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OZET: Havug ve yesil fasulyelerden elde edilmig ekstrakte ve homojenatlarda PME enziminin aktivite diizeyi ve termal karakteristikleri
belirlenmigtir. Yesil fasulyelerden elde edilmis homojenatlarda havuglara kiyasia 2.6 kat daha fazla PME aktivitesi bulundugu saptanmighir.
Céziiniir, iyonik ve kovalent bagh PME fraksiyontannin yiizde dagibim: y. fasulyelerds sirasiyla; 3, 88,9 ve havuglarda 0,81, 19 dilzeyinde
oldugu belirlenmigtir. Homojenatlarda butunan PME enzimlerinin optimum sicakitklan y. fasulylerde; 40°C, buna kargin havugtarda; 50°C dir.
Her iki sebzede de iyonik olarak bagh PME enzimleri, benzer termal karakleristiklere sahip olup 40°C'de optimum aktivite gostermeldedir,
Buna kargin kovalent bagl enzim fraksiyonunun optimum sicakhf, havuglarda 55°C, y. fasulyelarde 50°C dir.

ABSTRACT: Activity and thermal characteristics of peclin methylesterase were datermined in different extracts and homogenates of
carrots and green beans. Comparing to carrots, green beans contain 2.6 fold higher PME activity in homogenates. The percent distribution of
soluble, ionically bound and covalently bound PME was 3, 88,9 and 0,81, 19 for green beans and carrols, respectively. The temperature
ppti'mums of PME in homogenates were 40°C for green beans and 50°C for carrots. In both vegetable ionically bound PME had the same
thermal characteristics and gave an optimum at 40°C whereas, covalently bound PME had temperatura optimums at §5°C and 50°C for carrots
and green beans, respectively.

GIRIS

Disiik sicakhkta haglama; (DSH) iglemi, dondurulacak, kurutulacak veya konserveye iglenecek
sebzelerin tekstirlnil geligtirmek veya sahip olduklan tekstirli muhafaza etmek amaciyla 50-75°C’ler
arasindaki sicakliklarda belli sire 1sitimalandir (FUCHIGAMI ve ark. 1995; STANLEY ve ark., 1995). DSH
islemi, 1sitmada yiiksek sicakhiklann kullanildigt klasik haglama éncesinde uygulanmakta olan bir iglemdir.
Bu iglem sirasinda trlinde bulunan pektin metilesteraz enziminin faaliyetiyle pektik bilesiklerin esterlesme
derecesi digliriimekte ve diiglik esterlegsme derecesindeki pektinin, ortamda dodal olarak bulunan Ca*2 ve
Mg+2 gibi gift degerli iyonlarla etkilegime girerek bir ag yap olugturmas! sadlanmaktadir. “Egg Box” modeli
olarak adlandirlan bu stabil yapinin olugsmasiyla hiicreler arasinda bir harg vazifesi gérerek onlan birarada
tutan pektinin igleme sirasinda géziinlir hale gegmesi dnlenmektedir (ANDERSSCN ve ark., 1994). Ayrica,
¢ift degerli iyonlarla birlegmig diisiik esterlegme derecesindeki pektin zincirleri poligalaktronaz gibi
depolimerizasyon enzimlerinin saldirisina ve isil islem sirasinda gérillen B-eleminasyonu yoluyla
pargalanmaya kargl énemli bir direng kazanmaktadir (HUDSON ve BUESCHER, 1986; LAATS ve ark.,
1997).

Disik sicaklikta haglama igleminin arzulanan diizeyde bir etki saglamasi; uygulamanin uygun
sicaklikta ve uygun siirede yiiriittiimesine baghdir. Ozellikle islemin yiritilecedi sicaklik derecesi biiyiik bir
dnem tagtmaktadir. Bu sicakhigin, PME enziminin optimum aktivite gésterecedi veya aktive olacag: bir diizeyde
bulunmasi gerekmektedir. Buna gdre diglk sicaklikta haglama uygulanacak bir Uriinde PME enziminin
optimum faaliyette bulunacag sicaklik ve siireler tam olarak bilinmelidir.
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Yesgil fasulyeler ve havuglar yodun oarak dondurulan ve konserveye iglenen Uriinlerdir. Bu frinlerde
igleme sirasinda gogu zaman arzulanmayan tekstiirel degigim ve kayplar olugmaktadir. Ornegin konserveye
iglenen veya dondurulan havuglanin elastiki ve gifnenmesi giig bir yap! kazanmast, y. fasulyelerin ise dzellikle
konserveye igleme sirasinda agirn yumusayarak daha sonraki pigirme sirasinda dagilmasi, olusan en belirgin
tekstirel olumsuzluklardir (STEINBUCH, 1976; MITTAL, 1994; STANLEY ve ark., 1995; FUCHIGAMI ve ark_,
1995).

