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Bu calismada farkl sicaklik (40, 50, 60, 70 ve 80 °C) ve siirelerde (5, 10, 15, 20, 25,
30 dakika) uygulanan 1sil islemin elma suyunda Polifenol oksidaz (PPO) ve
Peroksidaz (POD) enzim aktivitesi ile fenolik bilesikler lizerine etkisi incelenmis ve
fenolik bilesiklerdeki degisim FTIR spektroskopisi ve HPLC kullanilarak
belirlenmistir. Enzim inaktivasyonu genellikle artan sicaklik ve zamanla artmistir.
PPO enziminde 80 °C’de 20 dakika sonunda % 99 inaktivasyon saglanirken, POD
enziminde 80 °C'de 20 dakika sonunda % 93,29 inaktivasyon saglanmistir.
Genellikle 70 ve 80 °C sicaklikta toplam fenolik ve antioksidan aktivitede artis
belirlenmistir. Bu artis, enzim inaktivasyonu ile iliskilendirilmistir. 80 °C’ de 20
dakika 1s1l islemden sonra toplam fenolik madde miktar1 668,41 + 12,70 mg GAE/kg
yas agirlik, ECso degeri 24,28 + 0,69 mg/ml olarak belirlenmistir. HPLC ile elma
suyunda belirlenen fenolik bilesikler katesin, klorojenik asit, epikatesin ve kamferol
olmustur. FTIR spektrumlar incelendiginde spesifik bantlarin epikatesin ve
klorojenik asitle uyumlu oldugu ve bulunan sonuglarin HPLC ile paralellik gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica FTIR spektroskopisi ile fenolik bilesik iceriginde bir degisim
gozlenmemistir.

EFFECT OF THERMAL TREATMENT ON ENZYME ACTIVITY AND PHENOLIC
COMPOUNDS IN APPLE JUICE: FTIR AND HPLC STUDY
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In this study, the effect of thermal treatment with different temperatures (40, 50,
60, 70,80 ° C) and times (5, 10, 15, 20, 25, 30 minutes) on Polyphenol oxidase(PPO)
and Peroxidase (POD) and phenolic compounds in apple juice was investigated and
the change in phenolic compounds was determined by FTIR spectroscopy and HPLC.
Enzyme inactivation generally increased with increasing temperature and time. In
PPO 99 % and in POD 93.29 % inactivation was achieved after 20 minutes at 80 °C.
Generally, an increase was determined at 70 and 80 °C in total phenolic content
(TPC) and antioxidant activity. This increase has been associated with enzyme
inactivation. After 20 minutes at 80 °C, TPC was determined as 668.41 * 12.70 mg
GAE/kg fresh weight, ECso value was 24.28 + 0.69 mg/ml. The phenolic compounds
identified in apple juice by HPLC were catechin, chlorogenic acid, epicatechin and
kaempferol. An increase in the amount of phenolic compounds was determined for
20 minutes at 80 °C. When FTIR spectra were examined, it was determined that the
specific bands were compatible with epicatechin and chlorogenic acid and these
results were parallel to HPLC. In addition, no change in phenolic compounds was
observed with FTIR spectroscopy.
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1. Giris (Introduction)

Meyvelerin ve sebzelerin islenmesinde gida kalitesinin saglanmasi i¢in enzimlerin inaktive edilmesi olduk¢ca 6nem
tasimaktadir. Polifenol oksidaz (PPO) ve Peroksidaz (POD) kaynakli enzimatik esmerlesmeye bagl olarak
meydana gelen renk degisimleri, meyve suyunda kaliteyi etkileyen 6nemli bir problem olarak gorilmektedir.
Giliniimiizde meyve suyu iiretiminde mikroorganizma ve enzimlerin inaktivasyonu i¢in genellikle 1s1l islem
kullanilmaktadir. Ancak, 1s1l islemler sirasinda secilen parametrelere gore gidanin besinsel ve duyusal 6zellikleri
olumsuz etkilenmektedir. Bu nedenle 1s1l islem ile enzim inaktivasyonu saglanirken meyve sularinda 6nemli
bioaktif bilesenlerden olan fenolik bilesiklerin degisiminin de belirlenmesi 6nemlidir.

Yapilan bu ¢alismada iilkemizde meyve suyu sektoriinde en fazla iiretilen meyve suyu olan elma suyuna, 1s1l islem
uygulamasinin etkisi incelenmistir. Bu amagla 1s1l islem uygulamasi ile meyve sularinin kalitesini olumsuz
etkileyen PPO ve POD enzimlerinin inaktivasyonu arastirilmistir. Bununla birlikte 1s1l islem uygulamasinin fenolik
bilesikler iizerine etkisi belirlenmistir. Bu amagla toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu ydntemiyle
belirlenirken, antioksidan aktivite tayini DPPH y6ntemiyle tespit edilmistir. Ayrica bireysel fenolik bilesiklerin 1sil
islem ile degisimi yaygin kullanilan HPLC yontemiyle ve FTIR spektroskopisiyle belirlenmistir. Son yillarda FTIR
spektroskopisi meyve veya meyve suyu gibi ¢esitli gidalarda farkl kalite 6zelliklerini incelemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. FTIR spektroskopisi fenolik bilesik gibi ¢esitli biyoaktif bilesenlerin belirlenmesinde hizl,
ekonomik, giivenilir ve kolay bir metot olarak 6nem kazanmaya baslamistir.

Bu ¢alisma sil islem uygulamasinin hem PPO ve POD gibi enzimatik esmerlesmeden sorumlu enzimlere etkisi hem
de fenolik bilesiklere etkisinin Red Chief elma ¢esidinde belirlendigi ilk calisma olacaktir. Bu amagla hafif 1s1 (<80
°C) uygulamasi ve uzun islem siirelerinde elma suyunda enzim aktivitesi, toplam fenolik madde, antioksidan
aktivite ile FTIR spektroskopisi ve HPLC kullanilarak fenolik bilesiklerin degisiminin belirlenmesi amag¢lanmistir.

2. Kaynak Arastirmasi (Literature Survey)

Elma (Malus domestica), giilgiller (Rosaceae) familyasindan kiiltiirii yapilan bir meyve tiirtidiir. Lezzetli ve
ekonomik olmasi, kolay bulunabilmesi ve saglik iizerine olumlu etkileri bakimindan en ¢ok tiiketilen gidalardan
biridir. insan beslenmesinde monosakkaritlerin, minerallerin, diyet lifinin, ¢esitli biyolojik aktif bilesiklerin, C
vitamini ve dogal antioksidan olarak bilinen fenolik bilesenlerin kaynagidir (Erdogan ve Demirci, 2014). Ulkemiz
meyve suyu sanayisinde islenen meyvelerde en biiytlik pay1 yaklasik % 46 ile elma almaktadir (Anonim, 2011).

Meyve ve sebzelerde bulunan dogal enzimlerden isleme teknolojisi agisindan en 6nemlisi kuskusuz PPO (EC
1.14.18.1) enzimidir. Dograma, parcalama, ezme gibi islemler veya baska bir mekanik etki sonucu olusan
zedelenme yerlerinde rengin hizla esmerlesip kararmasi bu enzimlerin istenmeyen etkilerinin sonucudur (Terefe
vd., 2014). PPO’lar bakir iceren oksidorediiktazlardir. Substratlari olan fenolik bilesikleri oksijen esliginde esmer
renkli bilesiklere oksitlemektedirler (Onez, 2006). POD’lar (EC 1.11.1.7), hidrojen peroksit varhginda fenolik
bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyerek kahverengi bozunma iiriinlerinin olusumuna 6nciiliik eder (Cemeroglu
vd., 2001).

