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OZET

ELMA SUYUNDA ISIL iISLEM SURESINCE POLIFENOL OKSIDAZ,
PEROKSIDAZ INAKTIVASYONU VE FENOLIK BiLESIKLERDEKI DEGISIMIN
FTIR SPEKTROSKOPIiSI KULLANILARAK BELIRLENMESI

DOGANAY, Gozde
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Gida Muhendisligi Anabilim Dali

Danisman : Dr. Ogr. Uyesi Hande BALTACIOGLU

Ekim 2019, 60 sayfa

Bu calismada farkh sicaklik (40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C) ve farkh strede (5, 10,
15, 20, 25, 30 dakika) uygulanan isil islemin elma suyundaki Polifenol oksidaz ve
Peroksidaz enzim inaktivasyonu (Gzerine etkisi incelenmis, fenolik bilesiklerdeki
degisim FTIR spektroskopisi ve HPLC ile belirlenmistir. PPO enziminde 80 °C’de 20
dakika sonunda % 99 enzim inaktivasyon saglanirken, POD enziminde 80 °C’de 20
dakika sonunda % 93,29 inaktivasyon saglanmistir. Genellikle 70 °C ve 80 °C sicaklikta
toplam fenolik ve antioksidan aktivitede artis belirlenmistir. 80 °C’ de 20 dakika 1sil
islemden sonra toplam fenolik madde miktari 668,41 + 12,70 mg GAE/ kg yas agirlik,
ECso degeri 24,28 *= 0,69 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu durum enzim
inaktivasyonunun saglanmasiyla iliskilendirilmistir. HPLC ile elma suyunda belirlenen
fenolik bilesikler katesin, klorojenik asit, epikatesin ve kamferol olmustur. FTIR
spektrumlari incelendiginde 1sil islem uygulamasi sonucunda fenolik bilesiklerde bir

degisim gdzlenmemistir. HPLC sonuglari ile FTIR sonuclari paralellik géstermektedir.

Anahtar Sozcukler: EIma suyu, enzim inaktivasyonu, fenolik bilesikler, FTIR, HPLC, 1sil islem, polifenol
oksidaz, peroksidaz



SUMMARY

DETERMINATION OF INACTIVATION OF POLYPHENOL OXIDASE (PPO),
PEROXIDASE (POD) AND CHANGES IN PHENOLIC COMPOUNDS IN APPLE
JUICE DURING THERMAL TREATMENT BY FTIR SPECTROSCOPY

DOGANAY, Gozde
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Hande BALTACIOGLU

October 2019, 60 pages

In this study, the effect of thermal treatment with different temperatures (40, 50, 60, 70,
80 ° C) and different times (5, 10, 15, 20, 25, 30 minutes) on Polyphenol oxidase and
Peroxidase enzyme was investigated and the change in phenolic compounds was
determined by FTIR spectroscopy and HPLC in apple juice. Enzyme inactivation
generally increased with increasing temperature and time. In PPO enzyme, 99% enzyme
inactivation was achieved after 20 minutes at 80 °C, whereas in POD enzyme 93.29%
inactivation was achieved after 20 minutes at 80 °C. Generally, an increase was
determined at 70 °C and 80 °C in total phenolic content and antioxidant activity. After
20 minutes thermal treatment at 80 °C, total phenolic content was determined as 668.41
+ 12.70 mg GAE / kg fresh weight, ECso value was 24.28 + 0.69 mg / ml. This has been
associated with achieving enzyme inactivation. The phenolic compounds identified in
apple juice by HPLC were catechin, chlorogenic acid, epicatechin and kaempferol.
When FTIR spectra were examined, no change in phenolic compounds was observed as
a result of thermal treatment. HPLC result and FTIR result were found to be parallel.

Keywords: Apple juice, enzyme inactivation, FTIR, HPLC, peroxidase, phenolic compounds, polyphenol

oxidase, thermal treatment
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destek olan ve bilimsel bir bakis acisi kazanmami saglayan degerli danisman hocam
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degerli Gyeleri Sayin Prof. Dr. Hasan USLU ve Sayin Do¢. Dr. Erkan KARACABEY’e

Cahismalarim sirasinda bilgi ve deneyimini esirgemeyen sayin bolum hocalarima,

Tez icin kullandigimiz elmalari temin eden Mehmet Ali GOK’e

Beraber calismaktan her zaman keyif aldigim, tez ¢calismamin laboratuvar asamasinda

yardimlarini esirgemeyen Yiiksek Lisans égrencisi Emine Melike SAHIN’e

Calismamin basindan beri destegini higbir zaman esirgemeyen ve sevgisiyle hep

yanimda olan anneme ve tum aileme tesekkurlerimi sunarim.

