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KORNISON {Cucumis sativus) PEKTIN METILESTERAZ
ENZiMiNIN BAZI NiTELIKLERI

SOME CHARACTERISTICS OF PECTIN METHYLESTERASE FROM
CUCUMBERS (Cucumis sativus)

Ahmet YEMENCIOGLU, Bekir CEMEROGLU
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Gida Muhendisligi BSIGmi, Ankara

OZET: Bu calgmada hiyararda bulunan pektin metilesteraz enziminin (PME} Isleme agisindan snemli colabilecek bazi nitelikleri
belirlenmigtir. Buna géire htyar PME enziminin 60°C ve daha diigik sicakliklarda 1siya oldukga direngli oldudu, hatta 55°C'de aktive oldugu,
buna kargin 80° ve 90°C'lerde hizla inaktive oldugu belirlenmigtir. Ayrica PME enziminin optimum sicakhg 0°C, optimum pH'ss ise 9.0 olarak
belirlenmigtir,

ABSTRACT: In this study some characteristics of pectin methylesterase (PME) from cucumbers were determined. PME from cucumbers
was vary heat stabile below 80°C and showed activation at 55°C. However, it showed rapid inactivation at 80° and $0°C. The optimum
temperature and pH of PME activity were 60°C and 9.0, respectively.

GiRIS

Bir hiyar (Cucumis sativus) tarii olan kornigonlarin salamura iginde saklanmasi strasinda gérillen doku
yumusamasi, bunlann kalitesi agisindan en tnemli olumsuzluklarin baginda geimektedir. Yumugamanin
baglica nedeni olarak genellikle, dokuda bulunan pektolitik enzimlerin depolama siresince taaliyette bulunmast
gésterilmektedir (MCFEETERS ve ark. 1985, HUDSON ve BUESCHER 1988). Kornigonlarin gigek uglar, diger
kisimlarina géire daha yogun pektolitk enzim aktivitesi igerdikierinden yumugamanin ézellikle bu bélgelerde
dncelikle ve daha belirgin olarak ortaya giktidi ileri stiriiimektedir.

Pektolitik enzimlerden, yani pektinazlardan; pektin metilesterazlar (PME), belittien bu yumugama
olayinin baglica, fakat dolayl etmenidirler (BARRETT ve GONZALEZ 1994). Nitekim bu enzimier, ik agamada
iiriinde bulunan, esterlesme derecesini diglrmektedirler. Bu sekilde olugmug esterlesme derecesi digik
pektin ikinci agamada, yine dokuda bulunan poligalakturonaz (PG) enzimleriyle depolimerize edilmektedir.
Bagka bir ifadeyle PME PEKTINI, PG enziminin substrat haline getirmek suretiyle yumugama olayinin esas
nedenini olugturmaktadir (GIOVANE ve ark. 1990, GLOVER ve BRADY 1994). Dokunun sert yapisini saglayan
pektinin bu sekilde pargalanmasiyla doku, blitunl(iginG kaybetmekte ve bilinen yumugama olay ortaya
gikmaktadir.

Bu agiklamalara gére, yumugamanin snlenmesinin en kesin yolu, pektolitk enzimlerin inaktive
edilmesidir. Nitekim bu nedenle, hiyartarin turguya iglenmesinde ik iglem olarak haglama uygulanmasi
gnerilmektedir (MCFEETERS ve ark. 1985). DiJer yandan etkin bir haglama uygulanarak enzimlerin
inaktivasyonu yerine, tam aksine imli ve kontrolid bir haglama uygulamak suretiyle enzimlerin daha da'
aktive edilmesiyle serthgin korunup artirilabilecegi ileri siirliimekte ve buna iliskin éneriler yapilmaktadir.
Buna gére haglamanin, PME enziminin aktive olabilecedi imli bir sicaklik derecesinde ve uzun sireli olarak
ylriitiiimesi, bunu izleyerek trlinin bir GaCly gbzeltisine daldinimasi dneriimektedir. Bu iglemle, dnce pektin
belli bir diizeyde demetilize edilerek kalsiyum ile kolaylikla bag yapabilecek nitelik kazanmakta, ve ortama
vetilen kalsiyum ile bir ad yap olusturarak dokunﬁn sertlesmesi saglanmaktadir {ALONSO ve ark. 1995,
STANLEY ve ark. 1995). Bu sekilde kalsiyumla baglanmig pektin ayrica enzimlerin hilcumuna da direng
kazanmaktadir.



