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Ozet: Bu calismada “Hale Haven” seftalilerinde polifenol oksidaz (PPO) enziminin nitelikleri arastirilmistir. Ham, yari olgun ve tam
olgun geftalilerden o6ncelikle “Aceton powder” hazirlanmistir. “Aceton Powder"dan hazirlanan enzim c¢ozeltisinde optimum pH,
Michaelis konstanti (Km), maksimum hiz (Vmax) ve enzim aktivitesinin termal inaktivasyonu incelenmigtir.

Olgunluk asamasina gére enzimin optimum pH derecesi 6.0-6.5 arasinda bulunmustur. Tam olgun seftalilerde elde edilmis enzimin
pH 6.2 de Km=14.3 mM Kkatesol ve Vmax=1.25 Abs.dal. mL! oldugu saptanmistir.

Enzimin termal inaktivasyon kinetigi 70°C de arastirilmistir. Her enzim ekstraktinin termal inaktivasyon kurvesi, baglangicta dik bir
dogru, sonra daha yatik bir dogru olmak uzere iki bélimden olustugu belirlenmistir. Bu nedenle seftali PPO enziminin isiya direnci
farkll iki izoenzimden olustugu sonucuna varimistir. Baslangictaki hat, isiya duyarli enzimin inaktivasyonunu, ikinci hat ise 1siya
direncli enzimin inaktivasyonunu temsil etmektedir. Isiya direncli fraksiyonun 70°C de inaktivasyonu, birinci dereceden reaksiyon
kinetigine uymaktadir. Reaksiyon hiz konstantlari, ham, yart olgun ve tam olgun seftalilerde sirastyla, 20.36, 23.17 ve 19.66.10% dak”
olarak hesaplanmigstir.

Toplam enzim aktivitesinde istya direncli kismin orani, inaktivasyon kurvesinin sifir zamana kadar ekstrapolasyonu ile hesaplanmustir.
Bu degerlerin, ham, yari olgun ve tam olgun meyveler icin sirasiyla %83, %48 ve %55 oldugu saptanmigtir.

Characteristics of Polyphenol Oxidase in Hale Haven Paches

Abstract: The characteristics of polyphenol oxidase (PPO) from “Hale Haven” peaches were investigated. “Aceton Powder” was first
prepared from peaches at three different maturity stages, namely unripe, half-ripe and fully ripe.

The optimum pH, Michaelis costant (Km), maximum velocity (Vmax) as well as thermal inactivation of enzyme activity were studied
with the enzyme solution prepared form “Aceton Powder”.

According to the degree of maturity, the pH optimum of PPO was between 6.0 and 6.5. The enzyme from fully ripe peaches showed
a Km of 14.3 mM for catechol and Wmax of 1.25 0D min™ mL at pH 6.8.

The termal inactivation kinetics of enzyme was studied at 70°C. The heat inactivation curve for each enzyme extract consisted of an
inital steep straight line, and a final straight line with a shallow slope. It was therefore concluded that two isoenzymes of PPO with
different resistances were present in peaches. The inital line represented inactivation of heat-labile enzyme and second heat-resist-
ant enzyme. The inactivation of the heat-resistant fraction at 70°C followed a first order reaction kinetics. The rate constants were
20.36, 23.17 and 19.66.102.min"" for unripe, half-ripe and fully ripe peaches, respectively.

The proportion of heat-resistant portion in total activity was estimated by extrapolating the heat resistant curve to zero time. These

values were 83%, 48% and 55% of total enzyme activity for unripe, half-ripe und fully ripe fruit, respectively.

Giris

Bir ¢cok meyve ve sebzelerde gerek hasat veya tasima
sirasinda mekaniki bir zedelenme sonucu, gerekse bun-
larin herhangi bir Urlne islenmesi agamasinda uygulanan
dograma, parcalama ve ezme gibi islemler sirasinda renk-
te esmerlesme ve bozulmalar belirmektedir. Bu olayin
nedeni polifenol oksidaz enzim (PPO) aktivitesidir (1, 2).
PPO enzimleri, oksidorediiktaz grubuna giren enzimlerdir
(3). Enzimatik esmerlesme denen bu olay, iki farkli
mekanizmaya goére gelismektedir. Bunlardan birisi,
monofenolik bilesiklerin o-difenollere hidroksilalsyonu
(krezolaz aktivitesi), digeri ise o- difenollerin o-kinonlara

