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OzEY

Polifenoloksidaz (PPO) dogada yaygin ola-
rak bulunan bir enzimdir. Sebze ve meyveler-
de bulunmasimin yam sira, bazi hayvan organ-
laninda ve mikroorganizmalarda da bulunur.
Meyvelerin, Sebzelerin ve kabuklu deniz hay-
vanlarmmn endiistriyel hazirlanmalan sirasinda,
PPO'nin katalitik etkisi scnucu enzimetik es-
merlesme olur, Bu durum, driiniin sadece gi-
riiniis ve tadini bozmakla kalmayip, onun bes-
leylci dederini de diigiiniir, Bu derlemede,
PPO'in temel ozellikleri, esmerlesme reaksi-
yontar ve bunlerr 8nlemek igin alternatifler
sunulmustur, -

SUMMARY
POLYPHENOLOXIDASE AND BROWNING -
REACTIONS

Polyphencloxidase (PPO) is widely distri-
buted in nature. It has been detected in most
fruits and wvegetables, In addition to its gene-
ral occurence in plants, it may also be present
in microorganisms and somg animal organs.
During the processing of the vegetables and
some crustaceans polyphenol oxidase causes
enzymatic browning. This phenomena is of
vital importance to the manifacturer because
it impairs the sensory properties and hence
the marketability of the product, and also
lowers its nutritive value, In this article, the
main features of PPO, browning reactions and
alternative miethods for preventing enzymic
browning are presented.

GlRis

Fiiketicinin giderek daha bilinglenmesi so-
nucu, titketilen besinlerin hem cevre ve insan
saglijina, hem de damak zevkine uygun ol
masi talep edilmektedir, Bu nedenle gida en-
diistrisi alaninda {retim ve pazarlama ile ilgili
yeni yontemier gelistirilmekiedir, Meyve ve
sebzelerin depolanmvalari ve endlistriye! iglen-
maler| strasinda meydana gelen zedelenmeler

sonucu ortaya grkan esmeriesme reaksiyonlari
ite yiyecedin lezzet ve aromas; degismekte ve
kalite bozulmaktadir, Bu reaksiyonlardan sc-
rumlu tutulan polifenol oksidaz (PPO) enzimi,
meyve ve sebzelerde vaygin olarak bulunan,
fenollk bilesikierin oksidasyonunu katalizleye-
rek, esmerlesmeyi yapan melanin pigmentleri-
nin olusumuna vyol agmaktadr (WHITAKER,
1972). Bu tir reaksiyonlarin olmasi igin PPO
enzimi, fenolik substratiar, ‘enzim sktivatéri
olarak da oksijen ve bakir gerekmektedir. Mey-
ve sularinin ve dondurulmus sebze ve meyva-
tarin endlstriyel hazirlanmalar: sirasinda orta-
ya gikan bu tlir reaksiyonlar kaiiteyl diiglirerek,
irlniin pazar dederini azaltir, Ayrica karides,
Istakoz, yengeg gibi kabuklu deniz hayvanl-é»-
rimin hazirlanmalart ve depo edilmeleri sira-
smda kabukta meydana gelen ezilmeler sonu-
cu, PPO enziminin etilsiyle ortaya cikan mela-
nozis sonucu, olusan siyah renkl lekeler orii-
niin degerint diistirir, (OTWEL ve MARSHALL,
1836), Bu tir esmerlesme treaksiyonlarinin 181
inaktivasyonu ile (PONTING, 1960), siilfit ila-
vesi ile  [SAYAVEDRA SOTO ve MONTGO-
MERY, 1986) substratlarin elimine ediimesi
ile (WHITAKER, 1972), askorbik asit ifavesi ile
(GOLAN - GOLDHIRSH WHITAKER, 1984), orta-
min pH'im dislirerek (ZEMEL, 1989) vevya yitk.
sek basing uygulayarak (BALABAN ve PEKYAR-
DIMCI, 1991) &nlenebilecedi ghsterilmistir,

Esmerlesme reaksiyonuna yol acan sebep-
ler ii¢ grup altinda toplanmaktadir.