52 ' i GIDA YIL: 29 SAYI: 1 OCAK-SUBAT 2004

Gerek enzimlerin inaktivasyonunun saflandidi gelenekse! haglamada ve gerekse bunlann aktivitelerinin
artirabilecegi diigik sicakliklardaki hagtama iglemlerinde amaca ulagmanin 6n kogulu, materyalde bulunan
pektolitik enzimlerin termal niteliklerinin 8nceden saptanmig olmasidir. iste bu nedenle; Tirkiye'de yaygin
bigimde tursuya iglenerek dnemli miktarda ihrag edilen kornigonlarin, gigek ucu bilgesinde bulunan PME
enzimierinin termal niteliklerinin belirlenmesi ve bdylece haglama iglemine temel teskil edecek verilerin elde
edilmesi yararli bulunmusgtur.

MATERYAL ve METOD

Materyal

Aragtirmada materyal olarak, Manisa ydresinden temin edilmig bulunan ve bu yéredeki fabrikalarda
yogun olarak iglenmekte olan kornigonlar kultanimigtir. Laboratuvara gelen kornigonlar hemen bel su ile
yikanmig ve kurulandiktan sonra gigek ucu balgeleri kesilerek toplanmigtir. Bu pargaciklar, kiigiik polietilen
torbalara doldurulmug ve deneylerde kullamlana kadar -35°C’deki bir dondurucuda depolanmistir. PME
aktivitesi tayininde gerekii olan turunggil pektini (Metoksil oran %3) Sigma Chem Co (St Louis MO),
firmasmdan saglanmistir.

PME aktivitesi

PME aktivitesi titrimetrik yontemte saptanmmghr (BELL ve ark. 1950). Yéntem ana hatlariyla agagida
verifmistir.

Dondurulmug halde saklanmig hiyarlar, 6nce damitik su igerisinde kendi haline birakilarak gbziilmeleri
beklenmigtir. 5-10 dakika stiren ¢zillme sonunda, 1:1 oraninda damitik su eklenerek Waring blenderde
homojenat hazirlanmigtir. Bu homojenattan, titrasyonda kullaniimak tzere bir “reaksiyon karigimi”
hazirlanmigtir,

Reakslyon karigimi; tartilarak alinmis 1-2 g arasinda degigen belli miktar homojenizat Uzerine, 0.1N
NaCl ¢izeltisinde hazirlanmuig olan %0.5%k turunggil pektini gozeltisinden 20 mL eklemek suretiyle
hazirlanmigtir. Reaksiyon kangimi, 50 mL'lik ¢ift duvarli, zel bir beherde hazirlanmig ve beherin ¢ift duvari
arasinda, 30°C'de su sirklilasyonu sadlanarak reaksiyon kangiminin sicakhdi iglem boyunca tam 30°C’de sabit
tutulmustur. Bu nedenle karigtma eklenen pektin ¢ozeltisi de dnceden 30°C'ye isitilarak karigimin sicakhid
daha baglangictan itibaren iglem boyunca 30°C’de sabit tutulmus ve aynca magnetik kanghrici ile devamli
karigtiriimstir.

Reaksiyon karigimi hazirlandig anda, pH derecesi derhal 0.1 N NaOH ¢ézeltisiyle 7.5'e ayarlanmigtir,
iste bu an deneyin baglangici, yani siftr zamamidir. Bu andan itibaren PME etkisiyle olugan serbest karboksil
gruplari, 5 dakika boyunca 0.01 N NaOH gozeltisiyle titre edilerek, reaksiyon kangimimin pH derecesi daima
tam 7.5'de sabit tutulmustur. Bu siire iginde harcanan 0.01 N NaOH miktari kaydedilmis ve bu aktivitenin
degerlendiriimesinde temel deger olarak alinmisgtir. '

Isil inaktivasyon deneyleri

PME enziminin isil yolla inaktivasyonuna ait deneyler 50-90°C sicaklik arakginda, YEMENCIOGLU ve
ark. (1997) tarafindan izlenen sekilde yGratimiigtir. Bu amagla, test tiplerinde (i¢ gapi 14 mm, duvar kalinh
1 mm} 4 mL damitik su konmus ve tlipler su banyosuna yerlegtirilerek, igeriklerinin bu dereceye kadar 1sinmasi
beklenmigtir. Deneylerde +0.1°C duyarlilikla galisan bir termostatikk su banyosundan {Messtechnic-
Ultratermostat) yararlanilmighir. Tiipler istenen dereceye ulaginca herbirinin igerisine, daha énceden kalibre
edilmis bir pipetle egit miktarlarda {1 g veya 1.5 g'a esdeder hacimde) homojenat eklenip bir Vorteks ile
karigtinlarak derhal yeniden su banyosuna alinmiglardir.

