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FARKLI PANCAR CESITLERINDEKI POLIFENOLOKSIDAZ
ENZIM AKTIVITESININ BELIRLENMESI
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OZET: bu calgmada Torkiye Seker Fabrikatan A.$., Seker Enstitis0 (Ankara) deneme tarialarinda yetigtirilen Evita, TS, Poly, Gisela,
Adonis ve Agra adll seker pancan ¢esitlerindeki polifenoloksidaz (PPO) aktivitesi incelenmigtir. PPO enzim aktivites] substrat olarak kate-
sollin kullamidigy delayh bir yontemle lgliimastiir. Absorbans-zaman grafiginin edimi toptam enzim aktivitesi olarak degerlendiriimigtir. Ba-

"z seker pancarn gesitlerinde (Evita, T.S. Poly) ortalama PPO aktivitesinin yilksek oldugu ve aym gesit drneklerdeki enzim aktivitesi degder-
lerinin ¢ok genis sinirlar arasinda dedistigi belirlenmigtir. Fakat Adonis gesidi i¢in ortalama PPC aktivitesi ve standart sapma deferleri ol-
dukga diigiik bulunmugtur. Tam dogal seker (Whole Sugar) tiretiminde pancardaki polifenoloksidaziar 0rén rengini olumsuz etkilemekte ve
bu nedenle dretimin ilk agamasinda PPO buharla inaktive edilmektedir. Bu tlir dilglik PPO aktivitesine sahip gesitlerin kuilanim: ile proses-
te ve Urin kalitesinde iyilestirme sagdlanabilecektir.

ABSTRACT: In this study sugar best varieties {Evita, T.S. Poly, Gisela, Adonis and Agra} grown in the trial fields of the Sugar Research
Institute (Turkish Sugar Factories Corporation, Ankara) were tested for polyphencloxidase {PPQ) activity. The PPO enzyme activity was mea-
sured by an indirect method by using catechol as substrate. Slope of the absotbance-time graph was taken as the total enzyme activity. So-
me of the sugar beet varieties (Evita, T.3. Poly) had considerably higher average PPO activity and the variation of enzyme activity among the
samples of the same cultivar was wide. However Adonis variety had fower vatues both in terms of average PPO activity and standard deviati-
on. In Whole Sugar production polyphenoloxidases in beet deteriorate color of the product. Therefore, PPO is inactivated with steam at the
first stage of production. Such varieties with lower PPO activity can be used advantageously in the Whole Sugar production in order to impro-
ve the color of the final product.

GIRiS

Ginimizde tiketicilerin dogal gida maddelerine tekrar ydnelmesi ve rafine gidalar ile dogdal olmayan
katki maddelerine karsi tepkilerinin artmasi sonucu gida lreticileri de bu tlr Urnlerin dretimine ydnelmiglerdir.
Rafine bir Griin olan geker de bu edilimden stkilenmeye baglamighr. Avusturya Seker Enstitiisi, seker panca-
rindan, rafine edilmemis, pancardan gelen amino asit, vitamin ve tuzlan dogal dengssiyle igeren, geker gibi
pratik ve gok yonll kullanilabilir, gok pahali olmayan, iyi gérinim ve tatta bir Urin( geligtirmek igin 1886 yilin-
da aragtirmalara baglamigtir. Bu galismalar sonucu geligtirilen ve Tam Dogal Seker (Whole Sugar, Vollzucker}
olarak adlandirabilecegimiz bir Griin ticari olarak 1990 yikinda Oretiimeye baglanmigtir. Pazar payi hizla artan
bu driiniin Gretim agamalan belittilmekte ancak dretim parametreleri agiklanmamaktadir (POLLACH, 1992).
Pancardan ¢esitli Urlinlerin Gretilmesi sirasinda elde edilen gerbet havayla temas eder etmez koyu gri bir renk
ahir, Kristal geker Oretiminde bu renk maddeleri antma ve rafinasyon agamalarinda giderilirken, tam dogal se-
ker (retiminde bu yontemlerin uygulanmast mimkiin degildir. Clnki bu isiem!er sirasinda serbet bilegiminde-
ki istenilen vitamin, mineral vb. maddeler de kaybolmaktadsr.

