilmistir. Plazma uygulamasinin enzim aktivitesi Uzerindeki etkinliginin
belirlenmesi dolayisiyla enzim kinetiklerinin ¢ikartilmasi amaciyla en etkin plazma
parametrelerinde ¢alisilmasinin kinetiklerin anlasiimasinda etkin olabilecegi
dusunulmektedir. Bununla birlikte enzim protein yapida oldugu igin dusuk

frekansin ve disuk akis hizinin bu yapiya etkisi olamayacagi dustinulmektedir.

3.2.1.5.3. Polifenoloksidaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Plazma iglemi uygulanmamis ve uygulanmis orneklerdeki enzim aktiviteleri
spektrofotometrik olarak olglimustir. Bu amagla 5 farkli konsantrasyonda substrat
cOzeltisi hazirlanmistir.  Substrat olarak katesol kullaniimis olup substrat
konsantrasyonlari, 20 mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM ve 500 mM olacak sekilde
hazirlanmistir. Kuvete 2,5 mL substrat ¢ozeltisi ve 0,5 ml enzim ekstrakt
koyulmustur. 420 nm’ de 10 saniyede bir absorbans olgimu yapilarak zamana

karsi absorbans grafigi cizilmistir.
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3.2.1.6. Model Gida Uzerinde Plazma igleminin Etkinliginin Belirlenmesi
3.2.1.6.1. Plazma islemi Oncesi On Hazirlik Asamalari

Model gida olarak kusburnu meyvesi kullaniimistir. Meyveler ayiklanip

temizlendikten sonra petri kaplarina 20 ser gr tartiimigtir.
3.2.1.6.2. Model Gida Orneklerine Plazma isleminin Uygulanmasi

Petri kaplarindaki kugburnu meyvesi 6rneklerine asagidaki plazma parametreleri

uygulanmigtir:

% Frekans: 25kHz

s Sdre: 2sn, 4 sn, 6 sn, 8sn

s Gaz akis hizi: 1000 L/sa

% Gaz kompozisyonu: Kuru hava

% Referans voltaj: %100

Model gidalar Uzerinde yapilan deneylerde de frekans ve gaz akis hizi verileri
sabit tutularak uygulama suresinde dedisimle meydana gelebilecek etkiler

incelenmigtir.

3.2.1.6.3. Askorbik Asit Analizi

Petri kaplarindaki orneklerin Uzerine agirhigi kadar %2’ lik okzalik asit ¢ozeltisi
eklenerek homojenizatérde karistiriimistir. Olusan ezmeden 25 mL’lik balon jojeye
~5 gr tartilarak %2’ lik okzalik asit ¢Ozeltisiyle gizgisine kadar tamamlanmistir. 5
dakika ultrasonik su banyosunda bekletiimistir. Daha sonra kaba slzgeg¢

kagidindan suzulmustar. Filtrat analize alinmigtir.
C vitamini analizi igin gerekli ¢ozeltiler:

%2’ lik okzalik asit cozeltisi: 20 gr okzalik asit 1 L distile suda ¢dzindurtlmustar.

pH 4 Asetat tamponu: 15 gr susuz sodyum asetat, 35 mL distile suda
¢OzundUrdlmustir Uzerine 50 mL glasiyal asetik asit eklenmigtir. pH 4’ e

ayarlanmigtir.

Boya cdzeltisi: 0,0125 gr diklorofenol indofenol 12,5 mL sicak distile suda

¢ozundurulup, Uzerine 0,0105 gr sodyum bikarbonat eklenmistir. Distile su ile 50
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mL’ ye tamamlanmistir. Bu stok boyadan 38,46 mL alinarak 100 mL’ ye distile su

ile seyreltilmigtir.

Stok askorbik asit c¢ozeltisi: 0,1 gr askorbik asit 100 mL’ ye distile su ile

tamamlanmistir. Bu c¢ozelti iki defa %2’ lik okzalik asitle 1/10 oraninda

seyreltilmistir.

Standart askorbik asit ¢ozeltileri stok askorbik asit ¢ozeltisinden sirasiyla 0,5, 1,
1,5, 2 mL alinip %2’ lik okzalik asit ¢ozeltisiyle 10 mL’ ye seyreltimesiyle

hazirlanmistir.

Kor deneme icin deney tipune sirasiyla 2 mL okzalik asit ¢ozeltisi, Uzerine 2 mL
asetat tamponu ve 2 mL boya ¢ozeltisi eklenmigstir. Spektrofotometrede 520 nm’de

okzalik asit ¢ozeltisine kargi okuma yapilmigtir. Veriler kaydedilmistir.

Hazirlanan standart askorbik asit c¢ozeltileri ve plazma islemine tabi tutulan
orneklerden elde edilen filtrattan deney tupine 2 mL alinip, Uzerine 2 mL asetat
tamponu ve 2 mL boya c¢ozeltisi eklenmistir. Spektrofotometrede 520 nm’de

okzalik asit ¢ozeltisine kargi okuma yapilmigtir. Veriler kaydedilmigtir.

3.2.2. DBD Plazma Sistemi ile Gergeklestirilen Deneyler
3.2.2.1. Sistem Parametrelerinin Optimizasyonu

Sure parametreleri halihazirda yapilan calismalara gore belirlenmistir. Literatlre

bakildiginda uygulama suresinin genellikle 60 saniyeyi gegmedigi gorualmusgtur.

Cizelge 3’ teki veriler Lublin Teknoloji Universitesi'nde, Prof. Stryczewska’nin
¢alisma grubundan alinmis olup bosalimdan 5 cm uzaklikta Olgulen sicaklik
degerleridir. Deneylerde kullanilan akig hizlari bu verilere gore belirlenmistir. En

dusuk 3 sicaklik degerine karsilik gelen akig hizlari secilmigtir.