oksidasyonudur (katesolaz aktivitesi). Uluslararasi enzim
sistematigine gore; krezolaz aktivitesi; “Monofenol
monooksigenaz” (1.14.18.1), katesolaz aktivitesi ise
“Difenol oksidaz” (1.10.3.2) ismi ile anilan enzimlerce
gerceklestirilmektedir (4). PPO enzimlerinin neden
oldugu esmerlesmeler, Urunin sadece renginde bozul-
maya neden olmamakta, ayni zamanda diger duyusal
Ozelliklerine de yansimaktadir (5). Bu nedenle olayin
Onlenmesi veya sinirlandiriimasi amaciyla PPO enzim-
lerinin nitelikleri Uzerinde c¢ok cesitli arastirmalar
yuratulmustur (1, 4, 6, 7, 8, 9). Her meyve ve sebzede-
ki PPO enziminin nitelikleri birbirinden oldukg¢a farklidir
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(3). Hatta ayni tir meyve ve sebzenin PPO enziminin nite-
likleri, yetisme kosullari ve olgunluk asamasina gore farkli
olabilmektedir (10, 11). Buna bagh olarak seftali PPO
enziminin nitelikleri Uzerinde de bazi calismalar
yapimistir (12, 13, 14, 15).

Bu arastirmada Bursa yoresinde yetistirilmekte olan
farkli olgunluklardaki Hale Haven cesidi seftalilerin PPO
enziminin bazi nitelikleri incelenmistir.

Materyal ve Metod
Materyal

Materyal olarak, A.U. Ziraat Fakiiltesi Gida
Muhendisligi Bélimu Pilot isletmesine pulpa islenmek
lUzere Bursa yoresinde saglanmis Hale Haven seftalileri
kullanilmigtir. Bu seftaliler, ham, yari olgun ve olgun
olmak Uzere U¢ gruba ayriimig ve her biri arastirmanin
cesitli asamalarinda materyal olarak kullanilmistir.

Metod

Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi: Enzim ekstrakti
hazirlanmada; bircok arastirici tarafindan izlenen, 6nce
“aseton tozu” (Aceton Powder) elde edilmesi ve sonra
bundan enzimin ekstraksiyonu olmak tzere iki asamali bir
islemden olusan yontem uygulanmistir (16). Bu amacla
bir miktar seftali iyice yikandiktan sonra cekirdekleri
cikarilmis ve bes alti parcaya bolinmustir. Bundan
yaklasik 200 g kadar tartilip bir Waring Blender hazne-
sine aktariimistir. Uzerine daha 6nce derin dondurucuda
bekletilerek -30°C civarina kadar sogutulmus yaklasik
400 mL aseton eklenmistir. Waring blender, en yiksek
devrinde 2 dakika calistirilarak seftaliler bu soguk aseton
icinde parcalanmiglardir. Elde edilen bulama¢ Buchner
hunisinde Whatman No 1 filtre kagiti yardimiyla filtre
edilmistir. Filtre kagiti Uzerindeki kalinti, Waring Blender
haznesine geri alinarak ve Uzerine yeniden 200 mL, -
30°C'ye kadar sogutulmus aseton eklenerek islem
pespese Uc defa tekrar edilmistir. Filtre Gzerindeki son
kalinti genis bir porselen kaba yayilarak oda sicakliginda
bir gece kendi haline kurumaya birakilmistir. Acik sari
renkli, pudra gérinimindeki bu matreyale yaygin terim-
iyle “aseton tozu” (Aceton Powder) denmektedir. Aseton
tozu, kullanilana kadar -30°C civarinda saklanmistir.
Gerektikce deneylerde kullanilacak enzim ekstrakti bu
aseton tozundan Uretilmistir. Bu amacla bir behere
yaklasik 2 g aseton tozu alinip Uzerine, 6nceden yaklasik
+4°C'ye kadar sogutulmus, pH 6.8, 0.05 M Na-fosfat
tampon cozeltisinden 150 mL eklenmistir. Beher igerigi
soguk bir ortamda, manyetik karistirici ile 30 dakika
streyle karistiriimak ve karisimin sicakhgi +4°C de tutul-
mak suretiyle enzimin ekstraksiyonu saglanmistir.
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Nihayet, santrifijden gecirilerek ekstraktin olabildigince
berraklasmasi saglanmistir. PPO enziminin baslica nitelik-
lerini belirlemede bu ekstrakt kullaniimistir. Ekstrakt
daima taze olarak hazirlanmis ve kullanilana kadar gegen
kisa sure icinde ise, buzdolabinda +4°C civarinda sak-
lanmustir.