Vi



ICINDEKILER DiZIiNi

()74 = PR TRRRR iv
SUMMARY et s e e e e e e e b e e e e e e e a e ara e e nnreeenes v
(0] 1V ST 74RO Vi
ICINDEKILER DIZINT co.vviiviiiiecisceeceee ettt st vii
CIZELGELER DIZINI oottt iX
SEKILLER DIZINT c.ocviiececeeeeee ettt sttt X
SIMGE VE KISALTMALAR ..ottt ettt en e, Xi
=10 I LY N O 1
GHRIS oottt sttt sttt 1
=10 I LY | T 2
KAYNAK ARASTIRMASI ...ttt st 2
21Elma...... 00 . A0 . 0. ... . 0. 2
A = 04 | 1 PSS 5

2.2.1 Polifenol oksidaz (PPO) BNZIMI........cceiviiieiiei et 6

2.2.2 Peroksidaz (POD) BNZIMI.....ciiiiiiiieiieie ettt 8
2.3 Isil islem Uygulamalarinin EIma Suyunda PPO ve POD Enzimlerine Etkisi.......... 10
2.4 FENOITK IMAUUEIET ......ovieieee et bbb 12

2.4.1 FENOITK ASTHIET ... e 13

2.4.2 FIAVONOIAIET ... 14
2.5 Fourier Donuisiim Kizil Otesi (FTIR) Spektroskopisi..........ccceeeveeeveeeeeeeieeiennn, 15
2.6 Yiksek Performansli Sivi KromatografiSi...........cceceeierivenisieiieie e 18

2.7 Isil islem Uygulamasinin Elma Suyundaki Fenolik Bilesikler ve Antioksidan

AKLIVIte UZEMNNE ELKISH .....cvcvevveiecececieieteeeecee et 22
BOLUM ..ottt bttt 25
DENEYSEL CALISMALAR ......oiii ettt 25
L MALEIYAL ... et b et bt nreene s 25
KA (0] 11 (=1 1o O OO PO TRT ORI RURTUPRPURTPIN 25

3. 2.2 1SH ISIEM UYGUIAMASI .. ns 25
3.2.2Kalan polifenoloksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi..........cccccccevvvevvennee. 26

vii



3.2.3 Kalan peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi.............cccoocoveiiinininnn. 26

3.2.4 Toplam fenolik madde taYiND ........coceeiiriiie s 27

3.2.5DPPH yontemiyle antioksidan aktivite tayini ..........ccccccevvvevieiieeresie e 27

3.2.6 Fenolik madde degisiminin FTIR spektroskopisi kullanilarak belirlenmesi ... 28

3.2.7 HPLC yontemi ile fenolik madde belirlenmesi.........ccccovvviiieiiiciieice, 28

3.2.8Verilerin @nalizZi........coooe i s 29
BOLUM IV ..ottt bttt 30
BULGULAR VE TARTISMA ... oottt 30
4.1 1s1l islem Sonrasinda EIma Suyunda Kalan PPO Enzim AKtiViteSi .............cco....... 30
4.2 1sil islem Sonrasinda EIma Suyunda Kalan POD Enzim AKLiVitesi ............cc.co....... 32
4.3 1sil islem ile Toplam Fenolik MaddeKi DeFiSim...........cccvvvevrrerrrvereeireseeeeeisseeens 34
4.4 1s1l islem ile Antioksidan AktivitedeKi DeFiSIM ..........ccoevvvrerieeirereeireeeeseeeeissenens 38
o e I | OF: 1T - - o SRS 41
4.6 HPLC CalISMAIAIT....cvieieiiieiiiee ettt 44
BOLUM V oottt ettt sttt 46
SONUGLAR ..ottt st s e et e e e be st et e seebe st et eseate st eneans 46
KAYNAKLAR ottt sttt ettt e sttt ene st e ene s 48
EILER ..ottt ettt b ettt et e b nen et e e erens 57
@)A1 €1 =103\ 1 15T 60

viii



CIZELGELER DiZziNi

Cizelge 2.1. Fenolik asitlerin siniflandirilmasl..........ccoccveveieee i 14
Cizelge 2.2. Flavonoidlerin siniflandiriimast ... 15
Cizelge 3.1. Gradient PrOgraml........ccooieerieiiereeeesieesee e sieesee et ee e sre e sreesreenee e 29
Cizelge 4.1. Isil islem siresince elde edilen ECso degerleri........cccooevviveiiveveiincnennnnn, 39
Cizelge 4.2. HPLC ile belirlenen fenolik bilesikler ve miktarlari ..............ccccoeoverennnn. 44