Cizelge 3 Probtan 5 cm uzaklikta farkli gaz akis hizlarinda dlgulen sicakliklar

Gaz Akis
Hizi  |0,028|0,042|0,056|0,070|0,084|0,098|0,112|0,126 | 0,140|0,154 | 0,168
(L/dak)
S'foack)"k 80,0 | 76,0 | 54,0 | 450 | 405 | 37.6 | 36,0 | 34,0 | 32,5 | 31.0 | 30,2
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Deneylerde He gazi ve farkli oranlarda He-O, gazi karigimi kullaniimigtir. Ayrica
plazma probu ile 6rnek yluzeyi arasindaki mesafe degistirilerek farkh uzaklik

parametreleri denenmigtir.

3.2.2.2. Sicaklik Olgiimleri

Tum deneyler oda sicakliginda yuratalmus olup plazma uygulamasindan dnce ve

sonra orneklerin sicakhgi olgulmagtur.

3.2.2.3. Askorbik Asit Analizleri
3.2.2.3.1. Askorbik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Askorbik asit analizi i¢cin Selimovic ve ark.” larinin [103] uyguladi§i yontem

kullanilimistir.

Tampon ¢dzelti (pH = 5.4): 4.08 g potasyum dihidrojenfosfat (KH,PO,4) (Merck) ve

0.16 g disodyum hidrojen fosfatin 1000 ml saf suda ¢o6zundurulmesiyle

hazirlanmistir.

Sodyum okzalat ¢cozeltisi (0.0056 mol/dm®): 0.75 g sodyum okzalatin (Merck) 1000

ml tampon ¢ozeltisinde ¢ozundurulmesiyle hazirlanmigtir.

Stok L-askorbik asit ¢dzeltisi (1.13x10-3 mol/dm®): 0.05 g L-askorbik asidin

(Merck) 250 ml sodyum okzalat ¢ozeltisinde ¢ézinduriimesiyle hazirlanmistir.

Calisma cozeltisi: 37,5 mL stok askorbik asit ¢ozeltisi 500 mL’lik balon jojeye

aktarilarak 0.0056 mol/dm® sodyum okzalat cozeltisiyle cizgisine kadar

seyreltilmistir. Her parametre igin bu ¢ozelti kullaniimigtir.

3.2.2.3.2. Askorbik Asit Cozeltilerine DBD Plazma isleminin Uygulanmasi

Hazirlanan galisma ¢oOzeltisinden 5 mL alinarak behere aktariimigtir. Asagidaki

plazma parametreleri uygulanmistir:

s Sdre: 4, 8, 12, 16, 20, 60 sn
+ Gaz kompozisyonu: He ve He-O; karigimi
% Helyumun akis hizi: 0,112, 0,140, 0,168 L/dak

53



« Karigimdaki oksijenin akis hizi: 0,063, 0,100, 0,141 L/dak

+ Bosalimla 6rnek arasindaki uzaklik: 2, 3, 5, cm

Calisma gazi olarak Polonya’ daki arastirma gurubunun daha 6nce kullanmis

oldugu iki gaz (He, O) kullaniimistir.

3.2.2.3.3. Askorbik Asidin Spektrofotometrik Yontemle Analizi

Standartlarin_hazirlanmasi: Stok askorbik asit ¢ozeltisinden sirasiyla 100, 250,

500, 750, 900 uL alinarak 10 mL’lik balon jojede sodyum okzalatla ¢izgisine kadar

tamamlandi.

Kalibrasyon edrisinin gizilmesi: Standartlar 243 nm’de sodyum okzalat ¢ozeltisine

karsi okutuldu, veriler kaydedildi.

Orneklerin okutulmasi: Plazma islemine tabi tutulan drnekler 243 nm’ de sodyum

okzalat ¢Ozeltisine kargi okutuldu, veriler kaydedildi.

Spektrofotometrik olgiimler Lublin  Teknoloji Universitesi, Cevre Muihendisligi

Bolumd’ nde Prof. Jacek Czerwinski’ nin laboratuvarinda yapilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu caligmanin temel amaci belirlenen gida bilegsenlerine ve orneklerine plazma
islemini uygulayarak plazmanin biyoaktif bilegenler Uzerine etkisini incelemektir.
Bu amacla calismanin ilk agsamasinda gida bilesenleri olan L-askorbik asit, a-
tokoferol ve polifenol oksidaza, sonrasinda ise model gida olarak secilen
kusburnuna plazma iglemi uygulanmigtir. Plazma islemi atmosferik plazma jeti ve
DBD plazma sistemi kullanilarak gergeklestiriimistir. Calismada temel olarak
atmosferik plazma jetinde hava, DBD plazma sisteminde ise He ve He-O; karisimi
kullanilarak plazma uygulamasinin etkisi incelenmigtir. Atmosferik plazma
sisteminde farkh frekans, gaz akis hizi ve uygulama suresi parametreleri, DBD
plazma sisteminde ise farkh gaz akis hizi, uzaklik ve slre parametreleri

denenmigtir.

Oncelikle, 6n ¢alismalar kapsaminda, gida bilesenlerinin belirli konsantrasyonlarda
calisma c¢ozeltileri hazirlanmistir. Uygulanacak islem parametreleri belirlenerek

plazma iglemi gergeklestiriimistir.

Sonraki asamada ise, plazma iglemi uygulanmis Ornekler analize alinarak

plazmanin bu biyoaktif bilesenler Gzerindeki etkileri belirlenmigtir.

| Model Cozeltiler | | ModelGida |

[ Askomikasit | [ Tokoferor ] [ Polifenol Oksidaz | [ wusbumu ]
Atmosferik DBD Plazma Atmosferik Atmosferik Atmosferik
Plazma Jeti Sistemi Plazma Jeti Plazma Jeti Plazma Jeti

Sicaklik Sicaklik Sicaklik

Olgumu Olctimi Qlgumi

HPLC ile Olgim

Spektrofotometrik Spektrofotometrik Spektrofotometrik Spektrofotometrik Spektrofotometrik

Olgiim Olgtim Olgiim Olgiim Olgiim

Sekil 20 Tez kapsaminda gergeklestirilen deney akim semasi
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Tez kapsaminda belirtiimis olan deneylerin hepsi atmosferik plazma jeti ile
gerceklestiriimis olup, DBD plazma sisteminin sadece askorbik asit c¢ozeltileri

uzerindeki etkileri incelenmistir.