Gidalarda kalite kayiplarina neden olan enzimleri inaktif hale getirmek i¢in ¢esitli yéontemler uygulanmaktadir. Isil
islemler enzim inaktivasyonunda gida endiistrisinde en yaygin kullanilan yontemlerdir. Literatiirde 1s1l islem
uygulamasi ile elma PPO ve POD enzimlerinin inaktivasyonu lizerine ¢alismalar bulunmaktadir. Dogal enzimler,
farkli termal kararliliklara sahip izoenzimlerden olusabilmektedir. Bu nedenle farkli meyvelerde veya ayni
meyvenin farkl cesitlerinde inaktivasyon siireleri ve sicakliklar1 farklilik gostermektedir (Yemenicioglu vd.,
1997).

Yemenicioglu vd. (1997), 6 farkli elma cesidinden (Golden Delicious, Starking Delicious, Granny Smith, Gloster,
Starcrimson ve Amasya) elde edilen PPO’in 1s1l paremetlerini belirlemek i¢in ii¢ farkh sicaklik (68, 73, 78 °C)
kullanmis ve elmadan elde edilen PPO’ in diger meyvelerden elde edilene gore 1siya karsi daha direngli oldugu
bildirilmistir. Yapilan baska bir calismada Red Fuji, Granny Smith ve Golden Delicious PPO enzimleri arasinda
Granny Smith PPO enziminin 25-45 °C sicaklik aralifinda 1siya en fazla dayanikli enzim oldugu, buna karsin Red
Fuji PPO enziminin 65 °C’ de en ¢ok stabil kalan enzim oldugu belirlenmistir (Liu vd., 2017). Krapfenbauer vd.
(2006), sekiz farkli elma ¢esidinden iiretilen elma sularina (Florina, Gala, Golden Delicious, Idared, Jonagold, Pilot,
Pinova ve Topaz) 60-90 °C sicaklikta ve kisa stireli (20-100 s) 1s1l islem uygulamis ve PPO enziminin 80 °C’ de
tamamen inaktive oldugunu belirlemistir. Niu vd. (2010), bulanik elma suyunda 55 °C’ de hafif 1s1 uygulamasi ile
PPO enziminin minimum kalint1 aktivitesini % 66,4 ve 65 °C’ de % 38,6 olarak bulmustur. Golden HP ve Red
delicious cinsinde POD enzimi 70 °C’ de 10 dakika sonunda inaktif olurken, Golden JK ve Royal delicious 70 °C de
5 dakika sonunda inaktif olmustur (Dubey vd., 2007). Jonagold Red cinsi elmalarda pastoérizasyon sonunda POD’
1n kalint1 aktivitesi % 52 ve PPO’ 1n ise % 54 olarak belirlenmistir (Riener vd., 2008).
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Isil islemin etkinligini belirlemek i¢in sadece enzim inaktivasyonuna bakmak yeterli degildir. Enzim inaktivasyonu
ile birlikte uygulanan prosesin gidanin kalite parametreleri lizerindeki etkisi de incelenmelidir. Ozellikle yiiksek
sicakliklardaki 1s1l islemler gidanin besinsel ve duyusal 6zellikleri tizerinde olumsuz etkilere sahiptirler. Sicakligin
etkisiyle fenolik bilesikler gibi bilesenlerde olumsuzluklar ortaya ¢cikmaktadir. Literatiirde yapilan bazi ¢alismalar,
1s1l islem ile hiicre duvari ve hiicre matriksinin yapisinin bozulmasi nedeniyle fenolik asitlerin miktarinin arttigini
ifade ederken bazi ¢alismalar ise 1s1l islem ile fenolik bilesenlerde ve antioksidan aktivitede azalma veya bir
degisiklik olmadigini belirtmektedir (Meral, 2016).

Aguilar-Rosas vd. (2007), termal pastorizasyon (90 °C’ de 30 saniye) ile elma suyunda toplam fenolik maddede
%32,2’lik bir azalma belirlemistir. Golden delicious cinsi elmalarda 1si1l islem (90 °C 1 dak) uygulamasi sonunda
toplam fenolik maddede kayip % 21-26 arasinda tespit edilmistir (Bagslar ve Erturgay, 2013). Yapilan baska bir
¢alismada HTST pastorizasyonunun (85 °C, 30 s; 90 °C, 15 s) bulanik elma suyunun fenolik icerigi lizerine diisiik
bir etkisi oldugu saptanmistir (Nayak vd., 2017). He vd. (2016), elma suyunda 80 °C’de 30 dakikalik 1s1l islemden
sonra toplam fenolik madde miktarinda % 1,35 artis belirlerken, 90 °C ‘de 30 saniye 1s1l islem goéren elma suyu
orneklerinde % 9,82 azalis gozlemlemistir.

Literatiirde elma suyunda cesitli sicaklik ve slire parametrelerine bagli olarak uygulanan 1sil islemin enzim
aktivitesi tizerine etkisinin belirlendigi ¢alismalar mevcutken, fenolik maddedeki ve antioksidan aktivitedeki
degisimin belirlendigi calismalar sinirhidir. Bu ¢alisma ile elma (Red Chief) suyunda hafif 1s1 (<80 °C) uygulamasi
ve uzun islem siirelerinde enzim aktivitesi, toplam fenolik madde, antioksidan aktivite ile FTIR spektroskopisi ve
HPLC kullanilarak fenolik bilesiklerin degisimi incelenmistir.

3. Materyal ve Yontem (Material and Method)
3.1. Materyal (Material)

Bu ¢alismada kullanilan taze elma (Malus domestica) yerel lireticilerden saglanmistir. Calismada Red Chief ¢esidi
elma kullanilmistir. Meyveler, meyve suyu eldesinden dnce 4°C sicaklikta depolanmistir. Yikanmis ve kagit havlu
ile ylizeyleri kurulanmis meyveler dérde kesilip, ¢ekirdek evleri ayrilmis ve blenderdan (Arnica AA 1233 GH21530
Orbital Mix, Tiirkiye) gecirilmistir. Elde edilen meyve suyu 4 kath tiilbentten siizilmiistiir. Taze sikilmis meyve
sular1 kontrol olarak ayrilmistir.

3.2. Onerilen Yontem (Proposed Method)
3.2.1. Isilislem (Thermal treatment)

Elde edilen taze meyve suyu farkl sicaklik ve siirenin meyve suyu lizerine etkisini belirlemek i¢in 1s1l isleme tabi
tutulmustur. 200 ml meyve suyu 7 cm ¢ap ve 9,5 cm uzunluga sahip cam beher icine konularak, cam beher su
banyosu (Yiiksel Kaya Makine, YKM-AS209, Tiirkiye) icine yerlestirilmistir. Isil islem sirasinda 6rnek i¢cinde hizl
bir sekilde sicakhigin homojen dagilimim saglayabilmek i¢in laboratuvar tipi 6zel mekanik karistiric1 (isolab,
615.01.001, GmbH, Germany) kullanilmistir. Meyve suyuna farkl sicakliklarda (40, 50, 60, 70 ve 80°C) ve farkl
stirelerde (5, 10, 15, 20, 25, 30 dakika) 1s1l islem uygulanmigtir. Islem boyunca érnek sicakhigi dijital sicaklik élger
kullanilarak kontrol edilmistir. Cam beher i¢cine konulan meyve suyu sicakligi istenen degere ulastiginda 1s1l islem
baslatilmigtir. Ornekler enzim aktivitesinin él¢iimii icin 1s1l islemin hemen sonrasinda buzlu su banyosuna
alinmistir. Her bir uygulama ii¢ kez tekrarlanmistir.