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3,
Sekil 4.4,
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

SEKILLER DiZziNi

2016-2017 yilinda elma Uretiminde 6nemli Ulkeler ..........ccccooovviiieiiiieiinene 3
2010 yihinda meyve suyuna islenen meyve miktar dagilimi (%) ........cc.ccevne. 4
FENOI NAIKASI.....coeiiiieiie s 13
Isil islem sonunda kalan PPO enzim aktiViteSi.........ccocevvereeiienieerieseeseenean 31
Isil islem sonunda kalan POD enzim aktiViteSi........cccccevvereiieeiveriesieseean 33
Toplam fenolik madde standart griSi .........ccoovvevrviiieieriereie e 35
Isil islem stresince toplam fenolik madde miktarindaki degisim .................. 36
Isil islem siiresince ECso degerindeki degiSim .......cccoooveveevieeieneenecee e 39
Elma suyu 6rneklerinin FTIR spektrumlar............cccocvevviiiieecesieceece e 42
Elma suyunun ayristiriimis FTIR spektrumlart ..., 43



SIMGE VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

dak Dakika

° Derece

g Gram

kg Kilogram

ml Mililitre

mg Miligram

ug Mikrogram

ul Mikrolitre

C Santigrat

rpm Dakika devir sayisl

nm Nanometre

Kisaltmalar Aciklama

DPPH 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

FC Folin-Ciocaltaeu

FTIR Fourier Donlstim Spektroskopisi
FW Taze AgQirhk

GAE Gallik Asit Esdegeri

HPLC Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi
MH Hafif Isi

PEF Vurgulu Elektrik Alan

POD Peroksidaz

PPO Polifenol Oksidaz

PLSR Kismi En Kigik Kareler Regresyonu
VCEAC C Vitamini Antioksidan Kapasite Esdegeri

Xi



BOLUM I

GIRIS

Meyvelerin ve sebzelerin islenmesinde gida kalitesinin saglanmasi igin enzimlerin
inaktive edilmesi oldukga 6nem tasimaktadir. Polifenol oksidaz (PPO) ve Peroksidaz
(POD) kaynakli enzimatik esmerlesmeye bagli olarak meydana gelen renk degisimleri,
meyve suyunda Kkaliteyi etkileyen o6nemli bir problem olarak goérilmektedir.
Gunumuzde meyve suyu uretiminde mikroorganizma ve enzimlerin inaktivasyonu igin
genellikle 1sil islem kullaniimaktadir. Ancak, 1sil islemler sirasinda segilen
parametrelere gore gidanin besinsel ve duyusal 6zellikleri olumsuz etkilenmektedir. Bu
nedenle 1sil islem ile enzim inaktivasyonu saglanirken meyve sularinda énemli bioaktif

bilesenlerden olan fenolik bilesiklerin degisiminin de belirlenmesi 6nemlidir.

Yapilan bu calismada tilkemizde meyve suyu sektoriinde en fazla Uretilen elma suyuna,
1sil islem uygulamasinin etkisi incelenmistir. Bu amagcla isil islem uygulamasinin meyve
sularinin  kalitesini olumsuz etkileyen PPO ve POD enzimleri (zerine etkisi
arastiritimistir. Bu calismada ilk defa Red Chief elma cesidine isil islemin etkisi
arastiritimistir. Bununla birlikte 1sil islem uygulamasinin fenolik bilesikler Uzerine etkisi
belirlenmistir. Bu amacla toplam fenolik madde miktari Folin-Ciocalteu yoéntemiyle
belirlenirken, antioksidan aktivite tayini DPPH yontemiyle tespit edilmistir. Ayrica
bireysel fenolik bilesiklerin isil islem ile degisimi yaygin kullanilan HPLC yontemiyle
ve FTIR spektroskopisiyle belirlenmistir.

Son yillarda FTIR spektroskopisi meyve veya meyve suyu gibi cesitli gidalarda farkh
kalite 6zelliklerini incelemek igin yaygin olarak kullaniimaktadir. FTIR spektroskopisi
fenolik bilesik gibi cesitli biyoaktif bilesenlerin belirlenmesinde hizli, ekonomik,
guvenilir ve kolay bir metot olarak énem kazanmaya baslamistir. Bu c¢alisma ile 1sil
islem uygulamasinin hem PPO ve POD gibi enzimatik esmerlesmeden sorumlu

enzimlere etkisi hem de fenolik bilesiklere etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.