4.1. Plazma isleminin Askorbik Asit Cozeltisi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Askorbik asit ¢gozeltilerine atmosferik plazma jeti ve DBD plazma sistemi ile plazma
islemi uygulanmig; plazma iglemi 6ncesinde ve uygulanan her bir parametre
sonrasinda konsantrasyonlar hesaplanarak askorbik asit ¢ozeltisindeki kayip (%)
belirlenmistir. Ayrica plazma iglemi 6ncesi ve sonrasi sicaklik dlgumleri yapilarak

degisim miktari tespit edilmigtir.

4.1.1. Atmosferik Plazma Jeti ile Uygulanan Plazma isleminin Askorbik Asit

Cozeltileri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Belirli konsantrasyonlarda hazirlanan askorbik asit standart c¢ozeltilerinin
spektrofotometrede 243 nm’ de verdigi absorbanslar 6l¢iimis, konsantrasyon
degerlerine karsi absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi

cizilmistir.

y =0,5488x + 0,0148

0,8 -
R?=0,9979

0,7 A

m)

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 T T T !

0 0,5 1 1,5 2
Konsantrasyon (mg/100 ml)

Abs (243 n

Sekil 21 Askorbik asit analizi igin kalibrasyon egrisi

Plazma iglemi 6ncesinde stok ¢dzeltiden hazirlanan calisma ¢ozeltisinin = (1,5

mg/100 mL) absorbansi dlgulerek baglangictaki aborbans belirlenmistir.
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Erlenlere 5’ er mL calisma ¢ozeltisi aktarilarak plazma islemine gegcilmis, her bir
parametre 3 tekrarh olarak uygulanmistir. Plazma iglemi uygulanmig orneklerin
absorbans degerleri dlgulmuagstlr ve konsantrasyonlar hesaplanarak % askorbik

asit kaybi belirlenmigtir.

Cizelge 4 Plazma islemi sonrasi askorbik asit miktarindaki kayip (%)
N=3, RSD=relatif standart sapma)

Gaz | Askorbik Gaz | Askorbik
Frekans |Sure| Akis Asit RSD | Frekans | Sure| Akis Asit RSD
(kHz) | (sn)| Hiz1 Kaybi (%) | (kHz) | (sn)| Hiz1 Kaybi (%)

(L/sa) (%) (L/sa) (%)

25 8 500 64,2+29 45 25 4 500 595+26 44
750 69,2+09 1,3 750 64,807 11
1000 83,5+3,7 44 1000 74,9+06 0,8
20 8 500 684+41 7,1 20 4 500 57,1+02 04
750 63,4+33 5.2 750 59,7+06 0,9
1000 794+15 19 1000 72,6+0,7 1,0
16 8 500 538+05 1,0 16 4 500 53,3+1,7 3,2
750 61,1+05 0,9 750 56,705 0,9
1000 77,7+12 15 1000 66,4+0,2 04
25 6 500 62,7+3,6 5,7 25 2 500 555+23 41
750 67425 3,6 750 63,1+13 21
1000 77,3+0,7 1,0 1000 68,7+4,3 6,2
20 6 500 58,3+05 0,9 20 2 500 528+04 0,8
750 61,7+23 3,7 750 56,2+1,1 19
1000 759+0,7 0,9 1000 64,1+1,3 20
16 6 500 53,5+0,3 0,5 16 2 500 523+1,1 272
750 60,9+04 0,7 750 558+04 0,8
1000 72,8+1,1 1,6 1000 62,6+0,0 0,1

Cizelge 5 Atmosferik plazma uygulamasi sonrasi birinci dereceden inaktivasyon modeli
icin kinetik sabitler (k) ve D degerleri

Frekans (kHz) Gaz(f/ks'z)H'Z' k (x10%sn™) D (sn)
25 kHz 500 0,11 2066,1
750 0,12 1858,7

1000 0,20 1175,1

20 kHz 500 0,09 2451,0
750 0,11 2145,9

1000 0,18 1295,3

16 kHz 500 0,08 2932,6
750 0,10 2288,3

1000 0,17 1385,0

57



100,0
——500L/sa —m—750L/sa

(0]

o

o
I

—A—1000 L/sa

D

o

o
I

D

o

o
I

Askorbik Asit (%)

N

K

o
I

e
o

0 2 4 6 8 10
Sire (sn)

(@)

100,0
——500 L/sa ——750 L/sa
80,0

—A—1000 L/sa

Askorbik Asit (%)

Siire (sn)

(b)

100,0
—— 500 L/sa —m— 750 L/sa

I

o

[=)
1

—A—1000 L/sa

D

o

o
1

Askorbik Asit (%)
S
o

N

o

o
1

0 2 4 6 8 10
Sire (sn)

o
o

(©)

Sekil 22 Plazma uygulamasi sonrasi askorbik asit miktarindaki degisim, (a)25 kHz,(b)20
kHz,(c)16 kHz
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Sekil 23 Farkl plazma parametrelerinde askorbik asit Uzerine etkisi (a)25 kHz,(b)20
kHz,(c)16 kHz

Grafikler incelendiginde askorbik asit kaybi en fazla 25 kHz, 1000 L/sa akis
hizinda ve 8 sn’lik uygulama sonucunda %83,5 olarak belirlenmisgtir.

