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Wstep

Obok innych systeméw enzymatycznych w tkankach jablka dzialaja
rozne systemy oksydacyjne. Pierwsze doniesienie o enzymach utleniaja-
cych w jabtkach opublikowala O nslow M. W. (1919/20). W dalszych
pracach opisano poszczegélne grupy tych enzymoéw, jak: peroksydazy,
fenolazy i askorbinaze. Jednakze co do znaczenia poszczegdlnych grup
oksydaz w jablkach i stopnia w jakim wplywaja one na ciemnienie (bra-
zowienie) tkanek w procesach przetworczych, zdania sa jeszcze dotych-
czas podzielone. Podczas gdy Redi, Esselen i Fellers przy-
pisuja szczegdlnie duzy wplyw peroksydazom, Pointing J. D.
i Joslyn M. A. (1948) uwazaja, ze gléwna role w procesach enzy-
matycznego ciemnienia migzszu odgrywaja polifenoloksydazy, gdyz pero-
ksydazy sa unieczynniane na plaszczyZznie przekroju przy zetknieciu miaz-
szu z powietrzem. Wszyscy autorzy podaja, ze substratem brazowiejacym
pod wplywem dzialania oksydaz sa w jabtkach zwiazki o funkcjach poli-
fenolowych, wchodzace w skiad garbnikéow. Wedlug Sando C. E.
(1937) w jabtkach wystepuje z6lty pigment flawonowy 3-galaktozydo-
kwercetyna, ktéry posiada ugrupowanie polifenolowe podatne na utlenie-
nie przez oksydazy.

Aktywno$é systemu utleniajacego i jego lokalizacja jest cecha typo-
wa dla danej odmiany (Drain B. D. 1926 wg Smocka R. M,
Neuberta A. M. 1950). Mozna jednak ogélnie przyjac, ze system
oksydacyjny przejawia najwyzsza akiywno$¢ wokot wigzek przewodza-
cych, co zaobserwowano réwniez w odniesieniu do katalazy u odmiany
McIntosh (Carrick D. B. 1928). Jednak nawet u owocéw danej
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odmiany obserwuje si¢ okresowe wahania aktywnosci oksydaz. Aktyw-
no$é ta jest w pewnej mierze uzalezniona réwniez od fazy rozwoju owocu.
Stwierdzono, ze maleje ona stopniowo w miare dojrzewania owocu przed
zbiorem, jednak wzrasta, jezeli owoc pozostawi sie na drzewie po osiag-
nieciu dojrzato$ci. Nie zauwazono wspolzaleznosci pomiedzy diugotrwa-
toscig przechowywania jablek, a aktywnoscia oksydaz (Smock R. M.
Neubert A. M 1950).

Jest wprawdzie rzecza znana, ze jablka w miare przechowywania sa coraz
10 bardziej podatne na brazowienie, jednakze zjawisko to jest nie tyle zwiazane
ze zwiekszeniem aktywnosci oksydaz, ile z podwyzszeniem sie¢ pH owocow oraz z lat-
wiejszvm dostepem tlenu do tkanek o rozluznionej budowie, wywolanej rozklada-
niem sie pektynowych lepiszczy komoérek (B o g d a n s ki C. 1950). Lokalne
zagrzewanie sie owocow podczas przechowywania, a nieraz i obecnosé Sladow alko-
holu, powstajacego w psujacych sie tkankach jablka, zdaja sie natomiast stymulo-
waé aktywno$¢ oksydaz (Smock R. M, Neubert A. M. 1950).

Na aktywno$é enzyméw utleniajacych u owocéw danej odmiany ja-
blek wplywa wreszcie polozenie sadu. W zaleznosci od krainy geograficz-
nej, klimatu, rodzaju gleby, itd. aktywno$¢ oksydaz moze by¢ rozna.
Stwierdzono korelacje dodatnia pomiedzy wysokoscia bezwzgledna po-
tozenia sadu i aktywno$cia oksydaz, porownujac jablka z odmiany Jona-
tan pochodzace ze sadéw w Stanie Washington polozonych na wysokosci
850 i 2400 stop nad p. m.; jednakze dla odmiany Winesap wspétczynnik
takiej korelacji byl o wiele nizszy (wg Smocka R. M, Neuber-
ta A. M. 1950).