Bu galigmada havug ve y. fasulyslerde PME enziminin aktivite diizeyi ve termal nitelikleri belirlenerek
diigtk sicakhkta haglama kogullarimin optimize edimesi igin gerekli temel veriler elde edilmigtir.

MATERYAL VE METOD

Materyal

Materyal olarak kullanilan sebzeler, Aralik 1998'de Ankara'da bir satig yerinden temin edilmigtir.
Kimyasallardan sitrus pektini Sigma Chem. Co. (St Louis. Mo), diger gerekli kimyasallar ise Merck firmasindan
temin edilmigtir,

Metod

Enzim ekstraksiyonu

Homojenat hazirlanmas:: 30-50 g sebzenin, 150 mL 0.01 N soguk tris-HCI tamponuyla {pH 7.5)
Waring Blender yardimiyla 2 dakika homojenize edilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanmis olan homojenat
dogrudan aktivite Slglimleri ve PME enziminin optimum sicakliginin beliflenmesinde, veya farkh PME
ekstraktlaninin hazmanmasinda kullamiimigtir.

Gozinir enzim ekstraktinin hazirfanmasi: Bu amagla belirtilen sekilde hazirlanmig homojenat sekiz
kath bir tilbentten siiziilm{s ve elde edilen stiziintii, kaba filtre kagidindan filtre edilmistir. Elde edilen filtrat
“¢0zUnlr PME ekstrakh” olarak isimlendirilmis ve derhal aktivitesi belirlenmistir.

iyonik bagh enzim ekstraktinin hazirlanmasi: Bu ekstraktin hazirlanmasinda bir nceki asamada
homojenatin tilbentten stzllmesi sonrasinda aynlan hafif nemli, fapa goriinimlii kitle kullanilmigtir. Bu
amagla, elde edilen kitle her defasinda sekiz katl bir tllbetten stiziilerek 2 kez 150 mL soguk damitik suyla
yikanmig ve daha sonra 100 mL, 1 M NaCl igeren 0.01 N soguk tris-HCI tampenuyla (pH 7.5) birlikte 3 dakika
homojenize edilmigtir. Bu homojenatin yeniden ancak bu kez 10 katli bir tiilbetten iyice siizlimesiyle elde
edilen slziintd “iyonik bagh PME ekstrakt” olarak isimiendirimis ve derhal aktivitesi belirlenmigtir. Stizme
iglemi sonunda tiilbent Gzerinde kalan kitle kovalent bagl enzim ekstraktinin haziflanmasinda kullanilmigtr.

Kovalent bagh enzim ekstraktinin hazirlanmasi: Bu amagla bir 8nceki asamada ayrilmis olan ve artik
neredeyse renksiz bir jel halini almig bulunan kitle, énce 150 mL damitik soguk suyla yikanmis ve daha sonra
sekiz katli bir tiilbetten sizilerek 100 mL, 0.01 N soguk tris-HCI {pH 7.5) igerisinde siispanse edilmistir. Elde
edilmig stspansiyon “kovalent bagl enzim ekstrakt” olarak isimlendirimis ve iyice karighinldiktan sonra
aktivitesi belirlenmistir.

PME aktivitesinin belirlenmesi
PME enzim aktivitesinin belirlenmesinde YEMENICIOGLU ve ark. (1997) tarafindan verilmig titrimetrik
ydntem izlenmistir. Titrasyonda, 0.01 N NaOH gozeltisi kullanimigtir.

Sicaklik ve slirenin PME aktvitesine etkisinin belirlenmesi

Bu amagla farkh sicakliklarda (40°, 45°, 50°, 55°, 60°C) 40 dakika boyunca titrasyon yiritilerek
10., 20., 30. ve 40. dakikalardaki PME aktiviteleri belirfenmistir. Olgimler sonucunda en yiiksek aktivitenin
Olgllddi sicakhk ve sire 100 olarak ahinmig ve dider tim degerler buna gére ylzde olarak ifade
edilmigtir.
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SONUCLAR

PME aktivitesi

Farkli ekstrakt ve homojenatlarda dlglimiis bulunan PME aktivitelerine ait dederler Cizelge 1'de
verilmigtir. Buna gdre y. fasulyelerde PME aktivitesinin havuglardakine kiyasla belirgin olarak daha yiiksek
oldugu anlagiimaktadir.