3.2.2. Kalan PPO enzim aktivitesinin belirlenmesi (Determination of residual PPO enzyme activity)

Inaktivasyon sonunda PPO enzim aktivitesi dlciimleri Baltacioglu vd. (2015) tarafindan kullanilan yéntem
modifiye edilerek, spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu amacla Thermo Scientific marka Evolution 300
model (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) spektrofotometre kullanilmistir. PPO enzim aktivitesi 420
nm dalga boyunda absorbans artisi 6l¢iilerek belirlenmistir. Test tiiplerine konulacaklar asagida listelenmistir:

Test Sahit
50 mM (pH=6,5) potasyum fosfat tamponu 2,00 ml 2,30 ml
0,25 M katesol (K- fosfat tamponu icinde ¢6ziinmiis) 0,30 ml 0,30 ml
Ornek 0,30 ml 0,00 ml

Reaksiyon, 6rnek ilavesi ile baglamistir. Tiip igerigi vorteks ile karistirildiktan sonra absorbans degerleri 3 dakika
boyunca 5 saniyede bir kaydedilmistir. Aktivite 6l¢iim sicakligi 25 + 2 °C olarak saglanmisir. PPO enzim aktivitesi
zamana karsi ¢izilen A4zo grafiginin ilk dogrusal kisminin egiminin belirlenmesiyle, birim zamanda absorbanstaki
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0,001°lik degisim olarak ifade edilmistir. Kalan enzim aktivitesi kontroliin aktivitesine oranla yiizde olarak ifade
edilmistir.

3.2.3. Kalan POD enzim aktivitesinin belirlenmesi (Determination of residual POD enzyme activity)

Inaktivasyon sonunda POD enzim aktivitesi él¢iimleri spektrofotometrik yéntemle Abid vd. (2014) tarafindan
kullanilan yontemde degisiklik yapilarak belirlenmistir. Bu amagla Thermo Scientific marka Evolution 300 model
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) spektrofotometre kullanilmistir. POD aktivitesi substrat olarak
pirogallol kullanilarak belirlenmistir. Tiip igerisine 1 ml 6rnek, 1,52 ml 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6),
0,32 ml %5 pirogallol ve 0,16 ml 0,147 M H20: karnistirilmistir. Reaksiyon H:0: ilavesi ile bagslatilmis ve
absorbansdaki artis 3 dakika boyunca 5 saniyede bir kaydedilmistir. Aktivite 6l¢ciim sicaklig1 25 + 2 °C olarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesi zamana Kkarsi ¢izilen A420 grafiginin ilk dogrusal kisminin egiminin
belirlenmesiyle, birim zamanda absorbanstaki 0,001’lik degisim olarak ifade edilmistir. Kalan enzim aktivitesi
kontroliin aktivitesine oranla yiizde olarak ifade edilmistir.

3.2.4. Toplam fenolik madde tayini (Determination of total phenolic content)

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocaltaeu metoduna gore yapilmistir (Singleton ve Rossi, 1965). Standart
olarak gallik asit kullanilmistir. Meyve suyundaki fenolik bilesikler (1:5) % 1 HCl iceren % 80’lik metanol ile
ekstrakte edilmistir. Karisim 4 saat boyunca 40 rpm devirde calkalanmis ve berrak kismin ayrilmasi icin 9000
devirde, +4 C'de, 15 dakika santrifiij (Niive marka NR 800R model, Tiirkiye) edilmis, elde edilen berrak kisim tiip
icine alimmistir. Toplam fenolik tayini icin 100 pl 6rnek tizerine 0,75 ml Folin- Ciocaltaeu ¢6zeltisi (suda, %10’1uk)
eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra 0,75 ml Na:2COs (suda, 75g/L) ilave edilerek
kuvvetlice karistirllmistir. Oda sicakliginda karanlikta 1 saat bekletilmis ve siire sonunda 725 nm’de ¢ozeltilerin
absorbanslar1 okunmustur. Ayni islemler kalibrasyon egrisi icin hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki gallik asit
cozeltilerine de uygulanmistir. Ekstraktlarin absorbanslari, ¢izilen gallik asit kalibrasyon egrisinden okunarak
toplam fenolik madde konsantrasyonu esdeger gallik asit olarak hesaplanmistir (mg GAE/kg yas agirlik).

3.2.5. DPPH yontemiyle antioksidan aktivite tayini (Antioxidant activity determination by DPPH
method)

Serbest radikal yakalama etkinligi deneyi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali kullanilarak Blois’in
metoduna gore ¢alisilmis ve asagidaki prosediir uygulanmistir (Blois, 1958).

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlardan 100’er pl alinmasi
3,9 ml 0,1 mM DPPH (%80 metanoldelhazwlanan) ¢ozeltisi ile karistirilmasi
Vortelisleme
Oda kosullarinda karanlﬁkta 30 dakika bekletme
\)

517 nm’de absorbanslarin okunmasi

Ornek yerine 0,1 ml %80’lik metanol kullamlarak aym sartlarda kontrol olarak kullanilmis ve kontroliin
absorbansi giinliik olarak o6l¢iilmistir. Sahit olarak %80 metanol kullanilmistir. % DPPH radikali giderme
aktivitesi Denklem 1’ e gore hesaplanmistir:

% DPPH Radikali _ Kontroliin absorbansi-Ornek Absorbansi
Giderme Aktivitesi - Kontrol Absorbansi

(1)

Orneklerin farkhi konsantrasyonlarina karsi hesaplanan % inhibisyon degerleri ile ¢izilen grafikten lineer
regresyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan derisimleri elde edilmis ve sonuclar ECso (mg/ml) olarak
ifade edilmistir.

3.2.6. Fenolik bilesik degisiminin FTIR spektroskopisi kullanilarak belirlenmesi (Determination of
phenolic compound change using FTIR spectroscopy)

Uygulanan inaktivasyon yénteminin fenolik madde icerigine etkisi Fourier Déniisim Kizil Otesi (FTIR)
spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. Orneklerin absorbsiyon spektrumu Nigde Omer Halisdemir
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda bulunan ATR hiicresine sahip FTIR spektroskopisi (Bruker,
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Almanya) kullanilarak, 2 cm! ¢oziintiirlilkte 128 tarama yapilarak 400-4000 cm-! bodlgesinde elde edilmistir.
Ekstraksiyon solventinin (metanol, %80) karisiminin bantlar1 kapatmasindan dolay1 érnekler liyofilize edilerek
kurutulduktan sonra (6nce etiivde metanol ugurulmus), okuma kurutulmus 6rnekte gerceklestirilmistir.