Tez kapsaminda calisilan Plasmatreat AS 400 cihazinda artan frekans degerleri
ile birlikte plazma voltaji ve akim artmakta olup bu degerler plazma glcunu
vermektedir. Dolayisiyla bu da plazma probunun ucundan gikacak olan havaya

iyonlasmasi i¢in gerekenden daha fazla gug verildigi anlamina gelmektedir(plazma
stabil halde surekli olusmaktadir). 25 kHz plazmada c¢aligilabilecek en ylksek
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frekans degeri oldugu icin buradan elde edilen indirgenme diger parametrelere

goOre daha fazla olmaktadir.

Akis hizi da plazma olusumunu etkileyen bir diger parametredir. Gug verilen ve
topraklanan elektrot arasindan gegcen gaz tam olarak iyonlasabildiginde etkin ve
stabil plazma olusabilmektedir. Ayrica beslenen gaz miktari gerekenden az
oldugunda stabil plazma fazi olusamamaktadir. Cihazin gaz besleme Ust limiti olan
5000 L/sa parametresi tez kapsamina alinmamis olup bu parametre ile
calisildiginda calisilan ¢ozelti Gzerine ¢ok fazla hava akisi olmakta ve cozelti
icinde bulundugu deney kabindan disariya tasmaktadir. Gergeklestirilen on
denemeler sonucunda maksimum 1000 L/sa akis hizinin yeterli oldugu tespit
edilmistir. Ayrica bu akig hizi degerinde plazma probundan c¢ikan hava ile
cOzeltide karisim saglanabilmektedir. Bdylece zayif penetrasyon yetenegdine sahip

plazmanin askorbik asit ¢ozeltisi ile etkilesimi arttiriimaktdir.

Plazma uygulamasinda en etkin parametrelerden birisi zamandir. Atmosferik
plazma Ozellikle kisa uygulama suresinde daha etkin sonuglar alinmasi
bakimindan disiik basingh plazmalara gére tercih edilmektedir. islem siiresinin
artmasi ile aktif plazma tarleri ile galisilan ¢ozeltilerin etkilesim suresi artmaktadir.

Bu da degradasyonun artmasina sebebiyet vermektedir.

Askorbik asidin degradasyonu, hem plazmadaki aktif tlrler ve radikaller nedeniyle
hem de UV isini etkisiyle gerceklesmektedir. UV isini askorbik asitteki baglari
etileyerek askorbik asidin pargalanmasina neden olmaktadir. Ayrica askorbik asit
antioksidan 6zellikte oldugu icin radikallerle ve reaktif turlerle kolayca tepkimeye
girme egilimindedir. Bu durum plazmanin askorbik asit Uzerindeki etki

mekanizmasini agiklamaktadir.

Sicaklik Olciimleri:

Askorbik asit c¢ozeltisinin plazma islemi oncesi ve sonrasi sicaklik olgimleri
yapiimig, sicakliklarda gorulen degisim Tablo 2'de verilmistir. Deneylerde askorbik
asit ¢ozeltisinin sicakhginin 31,1 °C’ yi gegmedigi belirlenmistir. En fazla sicakhk
artigi ise 25 kHz, 1000 L/sa akis hizinda 8 sn’lik plazma uygulamasi sonucu
gorulmustir. Ayrica en yuksek sicaklik 31,1 °C’yi gegcmedigi icin kullanilan

yontemin soguk plazma yontemi oldugu soylenebilir.
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Cizelge 6 Plazma uygulamasi sonrasi sicaklik degisimleri

Frekans Siire Gaz Akis AT Frekans Siire Gaz Akis AT
(kHz) (sn) Hizi (L/sa) | (°C) (kHz) (sn) Hizi (L/sa) | (°C)
25 8 500 4,8 25 4 500 1,0
750 6,4 750 2,4

1000 8,0 1000 3,4

20 8 500 3,3 20 4 500 15
750 5,0 750 2,3

1000 6,2 1000 3,9

16 8 500 2,3 16 4 500 1,3
750 4,9 750 2,4

1000 5,8 1000 2,5

25 6 500 2,8 25 2 500 1,3
750 55 750 1,6

1000 5,9 1000 2,1

20 6 500 15 20 2 500 0,9
750 3,7 750 1,6

1000 4,5 1000 15

16 6 500 1,1 16 2 500 0,6
750 3,0 750 1,0

1000 4,2 1000 1,2

4.1.2. DBD Plazma Sistemi ile Uygulanan Plazma isleminin Askorbik Asit

Cozeltileri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Belirli konsantrasyonlarda hazirlanan askorbik asit standart c¢ozeltilerinin
spektrofotometrede 243 nm’ de verdigi absorbanslar 6l¢ilmis, konsantrasyon

degerlerine karsi absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi

cizilmistir.
1 1 -
y =0,4321x - 0,0009 y =0,5483x + 0,0101
0,8 - R?=0,9999 0,8 - R2=1
g £
0,6 - 20,6 -
S S
- 0,4 - 0.4 -
.<Q ]
0,2 - <(0,2 .
O T T T 1 0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 0 0,5 1 1,5
(a) Konsantrasyon (mg/100 mL) (b) Konsantrasyon (mg/100 mL)

Sekil 24 He gazi ve He-O, gazi ile yapilan deneyler igin askorbik asit kalibrasyon egrisi (a)
He, (b) He-O,
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Uygulanacak plazma parametreleri belirlendikten sonra plazma uygulamasina
gecilmigtir. Gaz akis hizlari bolim 3.2.2.1’de belirtiimis olan sicaklik verilerine gore
belirlenmistir. Buna gore en dusuk 3 sicaklik degerine karsilik gelen akis hizi
degerleri secilmigtir. Uygulama suresi olarak ise literatirde genellikle kullanilan
sureler secilmistir. Ug farkl uzaklik parametresi segilerek plazmanin ile érnek

arasindaki mesafenin plazmanin etkinligi Uzerindeki etkisi incelenmistir.