1 — Enzimlerin sebep oldugu Esmerfesme
Reaksiyonlar

2 — Enzimik olmayan oksidatif Fsmerleg-
me Reaksiyonlar:

3 — Maillard Esmerlesmasi.

Bu reaksiyonlar iginde en yaygin olarak
rastlanan enzimik esmerlesme reaksiyonlartdir
ve bu derlemede fzeiliide bu konuya adirlik
vierileceltir.
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ENZIMLERIN YOL AGTIG! ESMERLESME
REAKSIYONLARI

Meyve ve sebzelerin endiistriyel hazirlan-
malari sirasinda gbzlenen en dnemll esmerles-
medir (NORMAN, 1881). Bu reakgiyona yol
agan’ enzlml:er substratlarina baglh blarak kre-
zolaz, katekoloksldaz kateko'sz, polifenol ok-
sidaz ve fenolaz olarak adlandinlir, 1981 yiln-
dan itibaren burrl=ann timi «Fenolaziars veya
«Polifenol oksidazlars adi altinda toplanmistir,
Bu enz:mler oksidorediiktazlar grub-m«a girer
ve enzim tenm:iunoioji:si?nde' {E.C. 1.14.18.1: PPO)
olarak beltrtilir. Polifenol oksidazlar dogada
henen whemen tiim bithlerde bunun yam sira
da bhazn hayvarrsal doklufarda bulunur, Bitkiter-
deki PPO miktar bitkinin tiriine yasina, olgun-
luk durumuna ve yetistirllmesine baglidir, Bu
enzrmm bitki hiicrelerinde bulundugu yer, her
bitki tiirii igin farkifik gosterit. PPO, jegﬂl yap-
rakll bitkilerin kloroplastlarnaa, patatesin yum-
ri kisminda, elmada ise klorap'asﬂarda ve mH-
takondride lokalize o!mus durumdadtr Ispanak,
buﬁday, yulef, bezelye gibil bazi tirlsrda enzim
aktive edilmemis sekilde bulunur ve aktive
ediimest gerekir. Patates, ‘manta-, faqulye do-
mates gibi bitkilerds ise -aktif durumda bum-
nur. (WISSEMANN, 1981). Polifenol oksidazlar
Hd tiir reaksiyonu katalizter,

1 — Hidroksilleme reaksiyonlar:.

2 — Oksitleme reaksiyoplari,

Birinci kategoriye giren reaksiyonlar fenil-
hidroksilaz veya kresolaz enzimleri tarafindan
katnllziemr ve sekil 1'de  gbrildigh gibi bu
reaksiyonlar isonucu monofenoller, O- dihidrok-
sifenollere doniisiir. (RICHARDSON ve HYS-

LOP, 1985).
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Sonraki agamada O- dnhndroks:rfenol E.2
Cu+2'yi E~2Cu+1 haline Indirger [WHHA-
KER, 1972}, Difencllerin O - kincniara oksitlen-
mes| reaksiyonu katekolaz veya fenoloksidaz
enzimieri tarafirdan kata':ienir {Sekil .2).
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Sekil 2. O - Benzokinon Olusumu