3.2.7. HPLC ile fenolik bilesiklerin belirlenmesi (Determination of phenolic compounds by HPLC)

Elma suyunun fenolik icerigini belirlemek icin HPLC yontemi uygulanmistir (Kus¢u ve Bulantekin, 2016). Ekstrakt
eldesi icin, oncelikle 15’ser ml falkon tiiplerinde 2 g elma suyu lizerine % 80°lik metanol (%1’lik HCl iceren)
¢ozeltisi ilave edilerek 10 ml hacme tamamlanmis ve oda sicaklifinda, 151k almayacak sekilde 240 dak ¢alkalanmasi
ile ekstraksiyon saglanmistir. Sonrasinda ekstrakt 9000 rpm, 15 dak, +4 C’de santrifiij edilerek, elde edilen
siiziintliden tiip icine alinmistir. Enjeksiyondan 6nce ekstraktlar, 0,45um teflon membran filtreden gegirilmis ve
kahverengi siselere doldurulmustur. Daha sonra, siselerdeki ekstraktlarin 20 pl'si SIL-10AD vp otomatik
ornekleme sistemi ile HPLC’ye (Shimadzu Corporation, Kyoto Japan) enjekte edilmistir. HPLC sistemi bir pompa
(LC-10ADvp), degazer (DGU- 14A), kontrol firin1 (CTO-10Avp), bir detektérden (DAD dedektér (Amax=278nm))
olusmaktadir. Polifenolikler Agilent Eclipse XDB-C18 kolonu kullanilarak ((250x4,60 mm), 5 mikron ) ayrilmistir.
Kolon sicakligi 30 °C’dir. Ayrim ikili ¢oziicii sistemiyle gradient program uygulanarak gergeklestirilmistir. Mobil
faz % 3 asetik asit (A) ve metanolden (B) olusmaktadir. Akis hiz1 ¢alisma boyunca 0,8 ml/dakikadir. Gradient
programi Tablo 1’ e gore uygulanmistir.

Tablo 1. Gradient programi (Gradient program)

Stire (dakika) A (%) B (%)
0 93 7
20 72 28
28 75 25
35 70 30
50 70 30
60 67 33
62 58 42
70 50 50
73 30 70
75 20 80
80 0 100
81 93 7

3.2.8. Istatiksel analiz (Statistical analysis)

Veriler Minitab (17 versiyon, Minitab Inc., State College, PA, ABD) paket programi kullanilarak % 95 giivenlik
araliginda analiz edilmis olup verilerin analizinde genel lineer model kullanilmistir. Uygulamalar arasindaki
farkliliklarin tespiti icin Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi yapilmistir. Her bir deney en az ti¢ kez tekrarlanmistir.

4. Deneysel Sonuclar (Experimental Results)

4.1. Isil islem Sonrasinda Elma Suyunda Kalan PPO Aktivitesi (Residual PPO Activity in Apple Juice
after Thermal Treatment)

Sicakligin enzim aktivitesi {lizerine etkisini belirlemek i¢in farkli siirelerde elma suyu orneklerine 1sil islem
uygulanmistir. Is1l islem 6ncesi ve sonrasinda PPO enzimlerinin aktiviteleri belirlenmistir. Kalan enzim aktivitesi
kontroliin aktivitesine oranla ylizde olarak ifade edilmistir. Buna gére uygulanan sicaklik ve siireye gore kalan
enzim aktivitesinde gozlenen degisiklikler PPO enzimi icin Sekil 1’ de verilmistir.
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Grafikteki farkli harfler ((A, B, C...), sicakliklar; (a, b, c...), siireler) degerler arasinda 6nemli bir fark oldugunu
gostermektedir.
Sekil 1. Isil islem sonunda kalan PPO aktivitesi (Residual PPO activity after thermal treatment)

Elma suyuna uygulanan 1s1l islem sonucunda, enzim aktivitesindeki degisim incelendiginde sicakligin, stirenin ve
sicaklik-siire etkilesiminin PPO enzim aktivitesi tizerine etkisi 6nemli bulunmustur (p < 0,05). 40 °C sicaklikta 5,
10, 15, 20, 25 ve 30 dakika uygulanan 1s1l islem sonrasinda kalan PPO enzim aktivitesi sirasiyla % 71,37 £ 1,11; %
69,33 +0,18; % 64,49 +0,18; % 37,73 £ 0,55; % 31,47 + 2,63 ve % 29,36 * 2,23 olarak belirlenmistir. Ayni sicaklik
degerinde 5, 10 ve 15 dakikada enzim aktivitesindeki azalma yavasken, 20, 25 ve 30 dakikalik siire sonunda enzim
inhibisyonunda artis hizlanmstir.

Kalan enzim aktivitesi, 50 °C sicaklikta artan siirelerde sirasiyla % 48,55 + 2,05; % 32,71 + 0,85; % 30,45 * 2,46;
% 31,74 + 1,46; % 35,27 + 0,66 ve % 39,26 + 1,68 olarak saptanmistir. Bu sicaklik degerinde uzun islem siireleri
sonunda (25 ve 30 dakika) enzim aktivitesinde artis gozlenmistir. Benzer sekilde elma suyunda 50 °C sicaklikta
60 dakikaya kadar uygulanan 1s1l islemlerde PPO enziminin aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Bunun nedeninin
enzim konformasyonunda gézlenen degisim olabilecegi diisiiniilmektedir (Murtaza vd., 2018). 60 °C sicaklikta ve
5 dakika sonunda kalan aktivite % 33,68 + 1,13 iken, 30 dakika sonunda bu deger % 11,15 + 0,88 olarak
belirlenmistir. 70 °C sicaklikta 5 dakika uygulanan islemden sonra kalan aktivite degeri % 23,41 + 0,88
bulunmustur. Ayni sicaklikta 30 dakika sonunda bulunan deger % 11,61 *= 1,61 olarak tespit edilmistir. 80 °C
sicaklikta ise 5 dakikalik islemden sonra % 5,40 + 0,47 aktivite gozlenirken, 20 dakika sonunda % 99 inaktivasyon
saglanmistir. Elma suyunda PPO enzim aktivitesinin sicaklik ve siireye bagh oldugu ve genellikle artan sicaklik ve
siire arasinda 6nemli bir etkilesim (p <0,05) oldugu g6zlenmistir.

Benzer sekilde yapilan ¢alismalarda genellikle artan sicaklik ve siire ile PPO aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir.
Royal gala cinsi elmadan elde edilen meyve suyuna 75 °C sicaklikta 20 dakika uygulanan 1s1l islem ile kalan PPO
enzim aktivitesi % 3,2 olarak tespit edilmistir (Sulaiman vd., 2016). Yi vd. (2017), Pink Lady, Granny Smith ve
Jonagold gesitlerinden iiretilen meyve suyuna 85 °C sicaklikta 5 dakika 1s1l islem uygulamasi sonrasinda PPO enzim
aktivitesi belirleyememislerdir. Elma dilimlerine 25 °C, 35 °C, 45 °C, 55°C ve 65 °C sicaklikta 20 dakikalik hafif 1s1
uygulamasi yapilan bir ¢alismada, bu dilimlerden bulanik meyve suyu iiretilmis ve elma suyunda 55 °C’ de 1s1
uygulamasi sonucu PPO enziminin minimum kalint1 aktivitesi % 66,4 iken, 65 °C ise % 38,6 bulunmustur (Niu vd.,
2010). Krapfenbauer vd. (2006), sekiz farkli elma c¢esidi (Florina, Gala, Golden Delicious, Idared, Jonagold, Pilot,
Pinova ve Topaz) kullanarak elde ettikleri elma sularinda yiiksek sicaklikta (60-90 °C) ve kisa siireli (20-100 s)
(HTST) 1s1l islem uygulamislar ve 60 °C’ de, PPO aktivitesinde 6nemli bir azalma tespit edememislerdir. Ancak 20,
50 ve 100 s 1sitma siiresinden sonra 70 °C’ de enzim aktivitesinde 6énemli bir azalma oldugu bulunurken 1sitma
siiresi arasinda bir fark gézlenmemistir. PPO enziminin 80 °C’de ise tamamen inaktivasyonu saglanmistir. Bu
calismalarda bulunan sonuglar, literatiirde belirlenenler sonuglar ile benzer bulunmustur.
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4.2. Is1l islem Sonrasinda Elma Suyunda Kalan POD Aktivitesi (Residual POD Activity in Apple Juice after
Thermal Treatment)

Elma suyu o6rneklerine uygulanan 1sil islem sonrasinda sicaklik ve siireye bagh olarak belirlenen kalan POD
aktivitesi Sekil 2’ de verilmistir.