Kristal geker (iretiminde elde edilen ham serbetteki renk koyulagmasinin nedenlerinden en dnemilisi se-
ker pancarinin yapisinda bulunan po!'ifeno[oksidaz {PPO) enzim(ler)idir {(MATHEW AND PARPIA, 1971;
MADSEN ve ark., 1979; POLLACH, 1992). Esmerlegme reaksiyoniarinin mekanizmas| modern analitik metot-
lanin ve enzimolojik tekniklerin gelistiriimesinden ¢ok 6nce biliniyordu. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlarina
neden olan tirosinaz ilk olarak 1895 yilinda Bertrand tarafindan mantar hiicre ve ekstraktlarinda belirlenmigtir
(GROSS ve COOMBS, 1978).
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Literatlirde o-difenol oksidaz, tirosinaz, fenol oksidaz, yaygin olarak da fenolaz gibi gok farkli sekillerde
adlandirilan enzimin Enzim Komisyonu tarafindan kabul edilen sistematik ismi de 6nce o-difenol: oksijen oksi-
dorediktaz ve Enzim Komisyonu numaras! EC 1.10.3.1 olmus daha sonra bu enzimin rol oynadig reaksiyon-
lara gdre monofenol monooksijenaz EC 1.14.18.1, difenoloksidaz EC 1.10.3.2. ve lakkaz EC 1.10.3.1 olarak
degistiriimistir (MAYER, 1987), .

Meyve ve sebzelerde mekanik yaralanma sonucu olugan esmerlesme olaylan genelde bitkinin yapisin-
da bulunan polifenolierin enzimatik veya enzimatik olmayan reaksiyonu sonucu esmer renkli bilesiklere doniis-
mesiyle ortaya ¢ikar. Enzimatik esmerlegsmeye neden olan polifenoloksidazlar ve substratian bulundukian bit-
ki tirine gore farkhihklar géstermektedir. Ayni bitkide gesit, iklim, glbreleme vb. gsartlarin degisimiyle de PPO
enzim aktivitesi bliyik degisiklikler gostermektedir (BONNER, 1957; HEIMER ve MAYER, 1966; MATHEW ve
PARPIA, 1971, KELES, 1987a).

Bitki i¢inde, polifencloksidaz enzimi ve substrat farkli dokularda farkll miktarlarda ve bitki hiicrelerinin
farkli bélimlerinde bulunmaktadir, Seker pancarinda PPQ enzimi pancarin yapraklarinda, yaprak kék birles-
me bélgesi ve kdkiin dig kabugunda yodun sekilde bulunurken kékiin ig kisminda oldukga az bulunmaktadir.
Polifenoloksidaz enzimi pancar kok hiicrelerinde partikiiler formda kloroplast veya mitokondriye yapisik olarak
- bulunur. Pancar yapraklarinda ise hem partikiiler formda hem de hiicre sivisi iginde g¢éziinmis olarak bulun-
maktadir. Substrat olarak geker pancarinda tirosin ve 3,4-Dihidroksifenilalanin {(DOPA) yaninda az miktarda
katesol bulunmaktadir. Bakir, PPO enzimi igin kofaktdr clarak rol oynamaktadir (MATHEW ve PARPIA, 1971;
GROSS ve COOMBS., 1987; MADSEN ve ark., 1979; MAYER ve HAREL, 1979).

Polifencloksidazlarin etkili oldugu esmerlesme reaksiyonlarnin engellenmesi ya da kontrol altinda tu-
tulmasi, reaksiyonun temel 6geleri olan enzim ve substrat ikilisinden en az birinin kontrold ile mimkindar (ES-
KIN ve, 1971; MAYER, 1964; MATHEW VE PARPIA, 1871; AVIESSE ve VAROQUAUX, 1977, MOWLAH ve
ark., 1981; SETHI, 1986; KELES, 1987a.; CANO ve ark., 1989; LOURENCO ve ark., 1990; ZAMEL ve ark.,
1990). Bitkinin genetik yapisinin 1slah edilmesi veya yetigtirimesi sirasinda giibreleme, sulama vb. agronomik
parametrelerin kontrol edilmesi ile enzim ve/veya substrat igeriginin azaltilmas! bu amagla uygulanabilecek
yontemlerden biri olarak ele almabilir. PPO aktivitesi diigiik ¢esitlerin bulunmasi, pancarin renk bakimindan
arzu edilir nitelikte Griinlere déndstiirilmesine olumiu katkiarda bulunacaktir. Tam dogal seker Gretimi sirasin-
da, ilk agamada polifenoloksidazlarin inaktivasyonu amaciyla pancar Kiyimlanina ssil iglem uygulansa da di-
slik ve stabil olan hammadde kullamminin avantaj saglayacad agiktir. Bu galigmada geker pancarinin iglen-
mesi sirasinda ham gerbette grf siyah renk clugumuna neden olan PPQ enziminin farkli pancar ¢esitlerindeki
ve ayni gesite ait dmeklerdeki degisiminin incelenmesi amaglanmaktadir.

