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PORTAKAL SUYUNDAK ¢ PEKTiNESTERAZ AKTiFLISE UZERINE
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GZET : Bu galigsada,Valencia cinsi portakallardan elde edilen
portakal suyu,siperkritik kogullardaki €O ile muamele edilmis ve
pektinesteraz (PE) aktiflifi dzerinde abasxnc:n,smcakliqxn ve
;alanxn etkileri arastirilmistir.Aktivasyon enerjisi (Ea) ve reak-—
siyon hi12z sahiti (k) gibi kinetik parametreler hesaplanmiy atsos—~
ferik basingtaki defferlerle karsilastirilmigtar.Aktivasyon ener-
Jisi{Eal31,7 MPa'da, 97,4 kJ/mal;jatmosferik basingta 1G6,6 kiI/mol
Kk delferleri ise 31,7 MPa'da 9,45nl; /dakika,atmosferik basingta
1.77nlgaldahika olarak bulunsustur.Bu galigma sonunda, pektineste—
raz{PE) cnziminin siiperkritik CO ile termal inaktivasyon sicak-—

lifamin altinda inaktive edilebileceldi bulunaugtur.

EFFECTS‘DF SUPERCRITICAL CO ON THE ACTIVLITY OF PECTINESTERASE IN
ORANGE JUICE a

SUMMARY : In this study,Valencia orange juice was treated with
supercritical CD oand effect of pressure,temperature and tise on
pectinestern!o(PEf activity was explored. Kinetic parameters such
as activation energies(Ea),;reaction rate constant (k) calculated
and compared to temperature and atmospheric pressure values.Ea at
31,7 HMPa 97,4 NJ/ID’;At i atm. 166,68 kI/mol;k at 31,7 pda Q.Rle;

/min.,at ata 1,77x10 /ain, Supercritical CO inactivated pectines-—
2

terase(PE) below thermal inactivation tesperatures.

« Du galigea "Food Science and Human Nutrition Department”
University of Florida U.S.A.'da yapilmigtar.
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$.PEKYARDIMCI, M.BALABAN/PORTAKAL SUYUNDAKI PEKTINESTERAZ AKTIFLIGI UZERINE SOPER.
_____ ;:da sanayiinde,yiyeceklerin endistriyel amaglarla natirlan=
BABY s:rasxnda.superkr;tik kogullardaki CD ile ekstraksiyon ve
fraksiyonlaad "yapmak ¢gok yeni,ayni zalandf da Umit verict bir
uygula-adx;(l.a.3).5Uperkritik COﬁ'in elasi uygulamalarindan biri
de istenacyen enzimlerin inaktiva:ynnudur.Taniguchl ve arkadagla=-
‘ri1 taerafindan 20,3 MPa'da ve SSDC'da 1 saat sireyle birkag enziam
Uzerinde sﬂ;:rkritik CO 'in etkisi incelenmistir.Bu caligmaya
. .
gére, sliperhritik CO il: auamele edilen enzimlerin aktivitele-
rinde sadece % io‘l«kabir diigme gozlenmis ve siiperkritik ortamin-
da su miktar: az oldulju Taman w~-amilaz,glikozolsidaz,lipaz ve
hatalazin.inaktive edilemeyeceldi belirtilmistiri4).Haas ve arha-
daglarinin galigsalarina pgére de portakal suyundaki pektines=
teraz(PE}*in, 6,2 MPa'da siiperkritik CD ile inaktive olsadafn
gbsterilmiy, bunun elasi sebebi olarak df Lasincin yeterince yuk=
sek olmamasy gosterilmijtiriS).