Isitmaya baglamanin sifir zamam bu an olup, tlpler istenen sire termostatik su banyosunda
tutulmuglardir. Belli slire sonunda su banyosundan alinan tiipler, derhal buzlu su banyosuna yerlegtirilerek
sofutulmak suretiyle 1sitmaya son verilmigtir. Tiplerden biri homojenat eklendikten sorra dogrudan dogruya
buzlu suya alinarak Isiya arzedilmemig ve bu “baglangi¢ enzim aktivitesini” saptamada kullanimigtir.
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tsiya arzedilmis tiiplerle, baslangic aktiviteyi yansitmak tizere hazirlanmig tipte yukanda agiklandigi
gibi PME aktivitesi saptanmigtir. Bu amagla tilp igeriginin timu (yaklagik 5.0 veya 5.5 mL) reaksiyon gbzeltisi
hazirlamada kullamlmigtir.

Aktivite tayininde titrasyonda harcanan 0.01 N NaOH ¢ozeltisi miktar herhangi bir birime gevrilmeden
dofrudan aktiviteyi yansiici defer olarak kullamimigtir. Baglangig aktivite 100 alinarak diger degerler buna
gore hesaplanarak bulunmustur.

Optimum sicaklifin saptanmas

PME enziminin aktivitesi 20-70°C sicaklik arali§inda él¢hlerek optimum sicakhi belirlenmigtir. 456°G'nin
Uzerindeki sicakliklarda pektinin sicaklik etkisiyle spontan olarak demetilize oldugu saptanmigtir. Bu nedenle
bu sicakligin zerindeki deneylerde, enzim icermeyen bir sahit de deneye sokulmug ve bunlarin titrasyondaki
alkali ¢dzeltisi harcamalar, enzimli deneydeki harcamalardan gikanimigtir. Bdylece yalniz enzim aktivitesinin
neden oldugu demetilasyon dikkate alinmig bulunmaktadir.

Optimum pH derecesinin saptanmasi

PME enziminin pH optimumu, reaksiyon kangiminin pH derecesinin, 0.01 N asetik asit veya gerektiginde
0.01 N NaOH yardimiyla 5.0-9.5 arasinda ayarlanmasiyla olugan ortamlarda aktivite saptanmasiyla belirlenmistir.
pH 8.5'in lizerinde, pektinin spontan olarak beliri diizeyde bir demetilasyona udradigi gorilmigtir. Bundan
kaynaklanacak hata, optimum sicaklidin saptanmasinda izlenen ayni yolla giderilmigtir.

Kinetik parametrelerin hesaplanmasi
PME enziminin 1sil yolla inaktivasyonunda kinetik parametrelerin hesaplanmasinda agagidaki
esgitliklerden yararlanilmigtir (RAMASWAMY ve ark 1989).

Birinci dereceden reaksiyon igin hiz konstanti:
Ln {C/Co} = -k.t

Aktivasyon enerjisi igin:
K = k,.e-E2/RT

z dederinin hesaplanmasinda ise; 6nce inaktivasyon edrilerinin egiminden D dederleri buiunmug ve
sicaklik derecelerine karst D dederlerinin yan logaritmik grafije islenmesiyle hazirlanan termal inaktivasyon
siresi (TIT) egrisinin ediminden faydalaniimigtir:

z=1/Egim

190 1 X,
X

SONUGLAR VE TARTISMA ol

PME enziminin 1sil stabilitesi

Kornison PME enziminin 60°, 80° ve 90°C de saptanmig
bulunan isit inaktivasyon kurveleri Sekil 1'de gosteriimistir. Alinan
sonuglara gdre, PME'in birinct dereceden bir reaksiyon kinetigine
uygun olarak inaktive ofdugu ve ylksek sicakhklarda inaktivasyonun
biiyik bir hizda gerceklestigi gorilmistir. Nitekim 80°C'de 3.6
dakikada aktivitesini %90 oraninda kaybeden PME, 90°C’de 1.1
dakikada ayni diizeyde inaktive olmaktadir. Buna kargin 60°C ve
altindaki sicakliklarda enzimin 1sil direncinin oldukga yiiksek oldugu
(Dgo= 556 dak.} ve hatta 55°C’de bir inaktivasyon degil, kismen ,
aktivasyon gorlldigi Cizelge 1'deki verilerden anlagiimaktadir. v SURE tdak) B