POD
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Siire (dak)

m40°C o50°C @60 °C m70°C 0’0 °C

Grafikteki farkli harfler ((4, B, C...), sicakliklar; (a, b, c...), stireler) degerler arasinda énemli bir fark oldugunu
gostermektedir.
Sekil 2. [s1l islem sonunda kalan POD aktivitesi (Residual POD activity after thermal treatment)

Sicakligin, siirenin ve sicaklik-siire etkilesiminin POD enzim aktivitesi lizerine etkisi 6nemli bulunmustur (p <
0,05). 40 °C sicaklikta 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika uygulanan 1s1l islem sonrasinda kalan POD enzim aktivitesi
sirastyla % 79,81 £ 2,75; % 57,33 = 2,29; % 53,21 + 2,29; % 29,35 + 0,91; % 27,06 + 3,21; % 25,22 £ 0,45 olarak
belirlenmis ve artan siire ile POD enziminin aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir. Kalan enzim aktivitesi, 50 °C
sicaklikta 1s1l islemden sonra artan siirelerde sirasiyla % 53,24 + 2,59; % 34,63 + 3,96; % 32,90 + 3,96; % 53,95
1,90; % 29,68 + 0,31; % 31,25 £ 0,31 olarak 6l¢ililmiistiir. Bu sicaklik degerinde 20 dakika siiren 1s1l islemden sonra
POD enzim aktivitesinde artis gézlenmistir. Benzer sekilde Dubey vd. (2007) tarafindan, Royal delicious cinsinde
50 °C 10 ve 25 dk 1s1l islem sonrasinda enzim aktivitesinde belli oranda artis goriilmiistiir. Ayni sekilde Red
delicious cinsinde de 50 °C de 25 dakikada enzim aktivitesinde artis belirlenmistir. Bunun nedeninin, enzim
konformasyonunda goézlenen degisim olabilecegi diisiiniilmektedir.

60 °C sicaklikta 5 dakika sonunda kalan aktivite % 33,33 + 0,90 iken, 30 dakika sonunda % 21,65 * 1,18 olarak
tespit edilmis ve artan siire normlariyla lineer bir azalis goriilmiistiir. 70 °C sicaklikta 5 dakika sonunda kalan POD
aktivitesi ise % 27,50 = 0,01 olup, artan siire ile kalan aktivite azalis gostermis ve 30 dakika sonunda % 20,65 +
1,25 olarak bulunmustur. 80 °C de ise 5 dakika sonunda kalan aktivite % 21,71 * 0,46 olarak ol¢iilmiistir. Ayni
sicaklikta 20 dakika sonunda % 93,29 inaktivasyon belirlenirken, 25 ve 30 dakikalik 1s1l islem siirelerinde elde
edilen inaktivasyon arasinda 6nemli bir fark belirlenememistir (p > 0,05). Genel olarak bakildiginda 80 °C’ de 20
dakika sonunda yeterli inaktivasyon saglandig1 sdylenebilmektedir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde Red
Chief elma ¢esidinde POD enziminin PPO’ya kiyasla 1s1l isleme daha direncli oldugu belirlenmistir.

Yi vd. (2017), Pink Lady, Granny Smith ve Jonagold cesitlerinden tiretilen meyve suyuna 85 °C sicaklikta 5 dakika
1s1l islem uygulamasi sonrasinda POD enzim aktivitesi belirlememistir. Golden delicious JK cinsinden iiretilen elma
suyunda 70 °C 5 dakika sonunda, Red delicious cinsinde 70 °C 10 dakika sonunda, Royal delicious cinsinde 70 °C
5 dakika sonunda enzim inaktivasyonu saglandig1 belirlenmistir (Dubey vd., 2007). Elde edilen veriler literatiir
ile karsilastirildiginda farkli elma gesitlerinde POD inaktivasyon sicaklik ve siirelerinin farkliik gosterdigi
belirlenmistir.
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4.3. Is1l islem Siiresince Toplam Fenolik Madde Miktarindaki Degisim (Change in Total Phenolic Content
during Thermal Treatment)

Elma suyunda 1s1l islem stiresince toplam fenolik madde miktarindaki degisimi Tablo 2’ de gosterilmektedir. Isil
islem uygulamasinda sicakligin, siirenin ve sicaklik-siire etkilesiminin toplam fenolik madde {izerine etkisi
istatiksel olarak dnemli bulunmustur (p < 0,05). Taze elma suyunda 404,13 * 6,20 mg GAE/kg yas agirlik olarak
toplam fenolik madde belirlenmistir. Isparta ilinden elde edilen farkli elma cesitlerinde toplam fenolik madde
miktari meyve etinde 399,0 - 657,1 mg GAE /100g arasinda, kabugundaise 929, 7 - 1692,5 mg GAE /100g arasinda
degismektedir (Yildirim vd., 2019). Buna karsin taze meyveye kiyasla meyve suyuna isleme sonucunda toplam
fenolik madde miktar1 azalmaktadir. Baslar ve Erturgay (2013), elma sularinin toplam fenolik madde miktarinin
190 - 200 mg GAE/L arasinda degistigini rapor etmistir.

Tablo 2. Is1l islem siiresince elde edilen toplam fenolik madde (mg GAE/kg yas agirlik) degerleri (Total phenolic content (mg
GAE / kg wet weight) during thermal treatment

Siire Sicaklik (°C)
(dak) 40 50 60 70 80
5 741,981 7,714 44925+ 8170 | 34853+ 1,51F | 538,54+ 16,29% | 672,83 + 11,808

10 71290 £1381% | 5151640,61Ca | 304,28+4,8404 | 559,05+ 11,348 | 703,51+ 1,794

15 603,18 £ 1,555 52506+ 1,88Da | 276,14+3,07F | 55457 +6,450c | 636,99 + 2,634
205,67 + 8,08

20 388,64 + 15,0501 | 332,52 43,170 | 587,64+8,158 | 668,41 + 12,704
25 200,33 £ 4,905 49124 +8,01¢% | 34681+157% | 573,39+371Bb | 638,21 + 29,894
30 22323 £9,73% 504,21 +0,1Cb | 378,52+ 1,610a | 568,74 +7,48%b | 668,42 + 25964

Tablodaki farkl harfler ((A, B, C...), sicakliklar; (a, b, c...), siireler) degerler arasinda 6nemli bir fark oldugunu gostermektedir.