Plazma uygulamasindan sonra érneklerin absorbanslari dlgullip konsantrasyonlari
hesaplanarak askorbik asit miktarindaki azalma belirlenmigtir. Sonuglar farkli

ornek-prob arasi mesafe degerlerinde iglem suresine karsi grafige gegirilmistir.

100 W
\ —e—0,112 L/dk
98 - —m—0,140 L/dk
<
B 96 - 0,168 L/dk
<
x
K]
294 -
o
3 : \//;\\ %
9 u
90 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Siire (sn)

Sekil 25 He gazi kullanildiginda olugan askorbik asit kaybi (plazma probu ile 6rnek
arasindaki mesafe 5 cm)

100
0,112 L/dk

_98 1 —e—0,140 L/dk
S
G 96 - —m—0,168 L/dk
<
x
o)
5 94 -
4
[}
<

92 -

90 T T T T T T 1

0 10 20 B 50 60 70
Sure (sn)

Sekil 26 He gazi kullanildiginda olugan askorbik asit kaybi (plazma probu ile 6rnek
arasindaki mesafe 3 cm)
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100 4
95 -
. —e—0,168 L/dk
X 90 -
';5:; 85 -
X
2 80 -
o
5
< 75 T
70 -
65 T T T T T T 1
0 10 20 30 sijre (sn) 40 50 60 70
Sekil 27 He gazi kullanildijinda olusan askorbik asit kaybi (plazma probu ile 6rnek
arasindaki mesafe 2 cm)
100
95
S
% 90
<
=
S g5
E) —e—0,210 L/dk He - 0,141 L/dk 02
< %0 —#—0,210 L/dk He - 0,100 L/dk 02 \.
0,210 L/dk He - 0,063 L/dk 02
75 T T T T T T 1
0 10 20 30 §iire (sn) 40 50 60 70

Sekil 28 He-0O; gazi karisimi kullanildiginda olusan askorbik asit kaybi (plazma probu ile
ornek arasindaki mesafe 3 cm)

100 <

95 - ——0,210 L/ dk He - 0,0141 L/dk 02
90 -
85 -

80 -

Askorbik Asit (%)

70 -

65 T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70
Sire (sn)

Sekil 29 He-O, gazi karigimi kullanildiginda olugsan askorbik asit kaybi (plazma probu ile
ornek arasindaki mesafe 2 cm)
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Deney sonuglari incelendiginde He gazi tek basina kullanildiginda degradasyonun
daha fazla oldugu buna karsin He-O, gazi ile yapilan deneylerde askorbik asit
kaybinin daha az oldugu goérulmektedir. He gazi kullanilarak yapilan deneylerde

maksimum askorbik asit kaybi % 28,6, He-O2 gazi kullanildiginda ise %30,4°dir.

Grafiklere bakildiginda askorbik asit miktarinda meydana gelen kaybin sire ve
uzaklikla orantili oldugu gorulmektedir. Buna gore, sure arttikga ve probla 6rnek
arasiI mesafe azaldikga kayip artmaktadir. Ayrica en yuksek askorbik asit kaybi1 60

sn’lik plazma iglemi uygulamasi sonrasi gorulmektedir.

Askorbik asidin degradasyon mekanizmasi askorbik asidin plazmadaki aktif
turlerele ve radikallerle etkilesimi ile agiklanabilir. Ayrica plazma fazinda olusan
UV sinlart da askorbik asidin baglarini etkileyerek degradasyona sebep

olmaktadir.

Deneyler sonucunda hesaplanan kinetik sabitler ve D-degerleri agagidaki gibidir.

Cizelge 7 DBD plazma uygulamasi sonrasi birinci dereceden inaktivasyon modeli i¢in
kinetik sabitler (k) ve D degerleri

Ornek-Prob
Arasi Mesafe Akis Hizi'  k (x10%sn™) D (sn)
(cm)
3 0,112 0,003 76923,1
0,140 0,003 76923,1
0,168 0,003 83333,3
2 0,168 0,005 43478,3

Atmosferik plazma ve DBD plazma uygulmasi sonrasi k ve D-degerleri
incelendiginde atmosferik plazma uygulamasi sonucunda daha yuksek D degerleri
ve daha dusuk k degerleri bulunmustur. Bu durum atmosferik plazma
uygulamasinin  askorbik asit degradasyonunda daha etkili oldugunu

gOstermektedir.
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Sicaklik Olciimleri:

He gazi ve He-O; karisimi kullanilarak DBD plazma sistemi ile plazma uygulamasi

sonrasl c¢ozelti

sicakligindaki

artis Cizelge 8'de gosteriimektedir.

Sonuglar

incelendiginde DBD plazma sistemi ile plazma uygulamasinin soguk plazma

uygulamasi oldugu, sicaklikta dnemli bir artisa sebep olmadigi goériimektedir.

Cizelge 8 He gazi kullanildiginda askorbik asit ¢ozeltisi sicakligindaki degisim

Gaz Akig | OrnekProb | qie | AT | Gaz Akig | OrnekProb | gue | AT
Hiz (LIR) A’as('c':"njsafe o) | ¢¢) | Hims (LidR) A’as('c':"n‘;safe sn) | ce)
0,112 5 4 17| 0112 3 4 09
8 43 8 09
12 41 12 19
16 31 16 1,3
20 31 20 16
60 2.8 60 1.7
0,140 5 4 17| 0140 3 4 05
8 14 8 08
12 13 12 09
16 14 16 07
20 11 20 06
60 1,1 60 1.1
0,168 5 4 08| 0168 3 4 12
8 04 8 08
12 09 12 12
16 1,3 16 11
20 1 20 1
60 1 60 0.8
0,168 2 4 25| 0168 2 16 16
8 22 20 09
12 14 60 05
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Cizelge 9 He-O, gaz karisimi kullanildiginda askorbik asit ¢ozeltisi sicakligindaki degisim

Gaz Akis | Ornek-Prob Si Gaz Akis | Ornek-Prob | ...