Dogadaki bitkilerde ve ;ihrnnrgnni=halarda yaypin olarak
bulunan pektineitrrn:(prhli; metilesteraz),poligalakturonik acit=-
lerin metil ecterlerinin hidrolizini katalizleyen bir enzindirié).
Meyva ve sebrelerin endiistriyel amagli hazirlanmalariy sirasinda
bu entimlerin ethiziyle istenmeyen gokelmeler gb-lenir.Portakal
suyu hazirlanmirken pektinesterarin ctki géstermesi sonucu, meyva
suyuhun dibinde, onun paztar defjerini diigiren tortulagmalar ortaya
cikmaktadir. Bu  durumu bn)ey}p. homojenlilii sajlamak i¢in PE'in
inaktive edilmesi gereknektedir.En basit ve en yaygin olarak

Hullanilan yontes 3511 inaktivasyondur.Ancak bu ybniemin meyvala-—

rin dallal lezzetini bozdulju gézlenmigtir(?). Yapilan galigralara
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5.PEKYARDIMCT, H.BALABAN/PORTAKAL SUYUNDAKI PEKTINESTERAZ AKTIFLIET UZERINE SUPER.

gore, portakal suyundaki PE enzimi, ortamin pH'ina diglrerek inak-
tive edilebilmektedir. 1360 yilinda Pointing (8) tarafindan, pH
2,5%-2,7 arasinda tutularak,elma suyunda bulunan polifenoloksidaz
(PPO)enzimi {;;Ltive edilmis ve meyva suyunun homojenlilii safflan—
wigtir.Ancak bu yolla yapilan igsleslerde,pH'), digirnek igin asit
kullanmak gercktifinden,meyva suyunuﬁ aromasinin bozuldulffu belir-
tilmigtir(a),

Yiikseh basangtaki CO ,sulu ortamdaki pidalarla muamele edil-
diginde 'karbonikba;it olﬁ;turarak gecici bir pH diismesine neden
olhr.neyvalarda bulunan ve isteneeyen iki enzim olan polifenolok-
sidaz (PPD) ve pektinesterazan(PE) siiperkritik €0 ortasindaki

2

inaktivasfunu Zemel (10} ve Rerolatil) tarafindan galisileis ve 4

saat sonunda inaktivasyanun gergeklegtilfi belirtilaigtir.

MATERYAL VE YGNTEM

Kullanilan Aletler

Siiperkritik sistemin,belirlenen sicaklah deferinde tutulaasy
igcin elektrikli bir ceket kullamalmiptar (Brisk,Heat corporation,
Columbug, OH).Siva CO *i maksimus 31,7 MPa'da pompalama iglemi,hi-
21 11 dm3/saat olan :ir pompa yardimiyla yapilmiy tRmerican Lewa,
Inc.Hollison, MAY ve Ffazlarin daha iyi Karisabilmesi,hizla denge
durununa ulasilmasi igin devir saflayica biw pompa kullanileastar
Model 12286,Baydatco USA,Inc).Enzim coseltisinin siiperkritik CO
aletine konulmadan ve konulduktan sonraki pH defferleri bir pH
metre yardimryla dlgilmigtiir(ER-920 DOrion Inc.,Cambridge,MA).Par-

takal suyunun pH dlgimleri igin {se,siiperkritik aletine wmonte

edilen, yuksek basinca dayanikli ve pH'1 zamana kargi: kaydeden bir
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$.PEKYARDIMCH, M.BALABAN/PORTAKAL SUYUNDAKI PEKTINESTERAZ AKTIFLIGI GZERINE SGPER.
kaydediciye bafjlay bhir elektrot hullanileistir(pH sensor aodetl
€13, Interocean Systess Inc.,San Diego,CAR).

HKullanilan Kimyasal Maddeler
P

Substrat olarak, 0,15 M NaCl(Sigmadve I} aM sodyum azid{(NaN3)
ilave edilen metoksil pektinin(Kodak, Rochester,NY) % 1'lik ¢bzel-

tisi kullanmilmagtar.
Valencia tiiri portakallardan elde edilen portakal suyu ,sava

azot ile donéxku\up konservelenmiy ve —BB.GGC'dr saklanmigtir.De—
ney vapirlacal: zaman,kapal: olan konserve kutularinin lizerinden
musluk suyu akitaral goziinmeleri saflanmis ve yaklasaik S saat
sonra agilarak deneylere baslanmigtir.