Mugz, patates, seftali ve tiitin yapragindan
izole edilen PPO’lar ozellikle O - difenolik grup-
lar lzerinde etkilidir, monofenolleri hidroksil-
leme yetenekleri yoktur. Mantar, {izilm, elma
ve geker pancan yapragindan elde edilen PPO'
lar ise ik tlir aktivitevi de gosterir (VALERO
ve VARON, 1988). Gidalarda bulunan fenolik
substratlarin bityitk bir goguniugu dihidroksife-
noller oldugundan esmerlesmg reaksiyonlari-
nin cogu ikinej bir PPO'm katalitik etkisiyle or-
taya gtkmaktadir (MATHEW ve PARPIA, 1971},
Ortokinonlara oksitlenme olmadan 6nce mono-
fenollerin hidroksillenmesi gareldr. Hiz belir-
teyict basamak monofenollerin hidroksillenme-
sidir (RICHARDSON ve HYSLOP, 1885). PPO
tarafindan kolayca oksitlenen ve O -diferollert
iceren substratlar, tirozin kafeik asit, kloroje-
nik asit ve katekoldilr. Elmada, katekol, kloro-
jenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve
p-hidroksi benzoik asit bulunmaktadir {(WILLI-
AMS, 1953), Elmada bulunan PPO enzimi, bun-
larin timinitn Oksidasyonunu katalizler ve en-
zimik esmerlesmie reaksiyonlartna yol agar
(DURKEE ve POAPST, 1965). PPQ enz'minin
mekanizmasinin tek yénden oldudu saniimakta-
dir {INGRAHAM ve MEYER 1935, SPIRO, 1981).
iki oksijen atomunun, iki bakir atomu iz bir-
legmesi sonucu peroksi ara hall olusur. Reak-
siyon mekanizmas: sekil 3'de verilmektedir, Bu
reaksiyonlar kresolaz aktivitesini {bir monofe-
nolden o-hidroksilleme) ve katekolaz aktivi-

- tesini (katekolin bir o-kinona oksitienmesi)

aciklanmaktadir (SINGLETON, 1987),

Sekil 4'de ferolk substratiarin polimarizas-
yona udrayarak kahverengi melanfn pigment-
terini olusturmas1 gbsterilmeictedir, Ciftesme-
mis elektrontar kolayca vyenl kovalent baglan
otustururlar ve yeni baglanmis karbonlar iize-
rindeki H'ler, tekrar oksitlenecek olan hidro-
kinona gé¢ eder. Sonugta kompleks vapidaki
hitylik potimerier olusur (SINGLETON, 1987).
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Mekanizmasi

ENZIMIK OLMAYAN OKSIDATIF -
ESMERLESME

‘Bu reaksiyon da enzimik reaksiyonlar gibi
yiiriir ve fenolik gruplar arttrk¢a oksitlenmeye

kergt hassaslik artar. (HARBORNE, 1964).
ROSS! ve SINGLETON (1987) fenollerin oksl-
casyonunun ¢Ozeltinin pH't ile yalandan ilgili
oldugunu gostermiglerdir, Fenol diisitk pH'larda
protonlandrgmdan oksidasyona kars: daha da-
yamiklidir, Ancak sarap pH'inda bile bu iyonlar
kolayca oksitlenebilir. pH=4 de, pH=3"¢ gire
9 kat daha fazla fenolat anyonu bulunmakta-
dir ve dolayistyla otooksidasyon hizt 9 kat da-
ha fazladir, Saraptaki toplam fenol miktari ka-
bacs onun oksijen alma kapasitest ile dlgliliir.
Oksidasyor fenol miktarn azalttgindan, sara-
bin aldift oksijen miktan ile rengl arasinda
bir dligki bulunur.

MAILLARD ESMERLESMES!

Esmerlesmeye sebep olan bir bagka reak-
siyon da Maillard reaksiyonudur, Indirgen se-
kerler ile amino bilesikleri reakeivona girdikle-
rinde pigment olusumuyle ortaya ¢rkan esmer-
lesme gbzlenir, Esmerlegmenin derecesi, indir
gen sekerlerin ve amino asitlerin miktarina,
nem durumuna, bekletme veya pisirme sira-
sindaki 1siya ve ortamm pHuna baglidir
(MCWEENY, 1974). Ticari olarak, Malllard reak-
siyonunun arze edilip, edilmedidi durvmlar var-
dir. Kontrolli esmerlesme reakslyontary kara:
mel, g¢ukulata, pasta ve ekmek {retimirde kul-
lamimalktadir, Dolayrsiyla Meillard reaksiyonu
tiiketilen gidalarin Snembi bir kismum igine ahr
(O'BRIEN ve MORRIESSEY, 1989). Meyvelerde,
az miktarde ortaya ¢rkan Maillard esmerlesme-
leri dogal tadi bozup besleyici dederini azalt-
tifindan istenmeyen bir durumdur [SHALLEN-
BERGER ve BIRCH, 1975).