40 °C’ de 5, 10, 15 dakika sonunda 1s1l islem gérmemis taze elma suyuna gore toplam fenolik maddede artis
belirlenirken ayni sicaklik degerinde 20, 25, 30 dakika sonunda toplam fenolik maddede azalis tespit edilmistir.
Kisa islem siirelerinde gozlenen bu artisin 1s1l islem ile hiicre duvari ve hiicre matriksinin yapisinin bozulmasi
nedeniyle fenolik bilesik miktarinin artmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (He vd., 2016). 40 °C’ de artan
slireye baglh olarak fenolik bilesiklerdeki azalmanin, yliksek enzim aktivitesi ve a¢iga ¢ikan bu maddelerin uzun
islem siireleri sonucunda yapisinin bozulmasindan kaynaklandigi sdylenebilmektedir (He vd., 2016). 50 °C’ de
genel olarak bakildiginda 1s1l islem gérmemis taze elma suyu drnegine gore fenolik bilesiklerde artis gozlenmis
ancak 20 dakikada gozlenen azalisin PPO ve POD enzim aktivitesindeki artis nedeniyle olabilecegi
diistiniilmektedir. 60 °C’ de genel olarak 1s1l islem gérmemis taze elma suyu 6rnegine gore fenolik madde de azalis
belirlenmistir. Bunun nedeni PPO ve POD enzim aktivitesinin yiiksek olmasi ile sicakligin fenolik bilesikler
iizerindeki olumsuz etkisinden kaynaklanabilmektedir. Yiiksek sicaklik (70 ve 80 °C) uygulamalari sonucu toplam
fenolik madde degisimi 1s1l islem gérmemis taze elma suyu drnegine kiyaslaninca artis oldugu tespit edilmistir.
Bunun nedeninin elma suyunda enzim inaktivasyonunun saglanmasindan dolayi, fenolik bilesiklerin substrat
olarak kullanilamamasi olabilecegi disiiniilmektedir.

Aguilar-Rosas vd. (2007), elma suyunda 90 °C’ de 30 saniye boyunca termal pastdrizasyon uygulamasi sonucunda
toplam fenolik maddede %32,2’lik bir azalma belirlemistir. Golden delicious cinsi elmalara 1s1l islem (90 °C 1 dak)
uygulamasi ile toplam fenolik maddedeki kayip 1s1l islem sonrasinda % 21-26 arasinda tespit edilmistir (Baslar ve
Erturgay, 2013). He vd. (2016), elma suyuna 1s1l islem uygulamislar ve toplam fenolik madde miktarinda 80 °C’ lik
islemden sonra % 1,35 artis belirlerken, 90 °C’ de 1s1l islem goren elma suyu orneklerinde % 9,82 azalis
belirlemislerdir. Literatiirdeki ¢alismalara baktigimizda yiiksek sicaklikta (90 °C) kisa islem siirelerinde toplam
fenolik maddenin azaldig1 goriilmekteyken, bu ¢alismada oldugu gibi hafif 1s1 (< 80 °C) uygulamalarinda ve uzun
islem siirelerinde toplam fenolik maddenin arttig1 gorilmiistiir.

4.4. Is1l islem Siiresince Antioksidan Aktivitedeki Degisim (Change in Antioxidant Activity during Thermal
Treatment)

Orneklerin antioksidan aktivitesi DPPH yontemi kullanilarak belirlenmis ve ECso degeri (radikalin %50’sinin
inhibisyonunu saglayan miktar) hesaplanmistir. Bu degerin ki¢iik olmasi, antioksidan aktivitenin yiliksek
oldugunu gostermektedir (Cemeroglu vd., 2010). Tablo 3’ de 1s1l islem siiresince farkli sicaklik ve siirelerde elde
edilen ECso degerleri gosterilmektedir. Antioksidan aktivitedeki degisime, sicakligin, siirenin ve sicaklik-siire
etkilesiminin etkisi istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p < 0,05). Isil islem gérmemis taze elma suyu dérneginin
ECso degeri 31,78 + 1,46 mg/ml olarak belirlenmistir. Toplam fenolik maddenin artisina bagh olarak genel
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anlamda antioksidan aktivite de artmaktadir.

Tablo 3. Isil islem siiresince elde edilen ECso degerleri (ECso values during thermal treatment)

Siire Sicaklik (°C)

(dak) 40 50 60 70 80
5 22,65 +0,07Fe 41,45+ 1,458> | 4560+0,36Ad | 31,68+0,44% | 26,71 + 1,320c
10 20,05 + 0,30Ef 31,51 +1,17% | 48,27 +0,384> | 34,43 +0,42Ba | 29,22 +(0,14Dab
15 24,56 +0,11Pd 32,82+ 0,358 | 50,54 +0,4% | 28,87 +0,36Cc | 28,25+ 0,08Cbc
20 49,81 £ 0,164 45,87 1,408 | 50,49 +0,034 | 32,650,560 | 24,29 +0,70Pd
25 59,03 £ 0,074 43,18 +0,04Cb | 44,95 +0,028d | 34,50 +0,54P2 | 24,15 + 0,74Ed
30 53,42 £0,174b 4517 +1,428a | 47,04 +0,028 | 32,96+0,50% | 30,48 +1,04Pa

Tablodaki farkl harfler ((A, B, C...), sicakliklar; (a, b, c...), siireler) degerler arasinda énemli bir fark oldugunu goéstermektedir.

40 °C’ de 5, 10 ve 15 dakikada antioksidan aktivitede artis, daha sonraki siirelerde antioksidan aktivitede azalis
goriilmiistiir. Bu durum toplam fenolik miktarinin degisimine baglanmistir. Cetkovi¢ vd. (2008), farkh elma
¢esitlerini (Pinova, Reinders, Jonagold, Iduna, Braeburn) kullanarak elde ettikleri elma posasinin fenolik ve
antioksidan kapasitesini inceledikleri ¢alismada; toplam fenolik madde en yiiksek 8,67 mg/g ile Reinders cinsinde
belirlenirken, en diisiik ECso degerleri 6,33 + 0,31 mg/ml olarak yine Reinders cinsinde belirlenmistir. Bu cinsin
en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi toplam fenolikle iliskilendirilmistir.

50 °C’ de tiim siirelerde 1s1l islem gérmemis taze elma suyuna gore ECso degerlerinde bir artis belirlenmis ve bu
durum antioksidan aktivitede azalis oldugunu gostermistir. Antioksidan aktivitede 15. dakikaya kadar artarken,
bu siireden sonraki islemlerde azalma gozlenmistir. Bu degisim toplam fenolik madde miktarinda gézlenen
degisim ile paralellik gostermektedir. 60 °C’ de 5 dakika sonunda ECso degeri 45,59 * 0,36 mg/ml olarak
bulunurken, 30 dakika sonunda 47,04 + 0,02 mg/ml olarak bulunmustur. Bu sicaklikta ECso degerleri 1s1l islem
gérmemis taze elma suyu 6rnegine gore artmis yani antioksidan aktivitede azalis belirlenmistir. Bu durum toplam
fenolik madde miktarinin azalisina baglanmistir.

70 °C’ de ECso degerleri incelendiginde elde edilen degerler 1s1l islem gérmemis taze elma suyu degerine yakin
bulunmustur. Antioksidan aktivitenin yliksek olmasi toplam fenolik madde miktarinin yiiksek olmasi ile
iliskilendirilebilir. 80 °C’ de ECso degerleri 5 dakika 1s1l islem sonunda 26,70 + 1,31 mg/ml olarak bulunmusken,
20 dakika sonunda 24,28 + 0,69 mg/ml olarak belirlenmistir. 20 dakikalik 1s1l islem siliresinden sonra genel olarak
antioksidan aktivitede artis goriilmiistiir. Bunun nedeninin yeterli (> %90) enzim inaktivasyonunun saglanmasi
ve toplam fenolik madde miktarinin artisi oldugu sdylenebilmektedir.

Bahukhandi vd. (2018), Hindistan’in farkli yerlerinde yetisen li¢ geleneksel elma cesidinin (Benoni, Fanny ve
Rymerin) antioksidan aktivitesinin (DPPH), 4,99-14,06 mmol/kg YA araliginda oldugunu belirlemistir. Yildirim
vd. (2019), Isparta ilinden temin edilen bes farkl elma (Starking Delicious, Golden Delicious, Pink Lady, Arap Kiz1
ve Granny Smith) cesidinde antioksidan aktiviteyi (% inhibisyon) meyve eti kisminda sirasiyla (% 44,42; % 47,06;
% 32,52 % 51,33; % 49,54) olarak belirlerken, kabuk kisminda sirasiyla (% 73,51; % 77,28; % 66,67; % 74,23; %
87,21) olarak tespit etmislerdir.