Partakal suyundaki PE': incelesmek igin basingiP),sicaklik(T)
ve zaman(t) delfjigken claraﬂ cegilmigtir.Mininum P delfferi olarak
8,3 mMpPa, =maksisum P deljeri olarak da aletin dayanabilecelfi en
biiyiik basinca yaknn ulan 31,7 MPa alanmigtir.Sicaklak degerlerx
olarak 40 C.JOOC ve 60 C alinmistir.Maksinum T delferi olarak 60 c
segilmesinin nedeni,pektinesterazin izoenzislerinden en az biri-
nin termal olarak bu sicaklikta inak:ivc edildiffinin bildirileme~
sidir(lé).ﬁﬁre ise S0-145 dakika arasinda segilmistir,

Ataosferik basingta belirli sicakliklarda vapilan aktivite

Glgumleri igin 200 ml,siperkritik-CO aletinde yapilan dlgisler

2

igin ise 150 ml portskal suyu kullanilmistir.1S0 sl portakal
suyu,caligma &ncesi deney sicaklilfina getirilmij olan siiperkritik
aletine konularak deney basincina getirilmigtir.Deney sirasinda
nimauneler, periyodik olarak dipteki vanadan alinmijtir. Deney ba—
sincanda bulunan Cﬂﬁ.atnnsferik basinca gikinca,gaz fata gegerek
hemen meyve suyunu:n ayrilar.Caligma sistemi sekil 1'de gematik

elarak verilmigtir.
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GEMIL 1- GALISMA SiSTEM:

— /\/\/ﬂ—@—

Oeveidain
Ponpas

—i

Yiksek Basing
Cihazt

LB prisre

% Tek Y8nlU Vana
O kb Yénlid Vana
QO Bacing Ayart

D Gaz Sakas Vanas-

@® Peepa

rocﬁ-e]

Ozlank

=
o

* Portakal suyu numunelerinin PE aktiviteleri pH 7'de otomatik
- °
titrasyon yintemi ile tayin edilmistir.Buna gére,27 C ve pH 7'de

pektik asitteki serbest karboksil gruplarini nétralize etmek

iizere ilave edilen 0,05 N NaOH miktar: zamana karg:r kaydedilmig-—
tir(13).Pektinesteraz aktivitesi agalidaki forasiil ile hesaplanma

tar.

{m]l NaDH) (N NaDH)
PE Unite/nl = X 1000

() (=}l numsune)

SONUC VE TARTISMA

Portakal suyuna siiperkritik CO uygulamasi sirasinda, yiksek
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basingtaki CD,sulu ortamdaki karbonik asit clusturaraik pH digme—
lerine yol aqtrga iqinl enzim inaktivasyenunda roli oldulu diigii-
niilmchtediv,. Basig kalkinca CO meyva suyundan ayrilir ve pH bas-
langig deferiteolan 3,70 civar:ia goner(11).21,7 FMPa'lik bir basing
uygulandilinda portakal suyunun pH'3 3, 1'e kadar diigmektedir,. Ancak
yiikeek basinca dayan;ﬁlx pH elektrodu ile yapilan élgiimler 60 da~
kikadan sonra hararsizlak gbsterdiinden bundan sonraki pH defer-
leri al:nnﬁn;;&:r. Owusu=-Yaw ve arkadaglarinin(l4) atmosferik ba-
sangta yaptiklara galagmalara gbre, verimli bir PE iAaktivaiynnu
igin pH dellerinin &,4%e hadar dijirilemesi gerehkachtediv.Buna pire
siiperkritik CO ile gegici olarak pH'ain diigiirUlmesi inaktivasyon
icin yet;c]i degildir. Yikseh basincta azot ile yapilan galajma-
larda da dnemli bir inaktivasyon salflanamamistir. Susuki ve Tani-
guchi (15) 101,3 MPa'lik bir hidrostotik basing uygulayarak enzim
inaktivasyonunu basarmijlardir. Ancak bu iglem siiperkrik (SK) CO
yénteminden farklidir ve gok yilksek basinglar gerektirir. z
Bu galismada,PE enzimi inaktive etmek igin basing, sicaklik,
s

CO ve zamanin ortak etkileri arastirilmigtir.fAyrica,bu enzimin SK
2 g

2
CO ile ve 3531 yoldan inaktivasyon hinetikleri incelenmig,k ve Ea

e

degerleri hem atmosferik basingtaki ve hem de SK CO ile muamele
edilen nusuneler igin hesaplanmigtir.Tablo 1'de SK CD?-uanelesin—
den ince ve sonra pertakal suyunun enzim aktivitesi U:itelnl ola-
rak verilmistir.