W niniejszej pracy ograniczono sie do oznaczenia aktywnosci syste-
mu polifenole-polifenoloksydaza w jabltkach z kilkunastu odmian upra-
wianych w Polsce. Polifenoloksydazy naleza do oksydaz wiasciwych, czyli
aerobowych, a wiec wymagajacych obecnosci tlenu atmosferycznego. Ka-
talizuja one utlenianie substancji garbnikowych o funkcjach polifenolo-
wych, a poérednio takze utlenianie kwasu askorbinowego. W zwiazku
z powyzszym, na aktywno$¢ systemu utleniajacego wywotujacego brazo-
wienie miazszu jablek, sktada sie zaréwno aktywnos$é¢ oksydaz, jak i za-
wartoéé obu wymienionych substratow. Legrand G. i Bogdan-
ski C. (1950) opisali zjawisko utleniania kwasu askorbinowego w jabi-
kach przez system polifenole-polifenoloksydaza. Przedstawiono tez me-
chanizm tego zjawiska (Bogdanski C. 1952) oraz jego matema-
tyczng interpretacje dla potrzeb przemystowych* (Bogdanski K
1953), podajac nastepujacy wzor dla przebiegu opisanej reakeji utleniania:

* Kwas askorbinowy dzialajacy na zasadzie opisanej reakcji peini role antv-
oksydanta przeciwdzialajacego brazowieniu tkanek.
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y = a [N log (gi) x|, gdzie

a = zawarto$é poczatkowa kwasu askorbinowego (w mg)
x == czas trwania reakeji (w min)
y = zawarto$¢ kwasu askorbinowego po czasie x trwania reakcji (w mg).

Ostatnio wyznaczono stechiometryczne proporcje pomiedzy absorp-
cja tlenu, a ubytkiem kwasu askorbinowego utlenianego za posrednictwem
systemu polifenoloksydaza-polifenole-dehydraza, rozwiazujac tym samym
dyskutowany od dluzszego czasu problem, ile czasteczek tlenu jest po-
trzebnych do utlenienia czasteczki kwasu askorbinowego w tej reakcji
(Bogdanski K, Bogdanska H. 1954). .

Metodyka

Oznaczanie aktywnosci polifenoloksydaz przeprowadzano testem ab-
sorpcyjnym, polegajacym na pomiarze ilo$ci tlenu zaabsorbowanego przez
$wiezo wytloczone soki w standartowych warunkach (Dupaigne P,
Bogdanski C. 1950 a).

Do oznaczen absorpeyjnosci tlenu zastosowano aparat Warburga z dy-
ferencjonalnymi manometrami wypelnionymi izoatmosferycznym' roz-
tworem Brodie’go (zawierajacym tauroglikocholan sodu i chlorek sodu
w stezeniach tak dobranych, by ci$nienie stupa 100 mm roztworu odpo-
wiadalo dokladnie cisnieniu 1/100 atmosfery). Jeden z manometrow pel-
nit role borametru w celu umozliwienia dokonywania korekty odczytow,
na ktére wplywaja takze wahania ci$nienia barometrycznego atmosfery
otaczajacej. Manometry wraz z fiolkami zanurzonymi w 1azni wodnej
o temperaturze 16°C — samoregulowanej z dokladnosciag do + 1/100°C —
byly wytrzasane w rytmie 120 wahan/min. W wyniku zmian napiegcia
pradu rytm ten byl jednak obarczony pewna niedokladno$cia, a miano-
wicie okolo + 4 wahnieé/min, nawet przy stosowaniu kompensacji.

Odczyty na manometrach dokonywane byly w odstepach 5-cio minu-
towych podczas 20-to sekundowych przestojow aparatu. Dla kazdej z od-
mian jablek* stosowano 2—6 powtorzen, zaleznie od potrzeby. Oznaczenia
kontrolne przeprowadzano na sokach, w ktorych uprzednio zinaktywowa-
no enzymy przez ogrzanie — stosujac odpowiednie temperaturoczasy
(Dupaigne P, Bogdanski C. 1949).

Naturalne pH sokéw z jablek poszczegélnych odmian (wynoszace od
3,7—3,9) utrzymywalo sie dobrze podczas przebiegu do$wiadczenia, co
jest zrozumiate, gdyz soki jabtkowe sa silnie zbuforowane (Barnes
E. O. 1940).