Aktivite Tayini: PPO aktivitesinin tayininde substrat
olarak Kkatesol kullanilmigtir. Reaksiyon Karigsimi; 2 mL
fosfat tampon cozeltisi (pH 6.2, 0.05 M) + 0.5 mL
“enzim iceren c¢ozelti” + 0.5 mL substrat (0.5 M)
¢Ozeltisinden olusturulmustur. Reaksiyon karisimi 30°C
de 5 dak inkibe edildikten sonra 15 saniye araliklarla 410
nm dalga boyunda (1) absorbans 6l¢timleri sapilmigtir. Bu
amacla PYE UNICAM Spektrofotometreden
yararlaniimistir. Absorbans x sure iligkisini yansitan kur-
venin egimi, “Absorbans. dak'. ml™" cinsinden hesa-
planmig ve “aktivite diizeyi” olarak belirtilmigtir.

Enzim Aktivitesine pH derecesinin etkisi: 0.05 M
Na-Fosfat tampon c¢Ozeltisiyle reaksiyon ortamimin pH
derecesi, 5.2-6.7 arasinda farkli 7 pH dizeyine
ayarlanmis ve bu ortamlarda enzim aktivitesi belirlenmek
suretiyle pH'nin etkisi saptanmistir.

Enzimin Isil Direncinin Saptanmasi: Bu amacla
Termal Oltim Tipleri (TDT Tubes) kullanilmistir. Tiiplere
konan pH 6.8 fosfat tampon ¢dzeltisi, enzimin eklen-
mesinden 6nce su banyosunda 70°C ye Kkadar isitilarak
1sitmada gecikme suresi (lag time) olabildigince sinirlan-
maya calisilmistir.

Enzimlerin 1sil yolla inaktivasyonu ¢ogunlukla birinci
dereceden kinetige uydugundan (17, 18, 19) reaksiyon

hiz konstanti (k) 1 No'lu esitlikle, yart omur siresi (t, ) 2
No'lu esitlikle hesaplanmistir.
1
nC =kt 1)
Co
t;z = 10 0.5 (@)
k

Burada; (Co) ve (C) sira ile baslangictaki ve (t) slre
sonundaki aktivitelerdir.

Enzim Kinetigi: Substrat olarak katesol kullaniimak
suretiyle, Michaelis konstanti (Km) ve maksimum hiz

(Vmax), 3 No'lu esitlik yardimiyla ve Hanes yerlesimi
uygulanarak hesaplanmigtir.

S_ Km . 1 g
V  Vmax

Vmax (3)
Burada; S (mM) ve V (A Abs.dak’.mL") sira ile; sub-
strat konsantrasyonu ile reaksiyon hizini géstermektedir.



Bulgular ve Tartisma
Optimum pH

Sekil 1'de farkll olgunluk dlzeyindeki seftalilerden
ekstrakte edilmig PPO enzimlerinin aktivitelerinin lizerine,
ortamin pH derecesinin etkisine ait bulgular verilmistir.
Buna gére, pH optimumunun ham seftali kokenli PPO’lar
icin 6.0, yar1 olgun ve olgun seftali kokenliler icinse 6.2
oldugu anlasiimaktadir. Bircok arastirici tarafindan seftali
PPO enziminin optimum pH derecesi, 5.9-7.2 arasinda
saptandigi bildirilmektedir (3). Seftali PPO enziminin opti-
mum pH derecesinin ¢eside goére belli bir dizeyde
degistigi belirtilmekle birlikte bu hususta ayrica ortam
olarak Kullanilan tampon ¢dzeltisinin niteliginin de etkili
oldugu anlagiimaktadir. Nitekim, optimum pH derecesinin
Red Haven seftalilerinde 6.0-6.5 ve Halford seftalilerinde
ise 6.2 oldugu bildirilmektedir (11). Ayrica Fay Elberta
seftalilerinde sitrat-fosfat tamponda 5.9-6.3, okzalat-fos-
fat tamponda ise 6.5-6.8 oldugu agiklanmaktadir (13).