MATERYAL VE METOD

Materyal

Denemelerde Turkiye $eker Fabrikalan A.S., Seker Enstitisi (Ankara) deneme tarlalarinda yetigtirilen
pancarlar kullanilmigtir. Ayni giinde sékilen pancarlar iginden yaklagik ayni blyUklikte olanlar segiimig ve te-
mizlendikten sonra naylon terbalara konularak 2+2°C sicakl ktaki soguk odada kerunmuglardir. Materyal ola-
rak kullanilan pancar gesitleri sunlardir: Evita, T.S. Poly, Adonis, Gisela ve Agra.

Metod

Seker pancar kiyimlarindan polifenoloksidazin ekstraksiyonu islemi 2+2°C sicakliktaki soguk odada
gergeklestiriimigtir. Soduk odada bekletilen pancarlardan kesilen 50 g pancar kiyimm bienderde (Starmix) tize-
rine 80 mL tampon ¢dzelti ve 1 g Polivini! polipirolidon (PVPP) (Sigma} eklendikten sonra 12000 devir/dakika
hizda 2 dakika silreyle homojenize edilmistir. Elde edilen kangim filtre edilmis ve siizintii tiplere konarak
santrifjjde (Heraeus) 5000 devir/dakika hizda 1 saat santrifilj edilmis ve supernatant enzim kaynadt olarak
kullanilmistir.
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Tampon gézelti olarak 0.2 M Na,HPO, ve 0.1 M sitrik asidin kangimindan olusan pH 7.0 Mclivaine
tamponu kullanilmigtir (KNAPP, 1966; SKOOG ve WEST, 1976; RAUDSARI ve ark., 1981; LEE ve ark,,
1983; GURAKAN, 1988; KLAP ve ark., 1989; CANO ve ark., 1989). Kullanilan tampon ve PVPP miktarlar bir
dizi 6n deneme sonucu saptanmigtir. Tamponun az kullanilmasi homojenizasyonun iyi yapllamamasina, fazla
kullanilmas: ise enzim konsantrasyonunun azalmasina neden olmaktadir. PVPP fenolik absorbant bir madde
olup fazla kullaniimasi durumunda polifenoloksidaz Uizerinde inhibitér etkisi yaratmaktadir (MATHEW ve PAR-
PIA, 1971; GROSS ve COOMBS, 1978; MAYER ve HAREL, 1979). Bu ¢alismada enzim Karakterizasyonu
amaglanmayip polifencloksidazdan kaynaklanan teknolojik problemlerin ¢dziim( hedeflendidinden enzim saf-
lagtirlmasina gidilmemistir.

Seker pancar kiyimlanindaki polifenoloksidaz aktivitesi SUSSMAN (1961), KNAPP (1965) ve GUREL
{1991)'in kullandiklari, polifenoloksidaz enzim aktivitesinin dolayh olarak saptandidi ydntemlerin modifikasyo-
nu ile olglimigtir, Bu yontemde enzim-substrat sistemine indirgen madde olarak potasyum ferrosiyanid
{K4Fe[CNJg) ilave edilmektedir. Potasyum ferrosiyanid'in potasyum ferrisiyanid (KsFe[CNlg)'e yikseligenme-
siyle olugan absorbans artigt 420 nm'de Glglilmektedir. Ferrosiyanid'in enzimatik reaksiyon hizi Uzetine higbir

etkisi bulunmamaktadir (LEBLEBICI, 1995).

' Reaksiyon kangmmi 5.0 mL, pH 7.0 Mclivaine tamponu (ginlik olarak hazirtanip buzdolabinda bekieti-
len); 0,8 mL, 0.2 M K4Fe[CNJg; 1.0 mL taze olarak hazirlanan 0.01 M kategol (Sigma) ve 0.2 mL ekstrakttan
olugmaktadir. Tampon, K4Fe[CN]g ve katesol kanisimi 50 mL'lik bir beherde oda sicakitgina getirildikten sonra
ekstrakt eklenmis ve kanistinlip 1.0 cm'lik kiivete doldurulduktan sonra Shimadzu UV-2101 spektrofotometre
ile 420 nm'de absorbans dederleri zamana kargl kaydedilmigtir. Bu iglemler yaklagik 5 saniyede tamamilan-
maktadir, Absorbans dederleri 15 saniyede bir kaydedilmigtir. Yapilan 6n denemelerde, absorbansin ilk 5 da-
kika dogrusal arttig: gézlenmig ve aktivite saptanmasinda ilk 2 dakikadaki dlgiimier temel alinmigtir, Bu ¢alsg-
mada enzim saflagtirmasi yapilmamig ve saftagtinimamig olan enzim ekstraktinda belirienen aktivite toplam
enzim aktivitesi olarak ifade edilmistir. Toplam enzim aktivitesi olarak absorbans zaman grafidinin ilk 2 dakika-
hik lineer bdlimuanin edimi (A420 nm. s-1} alinmigtir,