Hizi (Udk) | Arasi Mesafe | 507%| 0T | Hizi (Lidk) | Arasi  |SUre| 0T

He 0 (cm) (sn) | (°C) He o Mesafe (cm) (sn) | (°C)

2 2

0,210 0,141 3 4 1,7 10,210 0,063 3 4 1,1
8 0,8 8 0,9
12 1,0 12 1,6
16 0,5 16 0,9
20 0,5 20 0,4
60 -0,9 60 -0,9

0,210 0,100 3 4 1,3 ]0,210 0,141 2 4 1,1
8 1,0 8 0,8
12 0,8 12 0,2
16 0,9 16 0,1
20 0,8 20 -0,3
60 -1,1 60 -1,7

Atmosferik plazma sisteminin ve DBD plazma sisteminin askorbik asit
¢Ozeltilerinde meydana getirdigi degaradasyon etkisine bakildiginda DBD plazma
sistemi ¢ok daha avantajli gozikmektedir. Atmosferik plazma jet sistemi 8
saniyede %82 lik bir indirgenmeye sebebiyet verirken, DBD plazma sistemi ise 60
saniyelik bir uygulamada bile maksimum %30’ luk bir indirgenmeye neden
olmaktadir. Askorbik asit degradasyonununda meydana gelen farklarin nedenlerini

soyle siralayabiliriz:

Plazma uygulamalarinda kullanilan gazin cesidi plazma fazinda olusan reaktif
tarleri  etkiledigi icin bu durum plazma uygulamasinin etkinligini de
degistirmektedir. Atmosferik plazma sisteminde kuru hava, DBD plazma
sisteminde ise He ve He-O, kullanildigi igin olugsan reaktif turler de farklidir.
Askorbik asit molekullerinin olusan bu reaktif turler ile tepkimeye girme
egilimlerinin de farkli olmasi nedeniyle degradasyon derecesi plazma sistemlerine
gore farklihk gostermistir.  Bunun yani sira gazlarin farkh olmasi, iyonlasan

gazlarin neden oldugu sicaklik artisinin da farkli olmasina neden olmaktadir.

DBD plazma sisteminde He-O, plazmasi olusturabilmek igin gerekli akis hizlari
belirlenmistir. He ve O, i¢cin bu akig hizlarindan dusuk degerlerde plazma
olusamamaktadir. Plazma uygulamasi sonrasi sicaklik degisimleri incelendiginde

He-O, gaz karigsimi kullanildiginda sicakligin artmadigi aksine baslangica gore
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azaldig1 gorulmektedir. Bu durum plazma olusturabilmek icin gerekli akis
hizlarinda besleme vyapildiginda, beslenen gaz miktarinin tamaminin
iyonlastirilamayip plazma fazina gecirilememesi ve bunun sonucu olarak da
iyonlasamayan gazin sogutma etkisi yapmasi ile agiklanabilmektedir. Bu azalma
genellikle 60 sn’lik plazma uygulamasi sonucunda goériilmektedir. islem siiresinin
artmasi yukarida belirtilen etkinin artmasina neden olmakta bu nedenle sicakhigin

azalmasi en uzun sure parametresinde plazma uygulamasi sonrasi gorulmustar.

Bunun yani sira isil islemlerle karsilastiriidiginda DBD plazma vitamin miktarinda
onemli bir kayba neden olmamaktadir. Bu nedenle gidalara uygulanabilmesi

mumkudnddr.

4.2. Plazma isleminin Tokoferol Cozeltisi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Atmosferik plazma sistemi kullanilarak plazma uygulamasinin a-tokoferol Uzerine
etkisi incelenmistir. Bu amagla iki farkli konsantrasyonda (10 mg/mL ve 2 mg/mL)
hazirlanan tokoferol ¢ozeltilerine farkli slre, frekans ve gaz akis hizi
parametrelerinde plazma islemi uygulanmigstir. Tokoferol c¢ozeltileri hekzanda
hazirlanmis olup plazma uygulamasi Oncesi yanici bir madde olan hekzan
ucurulduktan sonra plazma uygulamsina gecilmistir. 25 kHz, 20 kHz, ve 16 kHz
frekans degerlerinde, 500 L/sa, 750 L/sa ve 1000 L/sa akis hizinda, 2 sn, 4 sn, 6
sn ve 8 sn’lik plazma uygulamasi gercgeklestirilmigtir. Deneyler 3 paralelli olarak

yuratulmastar.

Plazma islemi sonrasi 6rnek kabina hekzan eklenerek kalan madde hekzanla
¢ozundurulerek geri alinmistir. Konsantrasyonlari belirlenmek Uzere HPLC
cihazina verilen ornekler beklenen dalga boyunda herhangi bir pik olusturmamigtir.
Bu nedenle tokoferolin bagka bir bilesie doéndsme ihtimali dustnulerek

spektrofotometrede 200-700 nm arasi okuma yapilmistir.

HPLC cihazinda pik olusturmadigi i¢in plazma iglemi nedeniyle yuksek oranda
parcalandi§i disunulen tokoferole uygulama suresi olarak en disuk stre (2sn) ve
plazma frekansi olarak da en dusuk ve en yiksek frekans (16 kHz, 25 kHz)
parametreleri uygulanmigtir. Spektrofotometrede yapilan okuma sonucu elde
edilen spektrumlar asagidaki gibidir. Kontrol grubu plazma iglemi uygulanmamis

tokoferol ¢ozeltisidir. Ayni sekilde hekzan ugurulup tekrar eklenerek 6rnek kabinda
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kalan tokoferoli geri alirken olusabilecek hatalarin sonuglardaki etkisi elimine

edilerek sadece plazmanin etkisi incelenmisgtir.