Tarafimizdan seftali PPO enziminin pH optimumunun
6.0-6.5 arasinda saptanmis olmasi 6zellikle, Konserve
Uretiminde veya seftalilerin doldurularak muhafazasinda
kabuklarin alkali ile soyulma isleminin titizlikle yaratilme
geregini gostermektedir. Boylece soyma sonunda pH
derecesinin hizla disglrulmesi amaciyla seftalilerin yikanip
asit banyosundan gegirilmesinin énemi ortaya ¢ikmak-
tadir.
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Sekil 1. Seftali PPO enzim aktivitesi Uzerine ortam pH derecesinin

etkisi.
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Termal Stabilite

Farkli G¢ olgunluk agamasindaki seftalilerden ekstrak-
te edilmis PPO enzimlerinin pH 6.8 fosfat tampon
¢Ozeltisi ve 70°C de inaktivasyonlarina ait bulgular Sekil
2'de yari logaritmik skalali grafikte gosterilmistir. Sekilde
goérildugu gibi her U¢ enzim; baslangi¢cta hizla inaktive
olan, sonra daha yavas bir hizla inaktive olan iki frak-
siyondan olugsmaktadir. PPO enzimleri Uzerinde yapilmig
arastirmalarda, 1sil direncleri acisindan 1siya duyarl (heat
labile) ve 1siya direncli (heat stabile) olmak Uzere genellik-
le iki fraksiyonun varligi gézlenmis bulunmaktadir (18,
20, 21). Sekil 2'de ayni sonu¢ agikca belirtiimektedir.
Nitekim, her (¢ enzim preparatinda, “isiya duyarli” ve
“istya direncli” iki fraksiyonun birlikte bulunmasi
nedeniyle her Kkurve, egimleri birbirinden farkli 2
dogrudan olusmaktadir. Bu Kkurvelerin birinci dakikaya
kadar olan baslangictaki kisa bdlumler, “isiya duyarl’”
izoenzimi temsil etmektedir. Bu ikinci hatlarin geri
uzantilarinin ordinati Kestigi noktalarin, bu fraksiyonun
yluzde oranini yaklasik olarak gdsterebilecedi ileri
surdlmektedir (20). Bu gorus tarafimizca da benimsen-
mektedir. Bu ilkeye gore, 1siya direngli fraksiyonun toplam
PPQO’daki oraninin; ham, yari olgun ve olgun seftaliler i¢in
sira ile %683, %48 ve %55 oldugu sekil 2'deki verilerden
anlasiimaktadir. Sunu da unutmamak gerekir ki bu oran-
lar 70°C de yapilmis deney verilerine dayanarak belirlen-
mis oranlardir. Sicaklik derecesi degistik¢e bu oranlarin da
degistigi sonuglari burada verilmemis deneylerden
anlasiimistir. Buna gore ham seftalilerde isiya direncli PPO
enzimi fraksiyonunun c¢ok yiksek oldugu, olgunlagma ile
bunun azaldigi fakat yari olgun ve olgunlarda bu agidan
6nemli bir fark olmadigi sonucuna varilmigtir. Bu sonucun
uygulamadaki anlami; &zellikle pulp Uretiminde olgun-
lasmamis meyvelerin ayrilmasi ve isitmanin meyvenin
olgunluk dizeyine gore dikkatle yapilmasi gerektigidir.

Sekil 2'de verilen termal inaktivasyon Kurvelerinin 1sil
direnci ylksek izoenzimlere ait olan bélumlerinin yari log-
aritmik skalali grafikte diz hatlar seklinde belirmesi,
inaktivasyonun birinci dereceden kinetige uydugunu

Tablo 1. Seftali PPO Enziminin pH 6.8 fosfat tampon cozeltide,
70°C de inaktivasyonunda birinci dereceden hiz konstant-
lari (k) ve yari omur sureleri (t]/z)

OLGUNLUK

ASAMASI k.10%.dak! t,, dak

HAM 20.36 (0.994) 3.4

YARI OLGUN 23.17 (0.994) 3.0

OLGUN 19.66 (0.983) 3.5

* Parantez icindeki degerler, korelasyon Katsayilarini gdstermektedir.
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gostermektedir. Bu nedenle, farkli olgunluk dizeyindeki
seftalilere ait PPO enziminin 1siya direncli fraksiyonlarinin
hiz konstantlari (k) ile yari émdr streleri (t, ) hesa-
planmis ve tablo 1'de verilmistir. Isiya duyarli fraksiyonlar
cok hizli bir sekilde inaktive oldugundan, sadece 1 dakika
sonundaki aktivasyon dizeyleri saptanabilmis ve bu yuz-
den bunlara ait hiz konstantlarinin hesaplanmasi yoluna
gidilmemistir.