ESMERLESME REAKSIYONLARININ )
ONLENMESH

Siilfitlerin Etkist

Ortama kiikiirtdioksit Have edilmesi enzi-
mik olan veya olmayar esmerlesmey: dnlemek
igin yayagin olarak kullaniimaktedir, Bu madde-
nin mikrop Olditriicli, beyazlatici ve oksitlen-
meyi onleyici dzellikleri de bulundugundan ter-
cih ediimektedir (LINDSAY, 1985). Kiikiirtdiok-
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sit 0-3 mg/lt gibi diislik konsantrasyonlarda
bile etkin olarak kullaniabilmektedir. Bu amér;-
la kullamlan siilfitler, SO2 gazi, Na ve K tuz-
larimin siilfitleri, bisiiifitleri ve metabisilfitie-
ridir {SAYAVEDRA-SOTO 1986}, Siilfitlerin
esmerlesmeyi onlemede nastl bir mekanizmaya
gore hareket ettikleri heniiz tam anlamiyla
aydinlatilamamistir, BRAVERMAN'a (1954) gé-
re, S02'iin oksitlenme igin  gereken oksijen
miktarini azalthidr veya PPO etkislyle olusan
O -kinonlarla reaksiyona girerek etki ettigi be-
lirtilmektedir. Oksijenin indirgenmesi, S02'in
yitkseltgenmesi ilg ylriir ve ortamda siifatiar
olusur, EMBS ve MARKAKIS'e (1965) gére bu
siilfatlar enzimatik olarak O- kinonlara baglamir
ve onlann kondanse olup melanini meydana
getirmesinj engeller. Silfit kullanmmun bu ka-
dar olumiu ydnlerinin yamsira, son yillarda bu
ajanlann kullamidi@n gidalarla yapilan galisma-
lar sonucu bunlarin  zellikle astimli hastalar
fgin bliylik bir risk faktorii oldugu belirtilmis-
Hr (LECOS, 1986). Bunun sonucu olarak da
A.B. Devletlerinde g:dalarda 10 zpm/kg dan
fazla sulfitli ajan kullenimi yasaklanmistir.

Is1 Etkisi

_ PPO enziminin inaktivasyonunda en vaygn
yontemdir, PPO'in meyvelerde aktivasyon gs-
terdigi optimum sicakhik 25°-35°C arasindadir
(YOKOTSUKO ve MAHINO {984. CASH ve
SISTRUNK, 1976). Meyve plrelerindeki PPO'in
75°C da yavasca, 90°C da ise hizla inaktive
oldugu belirtitmis ve 82,2°C da inaktivasyon
hizinda belirgin  bir artis gdzlenmistir {PON-
TING, 1960). VALERO ve arkadaslari (1988)
da Airen Uzlimlerinden elde edilen PPO'in
65°C da 20 dakike sonra tamaminin inaktive
oldugunu belirtmislerdir. Meyve ve sebzelerde-
ki enzimlerin 1s1 ile denatiite edilmesinde, en
dnemli konu ortamdaki enzim'n hangi cins ol
dugunun bilinmesidir, Sayet PPOQ ortamdaki
tek enzm ise, enzimi kisa bir slrg yiksek si-
caklikta tutma iglemi terclh edilir. ls ile en-
zimlerin jnaktivasyonu yaygin kullammma rag-
men, Strecker degradasyonu gibi ‘reaksiyonlar
sonucu lezzet ve vitamin
(WISTER ve DANIEL, 1985). Bu yéntemin mey:
we[’erd‘aki dogal aroma ve lezzeti de yok ettigt
bildirilmigtir (PONTING, 1960).

kayb1 olmaktadir..