26,9 MPa'lik SK CO uypulamasina bakilacak olursa, 40°C da 50
dakikalih bir uygulamna fle PE aktivitesi, baslangig deferi olan

2,78°den  0,81%¢ kadar diigmektedir. Ayni hogullarda vyapilan 183l

inaktivasyonda ise PE aktivitesi 2,67 olarak bulunmuztw. Yine
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Tablo 1. PE aktivitesi lzerinde siiperkritik(SK) CO2 etkileri

SK SK

Sicaklik| Zaman oncesi PE Atm. PE 34 Sonrasy PE ® PE
«o (Dakika)| Unite/m) inite/ml (MPa) | Unite/ml Azalwas)
S0 97,30 3,30 2,53 8,3 @, 10 26,2
55 S0, 0C 3,20 2,09 13,1 0,16 82,5
S5 145,00 3, 80 0,93 13,1 0,27 70,6
S0 97,50 2,66 2,04 20,0 0,09 55,8
60 97,50 1,G06 0, 30 20,0 0,073 68,7
40 50,00 2,78 2,67 26,9 0,81 69,5
40 145, 00 2,78 ‘2,46 26,9 0,98 60,3
S5 50, 00 3,82 2,50 26,9 0,24 90, 4
£S5 145, 00 3,82 1,12 26,9 0,00 100,0
S0 97,50 3,13 2,32 31,7 0,28 88,4

°

269 MPa,55 C'da ve 145 dakikalah sliperkritikh CO uygulamasa yapil-
difjinda PE'in tamamen inaktive oldulju gﬁrulnekteiir.Uygulanan ba=-
sing ile birlikte, sicaklik ve surenin artmasi gibi ethkenler dev—
reye girince enzim inaktivasyonu artmnaktadir.Ayni1 deneyler atmos-
ferik basingta yapildifinda inaktivasyon daha az elsaktadir {Tab~
1o 1).13,1 HPa ve ssoc deki 1435 dakikalik SK CD uygulamasinda ak-
tivitenin aynmi sartlardaki 50 dakikalik SK Enoﬁygulanasnna gére
daha yuhsek hulunlf51 celiskili gﬁrulmektedir.;ncak bu sonug, Zemel
ve arkadaglarinin(l10} bulgularini destekler niteliktedir.Bu caliy—

maya gire, polifenol oksidaz enzimi, SK CO ile inaktive edilirken

2

ilk 60 dakikalik uygulamada,enzim inaktivasyonu artan miktarlarda
gerceklegzmis,daha sonra ise aktivasyonda bir niktar artma gozlen-
mistir.Bu durusun muhtemel sebebi de, uzun siire uygulanan
basincin, meyva suyundaki hiicreleri pargalayip heniiz gozeltiye
gegmeyen enzimlerin de aktivite géstermesine yol agmasidir.fAncak
deney bulgularisiza gére, biyle gegici bir aktivasyon artisindsn
sonra, 130.dakikadan sonra, aktivasyon kademeli olarak diugmiiy ve

3.saat sonunda ortamda hig aktif enzia kalmamigtar.
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basingta

sonuglarinin Arrhenius

siklik fFaktdri (R)'l,7x101dakika ve aktivasyan

inaktivasyon

icin

166,6 kJ/rol olarak bulunmug~

izledifgi sonucuna varilmigtir. Sekil

inaktivasyonun “!.derece"

2,

o
31,7 MPa;40 Ctla)d,

Q (-]
55 C(b), €0 C(c)'da SK CO idle auamele edilen portakal suyunun ve
2

atnosferih

basingta yapilan kontrol numunelerinin,PE aktivitele—

°
vini gostermektedir. Bu grafiklere gére 40 C gibi diusik sicaklik-—
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larda, atmosferik basxﬁ;ta yapilan 1511 PE insktivasyonu aldukga
diigiktir.Gekil 2%den gérildiuli gibi sicaklik arttikga 1311 inak-
tivasyon da artmaktadir,Halbuki ayni sicakliklardaki SK CO uygu-
lamalari sonudy,PE enziminin énemli miktarlarda inaktivisyuna
ulfradiltfs agrkga gorileektedir.