Havuglarda bulunan toplam (izelge 1, Y. Fasulye ve Havuglardan Elde Edilmls Farkh Homojenat ve
PME aktivitesinin yaklagik %23'Q, Ekstraktlarda Pektin Metilesteraz Aktiviteleri

y. fasulyelerde ise yaklagik %10°u

) Coziinitr PME iyonik bagh Kovalent bagh  Homojenat
hiicre duvari materyallerine gugli Uriin aktivitesi PME aktivitesi PME aktivitesi PME
aktivitesi
kovalent baglarla badliyken; geriye
g gliyken; gerly a b a b a b c

kalan PME enzimlerinin havuglarda

tamam;, ¥. fasu|ye|erde ise buyuk Y. Fasulye 0.06 5.70 1.84 178.50 0.17 17.70 0.67
Havug (] 0 0.78 81.90 0.16 19.04 0.26

bir kismu hilcre duvarini olugturan
cesiti yapilara zayif iyonik baglaria Not:
a: 5 mL ekstrakt igin dakikada harcanan 0,01N NaOH miktan, mL

baglldlrlar. “YE§I| fasulyeler (}C.)k az. b: Toplam aktivite. (Toplam aktivite = ax enzim ekstraktinn toplam hacmi, mL)
da olsa ¢dzliniir PME enzimleri ¢: 5 g homojenat igin dakikada harcanan 0.01 N NaOH miktari, mL

icerirken, havuglarda ¢6zindr

formda PME enzimi bulunmadi@ anlagiimaktadir. PME enziminin ¢dzintr halde bulunmamasi veya gok az bir
kisminin gbzinilr halde bulunmasi, bu enzim igin adeta karakteristik bir davramigtir. Nitekim YEMENCIOGLU
ve CEMEROGLU (1999} hiyarlarda da PME enziminin neredeyse tamamtrin bagh olarak bulundugunu
bildirmektedirler. Ayni sekilde ALONSO ve ark. {1996} farkl kiraz gegitierinde yiirittikleri galigmalarinda PME
enziminin en az %80-80"inin badl olarak bulundugunu belirlemiglerdir,

Sicaklik ve siirenin PME aktivitesine Etkisi

Havug ve yesil fasulyelerden elde edilmis ekstrakt ve homojenatlarda, farkh sicaklik ve sirelerin PME
aktivitesi Gzerindeki etkisine ait bulgular Gizelge 2 ve 3'de verilmigtir.

Yesil fasulyelerden elde ediimis homojenatiarda PME 40°C'de optimum olarak faliyet géstermekie
ancak bunun tzerindeki sicakliklarda, 30. dakikadan sonra PME faliyeti oldukga yavaglamakta veya
durmaktadir. Buna kargin havuglardan elde edilmig homojenatlarda optimum aktivite 50°C’de gérillmekte ve
40-55°C araliinda 40 dakika sonunda bile homojenatta dnemi diizeyde PME aktivitesi bulunmaktadir. Buna
gbre y. fasulyelerde bulunan PME enziminin havugiardakine kiyasta 1stya oldukg¢a duyarh oldugu agiktir,

Gerek havuglardan gerekse y. fasulyelerden elde edilmis homojenatlarda PME enzimleri 60°C'deki
faliyetlerini uzun silire muhafaza edememektedirier. Nitekim bu sicakhkta yegil fasulye homojenatinda 10.
dakikadan sonra, havug homojenatinda ise 20. dakikadan sonra PME faliyeti durma noktasina gelmektedir. Bu
durum, digtik sicaklikta haglama sirasinda gézoninde bulundurulmali ve i¢ sicakhgr 60°C’ye ulagmig olan
{rinler geredinden daha uzun siire isitilmamalidir.

Homojenatlarda y{ritilmis rsitma deneyleri, digik sicaklikta haglama kogullarinin saptanmasi
agisindan en anlamh verileri saglamaktadir. Ancak homojenatiarda bulunan PME aktivitesinin neredeyse
tamam iyonik ve kovalent bagll enzim fraksiyonlarindan olugmaktadir. Dolayisiyla stcaklik ve sirenin bu
fraksiyonlar Gzerindeki etkisini ayt ayn inceleyerek sézkonusu (rlinlerde bulunan PME'la ilgili daha ayrintl:
veriler elde etmek mimkiinddr.