4.5. FTIR Calismalar (FTIR Study)

Bu ¢alismada fenolik bilesiklerin FTIR spektroskopisi kullanilarak analizi yapilmistir. Bu amagla farkl sicaklik (40
°C, 50 °C, 60 °C, 70 °C ve 80 °C) ve sabit siire (20 dk) 1s1l islem uygulanmis 6rneklerde FTIR spektroskopisi
kullanilarak fenolik bilesenler incelenmistir. Kontrol 6rnegi olarak 1sil islem uygulanmamis elma suyu ekstrakti
alinarak oda sicakliginda (25 °C) FTIR spektrumlari belirlenmistir. Farkli sicaklik ve sabit stiredeki elma suyu
orneklerinin FTIR spektrumlar: Sekil 3 ve ayristirilmis FTIR spektrumlari Sekil 4’ de gosterilmektedir.

FTIR spektrumlarina bakildiginda 1. spektrum kontrol 6rnegini (taze meyve suyu), 2. spektrum 40 °C 20 dakika,
3. spektrum 50 °C 20 dakika, 4. spektrum 60 °C 20 dakika, 5. spektrum 70 °C 20 dakika ve 6. spektrum 80 °C 20
dakika 1s1l islem uygulanmis elma suyu 6rneklerini ifade etmektedir. 1800 - 750 cm™! (parmak izi bolgeleri) dalga
saylilar1 arasinda bulunan bantlar, bitkilerde bulunan polifenollerle ilgilidir (Okur vd., 2019). Dért sogan ¢esidinin
toplam fenolik iceriginin FTIR spektroskopisi kullanilarak belirlendigi ¢calismada, 1618 cmde bulunan belirgin
tepe, C-C uzamasi polifenolik bilesenlerde yiiksek seviyelerde bulunan fenil halkasini ifade ettigi sdylenmistir (Lu
vd., 2011). Tahir vd. (2017), baldaki fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in, FTIR spekrofotometresini kullanmislar
ve 1700-1600 cm-"deki bantlari, karbonil gruplarinin C-0 ve C-C germe hareketine baglanmis ve bu bolge fenolik
molekiillerle iliskilendirmistir. 1715-1680 cm-! b6lgesindeki bantlarin, aril (hidroksibenzoik asitler) ve / veya a,3-

22



BALTACIOGLU ve DOGANAY 10.21923/jesd.848043

doymamis (hidroksisinamik asitler) karboksilik asit yapilari (C=0) germe titresimlerinden kaynaklandigi
belirtilmektedir. Ayrica 1720 cm-! civarindaki bant klorojenik asit olarak gosterilmektedir (Abbas vd., 2017). Okur
vd. (2019), visne posasindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin farkli metodlar uygulamis ve elde edilen
ekstraklarin fenolik bilesik icerigini FTIR spektrosikopisi kullanarak belirlemistir. 3000-3300 cm-! hatta 2800 cm-
I’e kadar uzayan bantlarin, aromatik halkanin C-H germe titresimlerinden kaynaklandigi belirtilmistir. 1500-1150
cm! araligindaki bantlarin CH (fenoller) ve OH titresimleri nedeniyle oldugu rapor edilmistir. 1014 cmde
bulunan bant, piran halkasinin OH ikamesinin C-O esnemesini ifade etmis ve o6zellikle epikatesin ile
iliskilendirilmistir. FTIR sonuglar1 incelendiginde farkl sicaklik, sabit siire uygulanan 1sil islemin fenolik bilesik
profili agisindan bir degisime neden olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 3. Elma suyu 6rneklerinin FTIR spektrumlar1 (FTIR spectra of apple juice samples)
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Sekil 4. Elma suyunun ayristirilmis FTIR spektrumlari (Separated FTIR spectra of apple juice)

4.6. HPLC Calismalar1 (HPLC Study)
Elma suyunun fenolik icerigini belirlemek ve farkl sicaklik ve sabit siire (20 dk) parametrelerinde degisimini

incelemek icin HPLC kullanilmistir. Kontrol (1s1l islem gérmemis taze elma suyu) érnegi ve farkli kosullarda islem
goren elma sularinda belirlenen fenolik bilesikler ve miktarlar1 Tablo 4’ de gosterilmektedir.
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Tablo 4. HPLC ile belirlenen fenolik bilesikler ve miktarlari (Phenolic compounds and their amounts determined by HPLC)

Numune Katesin K_lorojenik Kafeik asit Epikatesin Kamferol

(mg/kg) asit (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Kontrol 6,02 +0,22¢ | 21,48 +0,238 14,57 +£0,19¢ | 2,99 +0,12P
40°C20dk | 1,51+0,06F 2,53 +0,16F 0,50+ 0,02 <L0Q 4,48 + 0,064
50°C20dk | 4,51+0,13P 7,48 £ 0,12F 7,05+ 0,18E 4,05+ 0,108
60°C20dk | 3,54 +0,08E 9,49 + 0,110 8,06 + 0,15P 3,01 +0,08P
70°C20dk | 8,01+0,168 | 16,53 +0,18¢ 27,03 +0,298 | 3,97 +0,088
80°C20dk | 11,51+0,16A | 24,48 +£0,114 34,01+0,334 | 3,51+0,01¢

Tabloda ayni siitundaki farkli harfler (A, B, C...) degerler arasinda dnemli bir fark oldugunu gostermektedir.
(Epikatesin i¢in LOD: 0,3 mg/L LOQ: 0,8 mg/L)

HPLC ile 1s1l islem gérmemis taze elma suyunda belirlenen fenolik bilesikler katesin, klorojenik asit, epikatesin ve
kamferoldur. Genel olarak bakildiginda artan sicakliga baglh olarak fenolik bilesiklerde artis goriilmiistiir. 40 °C’
de 20 dakika 1s1l islem sonunda fenolik bilesiklerdeki degisim incelendiginde katesin ve klorojenik asit 1s1l islem
gérmemis taze elma suyuna gore azalis gosterirken, kamferol miktarinda artis belirlenmistir. Ayni sicaklik
degerinde kafeik asit 0,50 + 0,02 ppm olarak belirlenmistir. Bu durum diisiik sicaklik uygulamasi ile bagh halde
bulunan fenolik bilesiklerin, serbest forma ge¢mesiyle agiklanmistir (Szalzo vd. 2004). Daha yiiksek sicaklik
uygulamalarinda diisiik miktarda belirlenmis bu bilesigin pargalandigi ve tespit edilemedigi disiiniilmektedir. 50
°C 20 dakika sonunda katesin, klorojenik asit, epikatesin 1s1l islem gormemis taze elma suyuna gore azalis
gosterirken kamferolde artis belirlenmistir. 60 °C sicaklikta islem sonunda katesin, klorojenk asit, epikatesin 1s1l
islem gérmemis taze elma suyuna gore azalis gosterirken kamferol miktarinda degisiklik olmamistir. 70 °C ve 80
°C’ de 20 dakikada gerceklestirilen 1s1l islem sonunda fenolik bilesiklerde artis belirlenmistir. Bu durum toplam
fenolik madde miktarindaki artisla paralellik gostermektedir. Bunun nedeninin enzim inaktivasyonunun
saglanmasi sonucu fenolik bilesiklerin substrat olarak kullanilamamasindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir.
Benzer sekilde Moro cinsi portakal sularinda 80 °C’ de 1 dakika pastérizasyon sonunda, kafeik asit, klorojenik asit
ve toplam hidroksisinamik asitlerin miktarinin arttig1 belirlenmistir (Szalzo vd., 2004). Bu durum katabolizma
icinde yer alan ve inaktivasyona neden olan enzimlerin aktif boliimlerinin 1s1l islem ile alikonulmas: seklinde
aciklanmistir.