Tablo 2 -~ Siuperkritik uygulamasi ve atmosferik basingta PE
inaktivasyonu kinetik parametreleri

AtmosTerik Bas}n; D(dakikal 7¢°c kidakika) EatkJ/mol)
Saicaklik
40" c 2673,8 3, 76K10-4
55° C 141,0 8,8 7,05x10-3 166,86
€o” C S&, & 1,77x10=2

13.1 MPa (siiperkritik CO2)

80" ¢ 12,1 8, 26x10-2

31.7 MPa (siiperkritik C02)

40" C 104,6 9,56x10-3
55" © 20,9 S, 2 4y 79%10-2 97,4
60" C 10,6 9, 45x10-2
Tablo &'de EK CO kogullarindaki ve atmocferikh basingtaki
o o
portakal suyu numunelerinin D ,2 ,k ve Ea deferleri 40 C ,55 C ve

[
€0 C igin verilmijtir. Versteeg®in{12) belirttiline gore PE enzi~

minin 3 izoenzimi bulunmaktadir.Wicker ve Temelliti6) tarafindan,
inaktivasyon siiresini %90'a kadar diigirmek igin gereken sicaklik
artisiny gisteren I deferleri, PE-! ve PE-III igin G,SOC, PE-I1
fcln ise lO,SnC olarak verilmigtir. Caligmamizda Z = B,BOC olarak
hesaplanan bu delfer pektinesterazin sicaklifa dayanmikla ve daya=
miksiz formlarinin 2 deferlerinin arasindadir. Pertakal suyunda
dobfal olarak bulunan jizoenzimlerin tek tek SK Coanuanclesi yapi~

o
lomadif: igin 8,8 C ortalama deffer olarak alinmistir,
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Tablo 2'de verilen .k delferlerini inceleyecek olursak, atmos-

ferik basingtan 31,7 MPata vyikseldikge bu delferler artmaktadir.
. - -p

Atmosferik basingta k=1,77n102/dakika. 31,7 MPa'da ise k-9,h5x10‘
dakikadair, g

Eehil 2 (d)*de gbsterilen Arrhenius grafilji incelendilinde,
‘atmosferik basingtaki Ea=166,6 kJI/m0l, 31,7 MPat*daki Ea=57,; k3/mo]
oldufju gﬁrﬁiﬁr. fiu grafife gére, belli bir sicaklikta, basingtaki
artigla parai:i olarak aktivasyeon enerjilerinin digtilli, bunun so-
nucu olarak da PE enziminin, inaktivasyon hiziman artt;gz gordilmek-
tedir,

Bu calisnada elde edilen bulgulara gore, portakal suyunun en-
dustriyeiu amag)y hazirlaneasi sirasinda énemli bir enzim olan

pektinesterazan, siiperkritik ortamda €O ile inaktive edilebileceli

=4

garulnektcdir.inaktivasyon hizi,basing, sicaklik ve zamanmin ortak
etkisi ile yakindan ilgilidir.Superkritik COouvgulﬁuast sirasin-~
daki yilksek basing, sicaklik ve siire irtlilhiniktiVS$VDH hiziny
arttirar. Isil inaktivasyenun hemen hig olmadilly disik sicaklik-
larda bile SK CDayﬁnteui kullanilarak PE enzimi inaktive edile-
bilmehtedir. Easx:g, atmeeferik basingtan 31,7 MPa'a yiikseldili
Taman reaksiynnqn akt;vasyon enerjisinde ve D delferinde dnewli
Blgiide diigmeler pgoriileiigtiir.Bu sonuglara goére, enzim inaktivasyo-—
nunda SK CD kullanarak enzimlerin inaktive edilmeleri oldukga
avantajla giiUluek\euir. Ancak bu uygulama gok yenidir ve bu konu
ile ilpili yeterli caligma bulunmamakiadir.Buy nedenle- farkla

basing ve sicaklaklarda ve defigik enzimler kullamilarak daha

kapsanly galigmalar yapilmasi gersinehtedir,
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