41 e KON EFO|
3,5 1 e 500 L/h - 25 kHz
3 A 750 L/h - 25 kHz
2,5 - 1000 L/h - 25 kHz
e
g 27
S
215 -
<
1 -
0,5 -
O T T T T T T T 1
05 Zﬂ)O 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Dalga Boyu (nm)

Sekil 30 Yiksek derisimdeki (10 mg/mL) tokoferol ¢ozeltisinin 25 khz' de 2 sn'lik plazma
uygulamasi sonucu verdigi spektrum

Kontrol

=500 L/h - 16 kHz
750 L/h - 16 kHz
= 1000 L/h - 16 kHz

Absorbans

0s 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
’ Dalga Boyu (nm)

Sekil 31 Yuksek derigsimdeki (10 mg/mL) tokoferol ¢oézeltisinin 16 khz' de 2 sn'lik plazma
uygulamasi sonucu verdigi spektrum
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Sekil 32 Dusuk derisimdeki (2 mg/mL) tokoferol ¢ozeltisinin 25 kHz' de 2 sn'lik plazma
uygulamasi sonucu verdigi spektrum
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Sekil 33 Dusuk derisimdeki (2 mg/mL) tokoferol ¢ozeltisinin 16 kHz' de 2 sn'lik plazma
uygulamasi sonucu verdigi spektrum

Spektrumlar incelendiginde plazma uygulamasi sonrasinda olusan piklerin kontrol
grubunun verdigi pikle ayni dalga boyunda olmadigi gortulmektedir. a—tokoferol
295 nm’de pik verirken uygulamadan sonra pikler 260 nm’ ye kaymaktadir. Bu
durum a-tokoferolin plazma uygulamasindan sonra bagka bir maddeye
donugmesiyle aciklanabilir. Tokoferol oksidasyona ugrayarak ve peroksit

radikalleriyle tepkimeye girerek tokoferilkinonlari olusturmaktadir. Bu tepkimeler
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Bolim 2.3.3.17 de detayll olarak gosteriimektedir. Tokoferilkinonlar ise
spektrofotmetrik yontemle yaklasik 265 nm civarinda Olgulebilmektedir [106].
Yapilan c¢alismalara bakildidinda bu doénlisen maddenin a-tokoferilkinon

olabilecegi dustnulmektedir. [81,82].

4.3. Plazma isleminin Polifenol Oksidaz Cozeltisi Uzerine Etkilerinin

Belirlenmesi

Askorbik asit analizlerinde en etkin parametrelerin 25 kHz ve 1000 L/sa gaz akis
hizi oldugu belirlenmistir. Enzimler protein yapida olup vitaminlere gore oldukga
karmasik bir yapiya sahiptir. Bu nedenle islem parametreleri belirlenirken en etkin
parametreler secilmistir. Bu deneylerde 25 kHz ve 1000 L/sa akis hizinda iglem

suresinin polifenol oksidaz enzimi aktivitesi Gzerine etkisi incelenmistir.

Oncelikle ekstrakte edilen enzimin enzim kinetigini incelemek ve Kn ve Vmax
degerini bulmak amaciyla 5 farkli substrat konsantrasyonu ile c¢alisiimis, 420
nm’de 10 saniyede bir 6lcim alinarak zamana karsi absorbans grafikleri gizilmistir.

Km degeri, Lineweaver-Burk esitligi kullanilarak hesaplanmistir.

_ Vmax .[S]
Y= Km + [S]
1 Km+[S]

v Vmax.[S]

1_km 11
v Vmax'[S]  Vmax

y=ax+b
.. Km 1
a B =y ax " Vmax

Buna gore her substrat konsantrasyonu igin reaksiyon hizi belirlenip 1/[S] e karsi
1/V grafigi gizilmigtir. Egrinin y-eksenini kestigi nokta 1/Vnax degerini verirken x-

eksenini kestigi nokta ise -1/K,, degerini vermektedir.
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Bu hesaplamaya gore ekstrakte edilen enzimin baglangictaki K., degeri 5,77 mM,
Vmax degeri ise 0,273 mM.dak™ dir.

Daha sonra enzim ekstrakti farkli strelerde plazma uygulamasina tabi tutulmustur.
Plazma uygulamasindan sonra  spektrofotometre  kivetine 5  farkli
konsantrasyonda hazirlanan substrat c¢oOzeltisinden 2,5 ml, plazma iselmi
uygulanmis enzim d6rneginden ise 0,5 ml alinarak 10 saniye araliklarla zamana
karsi absorbans dlglimii yapilmistir. ilk 3 dakika boyunca absorbanstaki artis
devam etmis ve bu araliktaki egrinin egimi hesaplanarak her bir substrat
konsantrasyonu igin reaksiyon hizi belirlenmistir. Plazma uygulamasindan sonraki

enzim aktivitesi agagidaki esitlikle hesaplanmigtir:

Reaksiyon hiz1 (6rmek)

100
Reaksiyon hiz1 (kontrol) *

Enzim Aktivitesi (%) =

Her substrat konsantrasyonu igin kontrolin reaksiyon hizi belirlenmis, plazma
uygulandiktan sonra bulunan reaksiyon hizi kontrolin reaksiyon hizina

oranlanarak kalan enzim aktivitesi hesaplanmistir.

120 -+ —+—20mM —=—50mM
100 mM ——250 mM
100 —*—500 mM
80 \\ o« «
3 I S
=
£60 —_ .
< —
N
40 - -
20 A
0 T T T T T T T T 1
0 1 2 4 5 7 8 9
Sire (sn)

Sekil 34 Plazma uygulamasi sonrasi PPO aktivitesindeki degisim
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Sekil 34’ten de gorulcegi gibi enzim aktivitesindeki azalmanin uygulama suresine
bagli olarak arttigi ve 8 sn’lik islem sonucunda %39,5’a inerek maksimum oldugu

belirlenmistir.

Plazma islemi uygulanmig ornekler icin de Lineweaver — Burk esitligi kullanilarak
Km Ve Vmax degerleri hesaplanmigtir. Buna goére sonuglarin 6zeti Cizelge 10’da

gOrulmektedir.