ARASTIRMA SONUGLARI VE TARTISMA

Substrat (kategol), tampon gézelti ve indirgen madde ( KyFe[CN]g)'den olugan kargima enzim ekstrak-
tinin eklenmesiyle baglatilan reaksiyonda absorbans degerlerinin zamana kargt degisimi tim gesitler i¢in kay-
dedilmig ve sonuglar drnek olarak Adonis gesgidi icin Cizelge 1'de verilmigtir. Reaksiyon bagladiktan sonra line-
er olarak artan absorbans degerleri daha sonra lineerlikten sapma géstermektedir (Sekil 1). Bu degerlerin line-
er olarak degistifi bolgenin ilk 2 dakikalik bolimiinin ediminin bulunmasiyla PPO enzim aklivitesi elde edil-
migtir.
Evita, T.5.Poly, Gisela, Ado-

Cizelge 1. Tiim Adonis drnekleri igin absorbans degerlerinin zamana kargi degigimi. . o !
nis ve Agra ¢esitlerinin farkli érnek-

. _ __ Absorbans _ _ leri igin belirlenen PPO enzim akti-
Saniye| Ornek 1 Ornek 2 Omek 3 Ornek 4 Ornek 5 Ornek 6 vitelerinin minimum, maksimum, or-
0 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 talama ve standart sapma degerle-
15 0.002 0.002 0.002 0.004 0.003 0.002 ri Gizelge 2'de veriimistir. Tablo in-
30 0.003 0.005 0.005 0.006 0.004 0.004 celendiginde bu cesitierin bazila-
45 0.005 0.008 0.008 0.006 0.006 0.005 rnda i')rnegjin Evita, T$ POly) PPO
60 0.007 0.010 0.010 0.008 0.007 0.007 aktivitesi degerlerinin cok genis si-
75 0.009 0013 0012 0010 0.009 0.009 nirlar arasinda degistigi ve ortala-
90 0.011 0015 0.015 0.011 0.011 0.010 ma enzim aktivitesi degerietinin di-
105 0.012 0.018 0017 0.014 0013 0.011 ger cesitlere gére oldukga yiiksek
120 0.0i4 0.020 0.019 0.015 0.014 0.013 oldugu gériimektedir.
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$ekil 1: Adonis $rneginin absorbans-zaman degisim grafigi. Saniye

Cizelge 2. Farkh pancar cesitlerindeki PPQ enzim aktivitesi. Adonis gesidine ait tim &rneklerin ortalama
Cesit Minimum | Maksimum | Ortalama | Standart sapma PPO aktivite degerleri ise genellikle Evita ve T.S.
Evita 182 4.56 272 1252 Poly gibi ¢esitlere gore daha dagiktir. Ayrica stan-
T.S.Poly 197 3.79 291 0893 dart sapma degerleri bu ¢esite ait &rneklerde ortala-
Gisela 161 242 2.00 0394 ma PPQO aktivitesinin daha dar sinirlar arasinda de-
Adonis 1.06 1.70 130 0.279 Jistigini gostermektedir, Sonug olarak bazi pancar
Agra 1.06 226 184 0423 cesitlerinde PPO aktivitesi degjerleri diier cesitlere

gére daha diigiik olup genellikle bu gesite ait farkli &rnekler arasindaki varyasyon da daha azdir. Bu ézellikteki
omeklerin segimi (ve uygun kosullarda yetigtiriimesi) seker pancan fabrikasyonu sirasinda ortaya gikan ve
serbet artim agamalarinda kimyasal yollarla giderilen clumsuz renk 6gelerinin kontroliing olanak verecektir.
Tam dodal seker Gretimi sirasinda ham serbette meydana gelen istenmeyen renk maddelerinin giderilmesi
icin artma ve rafinasyon islemleri uygulanamamakta, renk olugumu isit islem uygulamasiyla engelienmeye
caligiimaktadir. Ancak isil iglem sirasinda pancarin kiylimasindan inaktivasyon igin gerekli sicaklija erigince-
yé kadar gegen siire iginde istenmeyen renk maddeleri olugabilmektedir. Ayrica ¢ok yliksek sicakliklar panca-
nn preslenebilirlik 6zelligini de oclumsuz ydnde etkileyebilmektedir. Bu nedenle tam dogal seker (retiminde
PPO aktivitesi diisiik olan ve kampanya sirasinda dalgalanma géstermeyen hammadde kullanimi avantaj
saglayacaktir. Bu nedenle galigmanin gok sayida seker pancan cegidi ile, bircok tretim yerinde ve degisik
Uretim kosullaninda genigletilerek yapilmasinda yararlar vardir. Bélece dugik PPO aktiviteli pancar hammad-
desi Oretimi igin uygun cesit, Uretim yeri ve agronomik uygulamalann belirenmesi mitmkiin olacaktir.
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