Enzimlerin inaktivasyoniannin gerceklegtigi sicaklik derecelerinin al- Sekil 1. Kornison PME enziminin il inak-
tivasyonu

KALINTI PME AKTIVITESE 1*/3
-3
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tindaki thmh sicakliklarda aktive oldugu birgok aragtirici Cizelge 1. Kornison PME Enzim Aktivitesi Uzerine
Diigiik Sicaklik Derecelerinin Etkisi

tarafindan da rapor edilmektedir {LEE ve ark. 1991, CHAN

ve ark. 1996, YEMENCIOGLU ve ark. 1997). Kornigon Sire (dakika)

Kahnti aktivite (%)

PME enziminin 55°C’'de aktive oldugunun en azindan ak- 50°C 55°C 60°C
tivitesini korudugunun praktikteki anlami; bu sicaklikta 0 100 100 100
uzun sireli bir haglamayla sertlestirme uygulanabilecedi- i gf ]9034 gg
dir. Buna karsin enzimin 80°-80°C'de hizla inaktive olma- 6 93 104 93
si onun, yiiksek sicaklikta uygulanacak haglamayla tiim- 8 87 T4 88
den ve koiayhkla inaktive edilebilecedini géstermektedir. ;g gz iég gg
Kornigonlarin uygulamada gegerli olabilecek haglanma s1- 3 90 109 78
caklik ve siirelerinin kesin olarak belidenmesi igin, ézellik- 40 88 108 82
50 92 112 76

le bitiin haldeki materyalierin gigek ucu bdlgesinde 15|

iletiminin dlgiimesi gerekmektedir,

Sicaklik derecesi degigimin inaktivasyon hizina etkisini belirlemek ame Jiyla “Arrhenius” ve “Termal
inaktivasyon Stiresi” (TIT) parametreleri de hesaplanmigtr. Buna gdre PME'in 60-90°C sicaklik aralifinda
inaktivasyonunda aktivasyon enerjisi 50.9 keal.mol {r = 0.991) ve z= 10.7°C (r = 0.988) olarak befilenmistir. Bu
bulgurtar kornigon PME enziminin 1sil inaktivasyonunun, sicaklik derecesi degisiminden gok etkilendiginin kantlandir.

1,

98

FME AKTIVITES] {0

o t

Optimum sicaklik derecesi

Kornison PME enziminin eptimum ¢aligma sicaklifina
ait deney sonuglan Sekil 2'de gosterilmigtir. Buna gbre
optimum sicakhidin 60°C oldugu sonucuna ulagilmigtir. Bu
deder KING'in (1990} elma PME enzimi igin belirledigi
optimum sicakhkla aynidir, 60°C'nin Gzerindeki sicakliklarda
enzim aktivitesinin hizla azaldi§n yani, inaktivasyonun
baglarmig oludugu Sekil 2'deki verilerden anlagiimaktadir.

Diger taraftan, 20-60°C sicaklik arali§inda aktivitenin
sicakhk derecesine bagimhigini befirlemek amaciyla
hesaplanmig aktivagyon enerjisi Ea = 6.9 kecal.mol-1
diizeyindedir. Bu ise, sicakhk dedisiminin aktivite (izerine
etkisinin, inaktivasyon Uzerine etkisinden gok az oldugunu

SICAKLIK{% )

$ekil 2. Kornigon PME enziminin optimum sicakhg.

Optimum pH degeri

Kornigon PME enziminin optimum pH derecesini belirle-
meye yonelik deney sonuglaninin verilmig bulundugu Sekil 3'de
gorildagi gibi, bu enzimin opimum pH degderi 3.0°dur. Bu deder
literatiir verileriyle uyum igindedir. Nitekim optimum pH degerle-
ri, elma PME" igin 10 (KING, 1990}, domates PME" igin 9-10
arasi (GIOVANE ve ark. 1994) ve geftali PME" igin 8 (JAVERI
ve WICKER 1991) olarak saptanmigtir. pH derecesinin diigme-
siyle PME aklivitesinin hizta azalmakta oldugu da Sekil 3'de gé-
riimektedir. Bunun praktikteki anlami ise, kornigontarin hizla
fermente olmasi veya yapay yolla asitlendiriimesi sonunda
PME'In aktivitesinin sona erebilecedidir. Buna gére yumugama
olayina, fermentasyonun yavag bir sekilde gelismesinde daba
sikhkla rastlanabilecedi anlagiimaktadir.

BME AKTIVITESE (*4,]

0 % T ™ % ®  gostermektedir.

-3
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Sekil 3. Kornigon PME enziminin optimum pH’si,
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