Cizelge 10 Plazma uygulamasi ile érneklerin Ky, ve V. degerlerindeki degisim

Siire (sn) | K, (mMM) Vimax (MM.dk™)
0 5,77 0,273
2 22,75 0,209
4 22,17 0,203
6 22,28 0,197
8 25,86 0,195

Uygulanan plazma igleminin islem suresi ile dogru orantili olarak Vmax degerini

azalttigi Ky, deg@erini ise arttirdigi gorulmektedir.

Km enzimin substrata afinitesini ya da enzimin substrata badanma gulcunu
gOsteren bir terim olmakla birlikte, ylksek K, degeri afinitede disus oldugunu
ifade etmektedir. Cizelge 10’da da gorulece@i Uzere plazma uygulamasiyla Kp,

degerinde artis gozlenirken, Vmax degerinin de azaldigi gorulmektedir.

Dudak ve ark., [107] plazmanin glukoz oksidaz enzimi yapi ve aktivitesi Uzerine bir
calisma gercgeklestirmiglerdir. Calisma sonucunda enzim aktivitesinin %50
oraninda dustugu ve enzimin protein yapisinda degisiklikler meydana gelerek
dusuk molekuler agirlikl proteinlerin arttigi SDS-PAGE elektroforez yontemi ile

tespit edilmigtir.

Enzim deneylerinde ayrica reaksiyon sabiti k ve D-degeri hesaplanmisgtir.

Cizelge 11 Atmosferik plazma uygulamasi sonrasi birinci dereceden inaktivasyon modeli
icin kinetik sabitler (k) ve D degerleri

Frekans (kHz) Gaz(f/kSlg)Hm k (x102sn™) D (sn)
25 1000 0,0028 8196,7
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Enzim aktivitesindeki bu azalmayi agiklamak icin birgok etki mekanizmasi
Onerilebilir. Polifenol oksidaz protein yapida bir enzim oldugu icin serbest
radikallerle tepkimeye girebilmektedir. Proteinlerin radikallere olan hassasiyeti
icerdigi amino asitlere baghdir. Enzimin yapisinda gergeklesmesi muhtemel
capraz baglanmalarin enzimin aktivitesini degistirdigi soylenebilir. Bunun yanisira
plazma fazinda olusan UV isinlarinin ve serbest radikaller ve reaktif turlerin
enzimdeki baglara etki ettigi, enzimin yapisini, konfigirasyonunu degistirdigi,
enzimde bir genislemeye neden olabilecegi ve bunlarin da enzimin substrata
afinitesinde azalmaya neden oldugu soylenebilir. Bu etki mekanizmasinin tam

olarak agiklanabilmesi i¢cin daha detayli calismalar yurutulecektir.

Sicaklik Olciimleri:

Plazma uygulanmadan once sicakhdi ol¢ulen 6rneklerin plazma uygulandiktan
sonra da sicakligi Olgulerek veriler kaydedilmistir. Sicaklikta meydana gelen

degisim Cizelge 12’'deki gibidir.

Cizelge 12 Plazma uygulamasi sonrasi enzim ¢Ozeltisi sicakligindaki degisim

Frekans (kHz) | Sure (sn) | Gaz Akig Hizi (L/sa) AT (°C)

25 2 1000 0,3
25 4 1000 1.3
25 6 1000 2,6
25 8 1000 52

4.4. Plazma isleminin Model Gida Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

C vitamini agisindan zengin olmasi nedeniyle model gida olarak segilen kusburnu
meyvesinin ilk olarak askorbik asit miktari belirlenmis daha sonra plazma iglemine
gecilmigtir. Boylece model solisyonda sebep oldugu C vitamini degradasyonu
belirlenen plazma uygulamasinin model gidadaki sebep olacagi C vitamini

degradasyonu incelenmisgtir.

Gida kompleks bir yapi oldugu icin uygulanacak plazma igleminin model gidada

model ¢ozeltilerde oldugu kadar fazla indirgenmeye sebep olamayacagi
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dusundlmustir. Bu nedenle frekans ve gaz akig hizi parametreleri sabit tutulup
model c¢oOzeltilerde en fazla indirgenmeye sebep olan parametreler segilerek
uygulama suresinin askorbik asit miktarina etkisi incelenmistir. Plazma
uygulamasindan sonra tekrar C vitamini dlgulerek kusburnu meyvesinde askorbik
asit kaybi hesaplanmis Cizelge 13'te farkh parametrelerin neden oldugu

indirgenme gosterilmistir. Deneylerde 3 paralelli calisiimistir.

Cizelge 13 Farkh surelerde plazma uygulamasinin askorbik asit miktari Gzerine etkisi

Frekans | Siire | Gaz Akis Hizi ASkf(;biEIASit RSD
(kHz) | (sn) (L/sa) y (%)
(%)
25 2 1000 29,7+19 6,3
25 4 1000 42,7 + 2,2 5,1
25 6 1000 46,6 + 2,5 5,4
25 8 1000 56,3+ 3,5 6,3
100
90
g 80
2 70
_f_= 60
£
o 50
a3
< 40
30
20 T T T T 1
0 2 4 siire (sn) 6 8 10

Sekil 35 Plazma uygulamasinin model gidadaki askorbik asit miktari Gzerine etkisi

Grafik incelendiginde askorbik asitte meydana gelen kaybin en fazla 8 sn’ lik
plazma uygulamasi sonucunda gerceklestigi gorulmektedir. Model gidada
gerceklesen askorbik asit kaybi model ¢ozeltilerdeki kayiptan daha azdir. Bunun
baslica sebebi aktif plazma turlerinin direkt olarak askorbik asitle muamele
edilmemis olmasi ve gidada bulunan diger bilesenlerin aktif plazma turlerinin

etkilerini azaltmis olmasindan kaynaklanmaktadir.
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