Cizelge 2 ve 3'deki veriler incelenecek olursa gerek havuglarda, gerekse y. fasulyelerde iyonik bagh
PME enzimlerinin optimum sicaklifinin 40°C oldugu gériilmektedir. Aynica her iki fraksiyonu tegkil eden PME
enzimlerinin 45°, 50° ve 55°C'lerde 30. dakikadan sonra, 60°C'de ise 20. dakikadan sonra faliyetleri neredeyse
durmaktadir. Bu veriler 1g1§inda havug ve y. fasulyelerde bulunan ve her iki (rlinde de toplam PME aktivitesinin
biyiik bir kismim olusturan iyonik bagl enzim frakslyonlannin tamamen benzer termal niteliklere sahip oldugu
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anlagiimaktadir. Ancak, her iki Cizelge2, Sicaklik ve Surenin Y. Fasulyelerden Elde Edilmiy Homojenat ve

Griinde bulunan kovalent bagl Ekstraktlarda PME Aktivitesine Etkisi,

enzim fraksiyonlarinin termal ni-  Ekstrakt Sicakik PME AKTIVITESI (%)

telikleri birbirinden oldukga farkl- ©0) 10. dak. 20, dak. 30. dak. 40. dak.

dir. Nitekim “havuglarda bu!unan Homojenat

kovalent bagh PME'm optimum 40 31 65 84 100*

aktivite gosterdigi  sicakhigin ;(5) 2,6! gg g; gg

55°C, buna kargin y. fasulyeler- 35 45 49 72 7

dekinin 50°C olmas: da bunu i 60 32 36 37 37

< = _ lyonik bagh PME ekstraku

dogrulamaktadlr. B.un.a gire, h.a 40 46 79 9% 100*

vuglardan elde edilmis homoje- 45 50 83 95 98

natlarda PME enziminin daha 50 33 83 92 94

iiksek bi | stabili . 55 33 78 84 86

yUksek bir i1sil stabilite gésterme- &0 43 49 52 52

sinin, bu {riindeki 1siya direngli  Kovalent bagl PME ekstrakti

kovalent bagl enzim fraksiyo- :g gﬁ ' ;g Z; gg

nundan kaynaklandigi agiktir. 50 19 67 87 100*

Ayrica, havuglarda kovalent bag- 55 40 64 76 82
60 36 43 47 48

Il enzim fraksiyonunun iyonik

badh olana oraninin, v. f . ¥ Cizelge'de homojenat ve enzim ekstratlannda bulunan PME igin en yiiksek aktivitenin elde edildigi
g . ¥- fasulye sicaklik -stire kombinasyonlanndaki aktivite 100 olarak kabul edilmistir.

Cizelge 3.  Sicakbik ve Siirenin Havuglardan Elde Edilmis Homojenat ve Ekstraktlarda |erdekinden daha yiiksek olmasi

PME Aktivitesine Etkisi. da bu riine ait homojenattaki

Ekstrakt Sicaklik PME AKTIVITESI (%) PME'In Islya daha direngli olarak
0 10. dak. 20. dak. 30. dak. 40. dak. gdrilmesini saglamaktadir.

Homojenat - Sonug olarak elde edilmig
40 33 58 76 93 vetiler dikkate alimirsa Urdn i¢ si-
45 34 60 79 95 o .EES
por 0 Py %6 1004 cakhigh havu_glarda 45-55°C, y.
55 40 64 76 85 fasulyelerde ise 40-50°C ler ara-
60 39 50 55 57 sinda olacak gekilde ydritillecek

Iyonik bagl PME ckstraku bir DSH igleminin, bu Grinlerde

40 31 57 84 100 o
45 18 72 89 91 bulunan pektik bilegiklerde mak-
50 46 85 %4 95 simum demetilasyona neden
55 45 79 89 %50 o " .
60 44 62 67 68 olacad! anlagiimaktadir. Ozellik-
Kovalent bagh PME ekstrakt: le y. fasulyelerde Griin i¢ sicakh-
:‘5) ;? :g Zg g‘; gimin 60°C'ye ulagmasiyla PME
50 30 56 79 08 enziminin kisa siirede inaktif ha-
55 38 65 86 100* le gegecegi, buna kargin havug-
60 40 54 59 63

larda bu sicakhikta PME enzimi-
nin bir siire daha faliyetine de-
vam edecegi dugtinilmektedir.

* GCizelgede, homojenat ve enzim ekstraktlarinda bulunan PME igin en yitksek aktivitenin elde edildiji
sicaklik-stire kombinasyonlanndaki aktivite 100 olarak kabul edilmistir.
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