BOLUM 11

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Elma

Elma, Rosaceae familyasindan olup Malus communis L. cinsindendir. Genel olarak,
elmalar %85 su, %11 karbonhidrat, %2 diyet lif, %0,6 yag, %0,5 organik asit ve %0,3
proteinden olusur. Malik asit en fazla bulunan asittir, ayrica fenolik asitler (kafeik ve
klorojenik gibi) ve vitaminler de mevcuttur (Van der Sluis, 2005).

Elma, lezzetli ve ekonomik olmasi, kolay bulunabilmesi ve saglik (zerine olumlu
etkileri bakimindan en cok tiiketilen gidalardan biridir. insan beslenmesinde
monosakkaritlerin, minerallerin, diyet lifinin, cesitli biyolojik aktif bilesiklerin, C
vitamini ve dogal antioksidan olarak bilinen fenolik bilesenlerin kaynagidir (Erdogan ve
Demirci, 2014).

Ulkemizde sikhkla tilketilen elmanin anavatani Orta Asya ve Kafkasya olarak
bilinmektedir. Tirklerin yasadiklari bdlgelere gére elma “Alma” veya “Almila” gibi
farkl isimlendirilse de zamanla Turklerin hepsi elmaya ‘alma’ demislerdir. Turkiyede
ekolojik sartlarin uygunlugu nedeniyle Kuzey Anadolu, Karadeniz kiyr bélgesi ile ic
Anadolu ve Dogu Anadolu bdlgeleri elmanin 6nemli yetistiricilik alanlarini
olusturmaktadir (Klcukkomdirler ve Karakus, 2009). Tirkiye’de toplam elma
uretiminin %20,4°0 Isparta’da gerceklestirilirken, Isparta’yr Karaman (%13,6) ve Nigde
(%12) illeri takip etmektedir (Anonim, 2018).

Diinyada toplam meyve uUretiminin yaklasik %12’sini olusturan elma, muzdan sonra
ikinci sirada yer alan énemli bir tirdir. Ayni zamanda diinyada ticareti en fazla yapilan
ve tiketici talebinin hizli degisim gosterdigi meyvelerdendir. 2017 yili verilerine goére

dunya elma Gretimi sekil 2.1.’de gosterilmektedir (Anonim, 2018).
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Sekil 2.1. 2016-2017 yilinda elma tretiminde 6nemli tlkeler (Anonim, 2018)

Turkiye, dinya elma Gretiminde 6nemli Glkelerden biri olup ilk bes llke arasinda yer
almaktadir (Anonim, 2018). Diinya’da elma cesitlerinin sayisi 6500’0 asmaktadir.
Ulkemizde ise bu sayl 460’1 bulmaktadir. Bunlar arasinda kalite ve verim yoniinden
ylksek ve ticari anlamda yetistiriciligi yapilanlarin sayisi ¢ok azdir (Yikar, 2003).

Elma kullanim alanina gore taze tiketimi iceren “sofralik” ve islenerek tlketiciye
sunulan “sanayi tipi” olmak Uzere iki genel baslik altinda toplanabilir. Sofralik elmalar
taze piyasada tuketilenler ve ihracat pazarlarina sevk edilenler olarak ayrilirken; sanayi
tipi elmalar meyve suyu, sarap, sirke, recel, marmelat, dondurulmus, kurutulmus vs.
seklinde siniflandirilabilmektedir (Bulantekin ve Kuscu, 2016).

Ulkemizde meyve suyu ve benzeri Uriinlere islenen baslica meyveler elma, seftali,
kayisi, visne ve portakaldir. Bunlar icerisinde meyve suyu Uretiminde hammadde
kaynagi olarak kullanilan elma, 6nemli Uretim payina sahiptir (Anonim, 2011).
Turkiye’de 2010 yilinda meyve suyuna islenen meyvelerin miktar dagilimi Sekil 2.2° de
gOsterilmektedir.
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Sekil 2.2. 2010 yilinda meyve suyuna islenen meyve miktar dagilimi (%) (Anonim,
2011)

Ulkemiz meyve suyu sanayisinde islenen meyvelerde en biyik payi yaklasik % 46 ile
elma almaktadir. ikinci sirada yer alan seftaliyi, son dénemde hizli bir artis gostererek
payini % 10’a ¢ikaran nar izlemektedir. Bunlarin ardindan ise sirasiyla visne, portakal

ve kayisi gelmektedir (Anonim, 2011).