Askorbik Asit Etklsi :

1860 wikinda PONTING eima suyuna ilave
edilen askorbik asidin, esmerlegsme reaksiyon-
larini kismen énledigini bildirmistir. Askorhik
asit, olugan O - kinonlar indirgeyerek reakslyon
verir ve sonucta kendisi oksitlenir. Askorbik
asidin tamami oksitlendikten sonra esmeries-
me reaksiyonu devam eder. Bu nedenle kuila-
nitan askorbik asit konsantrasyonu énem tagi-
maktadir.

pH Etkisl :

Ortamur pH'inin  enzimlerin  iyonlasabilen
gruplar {izerinde dnemli etkisi oldugu igin en-
zim inaktivasyonundaki roli de biyliktiir. Aktif
merkezin konformasyonunu koruyup, iglevini
yerine getirebilmesi igin bu gruplarn iyonik
formda olmasi gerekir. pH substrattaki iyon-
lagabilen gruplari da etkileyebisir. Ancak bu
degisimlerin biiyilk bir cofunlugu tersinirdir
vg enzimin tersinmez denatiirasycnundan ayird-
edilmesi gerekir (SEGEL, 1976; TIPTON ve
DIXON, 1983). Tersinmez bir denatiirasyon ‘gin
ortanmir pH'iuin - substratin dayanikliik ve ka-
rarhligint da etkilemesi gerekmektedir,

Elmadan izole edilen PPO icin optimum
pH 4,2-7,3 arasmndadir (PONTING, 1948; WAL-
KER, 1964; STELZIG 1972}, Uziimden ve man-
tardan elde edilen PPO igin optimum pH ise
55-7 arasindadrr ({CASH, 1976; DAWSON,
1962). Optimum pH'ler arasindaki farkhlik, de-
disik kaynaklardan elde ediler PPO'larin degisik
formlarimin bulunmas) ile, enzim kaynadinin
olguniuk durumu ile, enzimin saflagtirma dere-
cesi ile ve substrat tipi tlé yakmdan ilgilidir
(VAMOS, 1981).

Basincin Etkisi :

Meyvelerdeki enzimler (zerine basincm
etkisi henliz fazla calistimamis  bir konudur.
Yeterli bir inaktivasyon igin basincin siiresi
ve miktarr, ortamin kimyasal bilesimi iki de-
gerli katyonlarin konsantrasyonu, substratlar
ortamin pH'1, sicaklik gibi sartlarin iyi ayar-
lanmas: gerekmektedir.

Siiperkritik sartlarda CO2 gazi kullanim,
son yillarda enzim Inaktivasyonu igin {mit ve-
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rici bir uygulamadir. Yiksek basing sartlarin-
daki CO2'in diger gazlarda bulunmayan, olduk-
ca elverisli ozellilderi bulunmakradir, Erv Snemili
ozelligi ise, gida sanavii kullatmimi igin emni-
yethi ve etkili bir ¢dziicl oimasidir. Siiperkritik
CO2%n enzim inaktivasyonu ile ilgili birkag
galisma bulunmaktadir. TANIGUCHI (1987) ve
arkadasglar 35°C ve 20 MPa'da bir saatlik bir
eliperkritik CO2 uygulamast ile enzim akiivi-
telerinde fazla bir diislis gbzlemediklerini bil-
dirmislerdir. Halbuki BALABAN (1991) ve ar-
kadaslart ise 31,7 MPa ve 50°C'da 1 saatlik
bir sfiperkritik CO2 uygulamasi ile PPO enzi-
minin % 90 oraninda inaktive oldudunu belirt-
miglerdir,

Tim bu anlatilanlarin is:ginda, esmerleg-
me reaksiyonlarimin dnlenmesi icin kullanilan
yontemler arasinda siilfit kuliamm saghk agr-
sindan sakincalr oldudundan, st ile inaktivas-
yon da tat keybima yol agtidindan fazla tercih
edilmemektedir. Askorbik asit ilaV'ESi,. esmer-
lesmeyi bir siire igin erteler, tamamen inakti-
vasyon igin gok biiylik miktariarda ilave etmek
yiksiek
basing GO2 kullanarak enzinderin inaktive edil-

gerekmektedir, pH" dilslirerek veya

meleri oldukca yeni uygulamalardir ve aiterna-
tif yontemler olarak imit verici gﬁrﬂlmekte-
dir.
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