* Jablka odmianowe otrzymano z Sadu Pomologicznego SGGW w Skiernie-
wicach.
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Wyniki

U przebadanych odmian jablek wystepuje wyrazna wspoizalezno$é
pomiedzy iloScia zaabsorbowanego tlenu, a stopniem brazowienia sokoéw
i tkanek. Wykres na ryc. 1 przedstawia te wspolzaleznosei dla kilku od-
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Ryc. 1. Korelacja pomiedzy absorbeyjnoscia tlenu u roznych domian jablek a stop-
niem brazowienia sokéw i tkanek

mian najbardziej typowych. Na wykresie podano ilosci tlenu (w mm?)
zaabsorbowane przez 3-mililitrowe préby sokow z tych odmian po réz-
nych czasach (w min). Krzywe absorpeyjnosci dla poszezegélnych odmian
zaznaczono kolorami odpowiadajgcymi w przyblizeniu naturalnemu za-
barwieniu soku z danej odmiany, ocenianemu po 30-tu minutach od chwili
jego wytloczenia.

Jak wynika z wykresu na ryc. 1, te odmiany jablek, ktérych soki
silnie bragzowieja po wyttoczeniu, absorbuja najwiecej tlenu (Antondéwka,
Malinowa Oberlandzka), natomiast te, ktérych soki posiadaja jasne za-
barwienie absorbujg go najmniej (np. wyraznie Ksiezna Luiza).

Srednie aktywno$ci oksydacyjnej dla 17-tu odmian jablek przedsta-
wiono w postaci krzywych absorpcji tlenu na ryc. 2. Jak widag¢, soki z po-
szczegblnych odmian jablek absorbowaly tlen w réznym stopniu. Z od-
mian przebadanych najsilniejszy system oksydacyjny posiadaly odmia-
ny: Antonéwka, Malinowa Oberlandzka i Reneta Kanadyjska (Szara),
natomiast odmiany: Ksiezna Luiza, Pepina Szafranowa i James Grieve
wykazaly najnizsza absorpcyjnosé¢ tlenu.
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Analizujac przebieg krzywych absonpcji dla sokéw z przebadanych
odmian jablek, mozna zauwazy¢ réznice w zakresie:

a) wielkosci poczatkowej, kata kierunkowego krzywej

b) stopnia zmniejszania sie kata kierunkowego krzywej w miare
przebiegu reakecji

¢) ogoblnej ilosci zaabsorbowanego tlenu mierzonej w momencie, gdy
kat kierunkowy krzywej zdaza do wartosci 0° (krzywa przebiaga
wtedy rownolegle do osi x-0w, to znaczy absorbowanie tlenu zu-
pelnie ustaje; zjawisko to nie jest jednak widoczne u wszystkich
krzywych przedstawionych na rycinie 2).

Dyskusja

Wyze] przytoczone obserwacje, dotyczace roznic przebiegu i cech
krzywych przedstawiajacych absorpcje tlenu przez soki z przebadanych
odmian jablek, pozwalaja na postawienie pewnych wnioskéw odnosnie
systemow oksydacyjnych tych odmian.

Dziatanie kazdego systemu oksydazowego uwarunkowane jest obec-
no$cig oksydazy oraz substratu podatnego na utlenienie enzymatyczne.
Specyficznym substratem dla polifenoloksydaz — jak to juz podkreslono
we wstepie — sa polifenole, lecz moze nim by¢ i kwas askorbinowy. To
ostatnie ma tym wieksze znaczenie, ze wg Pointiga J. D. i Jos-
I y na M. A (1948) w soku jabtkowym nie wystepuje askorbinaza,
a kwas askorbinowy jest tu utleniany wylgcznie (enzymatycznie) za po-
mocg systemu polifenole-polifenoloksydaza przy udziale dehydrazy, zgod-
nie ze schematem podanym przez Szent Gyoérgyi’ ego (1928):

I. fenol + tlen fenoloksydaza chinon + woda
il. chinon + kwas askorbinowy dehydraza fenol + kwas dehydroaskor-
hinowy.

Dopéki wiec caly kwas askorbinowy nie zostanie utleniony, dopoty
natychmiast redukuje on ustawicznie utleniany substrat fenolowy (Pin -
ting J. D, Joslyn M. A 1948), nie dopuszczajac tym samym
do brazowienia soku. Kwas askorbinowy, jako najbardziej podatny na
utlenianie*, stanowi wiec w sokach jabtkowych substrat ostateczny, tzn.
juz nieodwracalnie utleniany.

* Poniewaz kwas askorbinowy ulsga pierwszy zniszczeniu, soki jabtkowe nie
zawieraja go praktycznie juz w kilka chwil po wytloczeniu. Strachan C. C.
(1942) opisuje jednak taka odmiane jablek (Fresh Newtown), ktorej sok zawiera
tylez kwasu askorbinowego ile owoc (7 mg%).