Tablo 1'de verilmis bulunan (k) degerlerinin birbirler-
ine ¢ok yakin olmasi nedeniyle, bu egrilerin Ust Uste
cakismasi gerekirdi. Clnkl her 3 deneyde baslangi¢
aktivitesi hangi diizeyde olursa olsun bunlar 100 olarak
alinmigti. Buna ragmen sekil 2'deki Kurvelerin st Uste
gelmeyisi; bunlardaki isiya duyarli ve direncgli fraksiyon-
larin farkli oranda bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
Yoksa Kurvelerin konumu bu izoenzimlerin isiya direng
duzeyi ile ilgili degildir. Tablo 1'de, 1siya direncli fraksiy-
onun 70°C de yari émur suresinin 3.0-3.5 dakika oldugu
anlasiimaktadir.

100
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<
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=
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Sekil 2. Seftali PPO enziminin, pH 6.8 tampon ¢ozeltisi iginde

70°C de inaktivasyonu

Seftali PPO enziminin 1sil stabilitesi Uzerinde liter-
atlirde ¢ok az veri bulunmaktadir. Cortez ¢esidi seftaliler-
den izole edilmis 4 izoenzimden Uclnun 55°C deki yari
omur surelerinin (t, ) sira ile 5.5, 14.1 ve 14.6 dakika
oldugu, dordunciye ait t,, dederinin ise 50 dakikaya
kadar ¢iktigi ve bunun ancak 76°C de kisa strede inaktive
edilebilecedi belirtiimektedir (22).

Enzimlerin 1sil stabilitelerinin belirlenmesinde izlenen
diger bir yontem ise, farkli sicakliklarda sabit bir sire
sonunda Kalinti aktivite oranlarinin saptanmasidir. Seftali
PPO enziminin termal stabilitesini bu yénteme uygun
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olarak saptamak icin, yari olgun seftalilerden elde edilmis
enzim ekstrakti kullanilmistir. Enzim stabilitesi, enzim
ekstraktinin pH 6.2 fosfat tampon ¢6zeltide, 30°-75°C’ler
arasindaki cesitli sicakliklarda S’er dakika sireyle isiya
arzedilmesiyle belirlenmis ve bulgular Sekil 3'de gosteril-
mistir. 30°-55°C arasindaki sicakliklarin 5 dakika siren
etkisinin, enzim aktivitelerini ¢cok az dizeyde dusirdigu
bu sekilde belirgin olarak gorilmektedir. Ayrica 55°C'nin
inaktivasyon acisindan kritik bir sicaklik oldugu, bunun
lUzerindeki sicakliklarda inaktivasyonun ¢ok hizlandigi ayni
sekilde aciklikla gérilmektedir. Butin bunlar, seftali pulpu
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Sekil 3. Var olgun seftalilerden izole edilmis PPO enziminin farkli
sicakliklarda 5S'er dakika, sureyle islya arzedilmesinde kalinti aktivite
duzeyi.

lUretiminde meyvenin, yeterli bir sicaklikta, yeterli slreyle
istya arzedilmesinin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya
koymaktadir. Yine ayni sekilde dondurulacak seftalilere 6n
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Sekil 4. Olgun Seftali PPO enziminin Hanes yerlesimi (r=1.00)



islem olarak “hafif bir haslama”uygulamasinin dogru
olmayacagi anlasiimaktadir.

Enzim Kinetigi

Sekil 4'de, tam olgun meyvelerden ekstrakte edilmis
PPO enziminin Michaelis konstanti (Km) ve, maksimum
reaksiyon hizi (Vmax) gibi iki kinetik degerin hesaplan-
masina temel teskil eden Hanes yerlesimi gosterilmistir.
Bu grafik yardimiyla seftali PPO enziminin Km=14.3 mM
katesol ve Vmax=1.25 A Abs. dak'.mL" oldugu hesa-
planmugtir. Michaelis konstanti enzimin substrata afinitesi-
ni, Wmax ise enzimin substrata doyduktan sonra ulastigt
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