Tiirkiye’ de yetistirilen bazi elma ¢esitlerinin baslica fenolik bilesikleri HPLC yontemiyle incelenmis ve analiz
sonucuna gore elma sularinda katesin (9,09-115,30 mg/1), klorojenik asit (41,10-276,3 mg/1), epikatesin (3,38-
6,76 mg/1), kafeik asit (3,04-79,09 mg/1) ve floridzin (0,52-20,13 mg/1) tespit edilmistir (Karaman, 2008). Pearson
vd. (1999), 6 farkli ticari elma suyunun fenolik bilesimini HPLC y6ntemiyle incelemisler ve fenolik bilesenlerden
katesin 7,6 - 33,8 mg/], klorojenik asit 17,0 - 58,3 mg/1 ve rutin 1,1 - 7,8 mg/1 araliginda belirlenmistir. Ayrica ayni
calismada toplam fenolik madde miktar1 meyve suyunda 181,7- 48,4 mg/l olarak belirlenmistir. Karadeniz vd.
(2001), 3 farkh ¢esit (Amasya, Golden, Starking) elmadan hazirlanan elma suyu érneklerine 97 °C 20 dakika 1s1l
islem uygulamis ve fenolik madde kompozisyonunu arastirmislardir. Bulgulara gore elma suyunda
konsantrasyonu en ytiiksek fenolik bilesik klorojenik asit (62,3-342,6 mg/1) olmustur. Bunu epikatesin (5,3- 240,1
mg/1), floretinglikozit (5,5-60,0 mg/1), floridzin (6,9-29,7 mg/1) ve p-kumarik asit (1,1-16,0 mg/1) izlemektedir.
Elma suyundaki fenolik madde miktarinin 6ncelikle meyve cesidine bagli olarak degistigi belirtilmistir.

Elmalardaki fenolik bilesik icerigini ve islenmis triinleri degerlendirmek amaciyla Jonagold, Sampion, Idared ve
Topaz cinsi elmalarin kullanildig1 bir ¢alismada, meyvelerde en yiiksek fenolik asit icerigi Idared (346 mg/kg)
cinsinde bulunmustur. En yiiksek miktarda kuersetin glikozit icerigi Jonagold (87 mg/kg) ve Topaz (83 mg/kg)
cinslerindedir (Markowski ve Ptocharski, 2006). Buna gore elma suyunda bulunan fenolik bilesikler literatiirde
yapilan ¢alismalarda belirlenenler ile benzerlik gostermektedir.

5. Sonucg ve Tartisma (Result and Discussion)

Yapilan bu ¢alismada, Red Chief cinsinden iiretilen elma suyuna, farkl sicaklik (40, 50, 60, 70, 80 °C) ve siirelerde
(5, 10, 15, 20, 25, 30 dakika) 1s1l islem uygulamasinin meyve sularinin kalitesini olumsuz etkileyen PPO ve POD
enzim inaktivasyonu iizerine etkisi belirlenmis ve fenolik bilesiklerin degisimine etkisi arastirilmistir.

Genellikle artan siire ve sicakliga bagh olarak PPO ve POD enzimlerinin aktivitesinde azalis belirlenmistir. PPO
enziminde 80 °C sicaklikta 5 dakikalik 1s1l islemden sonra % 5,40 + 0,47 aktivite gozlenirken, 20 dakika sonunda
% 99 enzim inaktivasyonu saglanmistir. POD enzimi i¢cin 80 °C 'de 5 dakika sonunda kalan aktivite % 21,71 * 0,46
olarak belirlenmistir. Bununla birlikte ayni sicaklikta 20 dakika sonunda % 93,29 inaktivasyon belirlenirken, 25
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ve 30 dakikalik 1s1l islem siirelerinde elde edilen inaktivasyon degerleri arasinda dnemli bir fark belirlenmemistir
(p > 0,05). Yani genel olarak bakildiginda 80 °C’ de 20 dakika sonunda yeterli inaktivasyon saglandig
soylenebilmektedir. Ayni zamanda elde edilen veriler degerlendirildiginde POD enziminin PPO’ ya kiyasla 1s1l
isleme daha direncli oldugu belirlenmistir.

Genel olarak toplam fenolik madde miktarinda degisimine bakildiginda diisiik sicaklik uygulamalarinda bazi
parametrelerde artis bazi parametrelerde azalis belirlenmistir. Bu durum fenolik bilesiklerin 1siya duyarli olup
sicakliktan etkilenmesiyle ve yapidaki enzimlerin aktiflik durumuyla iliskilendirilmistir. 80 °C’ de 20 dakika
sonunda toplam fenolik madde miktar1 668,41 + 12,70 mg GAE/ kg yas agirlik olarak belirlenmistir. Yiiksek
sicaklik uygulamalari sonucu toplam fenolik madde degisimi incelendiginde 1s1l islem gérmemis taze elma suyu
ornegine kiyaslaninca artis oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeninin elma suyunda enzim inaktivasyonunun
saglanmasindan dolay, fenolik bilesiklerin substrat olarak kullanilamamasi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Isil islem uygulamasindan sonra genellikle antioksidan aktivitedeki degisim toplam fenolik madde degisimiyle
iligkili bulunmustur. 80 °C’ de ECso degeri 20 dakika sonunda 24,28 + 0,69 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu sicaklik
degerinde genel olarak antioksidan aktivitede artis goriilmiistiir. Bunun nedeninin yeterli (> %90) enzim
inaktivasyonunun saglanmasi ve toplam fenolik madde miktarinin artisi oldugu séylenebilmektedir.

FTIR spektrumlar: incelendiginde farkli sicaklik, sabit siire uygulanan 1sil islem sonucunda fenolik bilesik
iceriginde bir degisim gozlenmemistir. Parmak izi bolgesi (1800 - 750 cm1) incelendiginde spesifik bantlarin
epikatesin ve klorojenik asitle uyumlu oldugu belirlenmis, belirlenen fenolik bilesiklerin HPLC ile belirlenen
fenolik bilesikler ile paralellik gosterdigi belirlenmistir.

HPLC ile fenolik bilesikler incelenmis, 1s1l islem gérmemis taze elma suyunda belirlenen fenolik bilesikler katesin,
klorojenik asit, epikatesin, kamferol olmustur ve genel olarak artan sicakliga bagli olarak fenolik bilesiklerde artis
gorilmistiir. 70 °C ve 80 °C’ de 20 dakikada gercgeklestirilen 1sil islem sonunda fenolik bilesiklerde artis
belirlenmistir. Bu durum toplam fenolik madde miktarindaki artisla paralellik gostermektedir.

Yapilan ¢alisma sonucunda elma suyuna uygulanacak en uygun parametre 80 °C 20 dakikalik 1s1l islem uygulamasi
olmustur. Bu parametrelerde PPO ve POD enzimlerinde yeterli enzim inaktivasyonu (>%90) saglanmis, ayni
zamanda fenolik bilesiklerde ve antioksidan aktivitede artis belirlenmistir.
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