Nalezy jednak bardzo krytycznie odnosi¢ sie do wynikow analizy kwasu askor-
hinowego w sokach jablkowych, zwlaszcza pasteryzowanych, ze wzgledu na obec-
no$é¢ reduktorow, dzialajacych podczas analizy na 2,6 dwuchlorofenolidofenol ana-
logicznie jak kwas askerbinowy (Bogdanski K., Bogdanska H. 1953).
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W zwiazku z powyzszym uwazano za celowe podaé (ryc. 3) zawartosci
kwasu askorbinowego w jabtkach przebadanych odmian (wg pracy B o g-
danskiej H i1 Bogdanskiego K. 1954) i uwzgledni¢ je na
wykresach na ryc. 2. W ten sposéb uwidoczniono wplyw stezenia tego
substratu na przebieg krzywych absorpcji tlenu.
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Ryc. 3. Srednie zawarto$ci kwasu l-skorbinowego u odmian badanych.

Azeby wyjasnié zwigzek pomiedzy zawarto$cig substratu i aktywno-
écia oksydaz, a przebiegiem krzywych, zamieszezono ryc. 4 i 5, przedsta-
wiajace kolejno: schematyczny przebieg krzywych w zalezno$ci od steze-
nia substratu i aktywno$ci oksydaz oraz wykres jednostek aktywnosci
oksydaz w oparciu o wielko$¢ poczatkows kata kierunkowego krzywej.
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Ryc. 5. Poczatkowe wspolezynniki kierunkowe krzywych utleniania w zaleznosci
od aktywnosci oksydaz.

Wedlug Barcrofta (danezpracy Keilina D. 1938) jednostki QO,
oznaczaja objetosé tlenu w mm® zaabsorbowanego przez 1 mg suchej masy preparatu
enzymatycznego podczas 1 godz w temp. 20°C (na podstawie wyniku z dwéch pierw-
szyvch minut reakcji). Poniewaz 3 mil-owe probki soku jablkowego (w fiolkach) za-
wieraja ca 500 mg suchej masy, mozna bylo na rye. 5 wycechowaé w przyblizeniu
jednostki aktywnosci w wartosciach QO.,.

W oparciu o analize katéw kierunkowych i przebieg krzywych ab-
sorpeyjnosci tlenu mozna przyjaé, ze odmiany Antonéwka i Malinowa
Oberlandzka posiadajg wysoka aktywnos¢ polifenoloksydaz, a odmiany:
Reneta Bergmotowa i Pepina Szafranowa — niska.

Natomiast odmiany: Ksiezna Luiza i James Grieve posiadaja w stosun-
ku do aktywnosci oksydaz duzy zas6b substratu (enzymy sa wysycone
substratem); odwrotnie przedstawia sie ten stosunek u odmiany Malinowa
Oberlandzka, ktéra posiada maly zaséb substratu w stosunku do aktyw-
nosci oksydaz.
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Wyniki niniejszej pracy moga mie¢ znaczenie praktyczne przy do-
borze odmian jablek dla przemystu. Wiadomo bowiem, ze owoce o aktyw-
nym systemie polifenole-polifenoloksydaza silniej brazowieja (B o g dan-
skiC, Legrand G, 1950, Dupaigne P, Bogdanski C. 1950),
co je nieraz dyskwalifikuje jako surowiec do réznych galezi wytworczosci
(soki, susze, kompoty, itp.), a zwlaszcza do produkeji sokéw pitnych (B o-
gdanscy H. i K. 1953).

Streszczenie

Autor przedstawil w niniejszej pracy wyniki oznaczen aktywnosci
oksydacyjnej dla 17-tu odmian jablek-przeprowadzonych za pomoca me-
tody pomiaru absorpcji tlenu zuzytego przez soki w procesie utleniania.
Procesy utleniania przebiegaja u poszczegdélnych odmian z réznym nasi-
leniem, uzaleznionym od aktywno$ci enzymatycznej i zawartosci sub-
stratu.

RESUME

L’auter dans ce travail a exposé les résultats du dosage de l'activité
oxydasique — chez les varietés de la pomme — mesurée sur les jus au
moyen d’une methode absorptiometrique de l'oxygéne consomme. Les
processus d’oxydation varient — suivant la varieté estimée — par le degré
de son intensité et de sa durée, facteurs jouant un roéle des fonctions de
Pactivité du systéme enzymatique et du teneur de jus en substrat oxy-
dable.
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