Elmada bulunan A, C ve E vitaminleri disinda fitokimyasal grubu igerisinde yer alan
flavonoidler de antioksidan 6zellik tasimaktadir. Flavonoidler fenolik bilesikler olarak
bilinen ve diyette yaygin olarak bulunan polifenollerdir (Isiksolugu, 2001; Wardlaw vd.,
2004).

Elmada yer alan bu maddelere bagli olarak yapilan Epidemiyolojik calismalarda, elma
tiketimine baglh olarak astim, diyabet, kalp ve bazi kanser hastalik risklerinin azaldig
belirtilmistir (Boyer ve Liu, 2004). Yapilan bir arastirmada, glinde 110 g ve Uzerinde
elma yiyen erkeklerde, 18 g’ dan daha az elma yiyenlere gére kalp krizi riskinin % 49
oraninda azaldi§i goérilmustir (Hertog vd., 1993; Yinrog ve Foo, 2000). Zhao vd.
(2013) yaptiklari bir calismada giinde bir elma tiketiminin koroner arter hastaligi,



damar tikanikhidi gibi damar hastaliklarina bagli kan degerlerinde &nemli etkide
bulundugunu ortaya koymuslardir. Knekt vd., (2002) flavonoidlerin etkili antioksidan
olmasi ve bazi kronik hastaliklara karsi koruyabilmesinden, Finlandiya’da 10.000 Kisi
Uzerinde calisma yapmislar ve elma tiketimiyle Tip-2 diyabet hastaligi riskinin
azaldigini gozlemlemigslerdir. Bu durum elma kabugunda yiiksek miktarda bulunan
kuersetin alimi ile iliskili bulunmustur. Balasuriya ve Rupasinghe (2012) elma
kabuguyla yaptiklari arastirmada, kabukta bulunan polifenollerin hipertansiyona neden
olan enzimi inhibe ederek yiiksek tansiyonu onledigini ortaya koymuslardir. Gosse vd.
(2005) elmadaki prosiyanidinlerin kanser hicrelerine antagonistik etkide bulundugu ve
antitumar etki gosterdigini in vivo calismayla tespit etmislerdir.

2.2 Enzim

Enzimler bitkilerin metabolizmasi ve fizyolojisinde gerekli olan biyokatalizorlerdir.
Meyve ve sebzelerde, hasat sonrasi ¢cogu enzim aktif kalmaktadir. Her ne kadar bu
durum hasat sonrasi depolama sirasinda olgunlasmanin gerceklesmesi icin istenirse de,
renk, flavor, doku ve besin degeri gibi kalite 6zelliklerinde istenmeyen degisikliklere de

yol acabilmekte ve Uriint dezavantajli duruma getirmektedir.

Meyve ve sebzelerde kalitede renk degisimine katilan iki enzim meyveler icin ¢ok
6nemlidir. Bu enzimler PPO ve POD enzimleridir. Bu enzimler isleme sirasinda renk

degisimine neden olarak rdintin raf émrind kisaltmaktadir.

Meyve ve sebzelerde bulunan dogal enzimlerden isleme teknolojisi agisindan en
onemlisi kuskusuz PPO enzimidir. Dograma, parcalama, ezme gibi islemler veya baska
bir mekanik etki sonucu olusan zedelenme yerlerinde rengin hizla esmerlesip kararmasi
bu enzimlerin istenmeyen etkilerinin sonucudur. Meyve ve sebzelerin bazi Urinlere
islenmesinde sadece dogal enzimler rol oynamaz. Prosesin geregine gore bazen ticari

enzim preparatlari kullanilmaktadir (Terefe vd., 2014).



2.2.1 Polifenol oksidaz (PPO) enzimi

PPO, Uluslararasi Biyokimya Birliginin siniflandirilmasinda monofenol monooksijenez
(EC 1.14.18.1) ve katesol oksidaz (EC 1.10.3.1) olarak yer almistir. Monofenol
oksidaza tirosinaz, fenolaz, monofenol oksidaz ve kresolaz gibi geleneksel isimler
verilmistir. Katesol oksidaz ise difenol oksidaz, o-difenolaz, fenolaz, polifenoloksidaz
ve tirosinaz olarak adlandirilmistir. PPO’lar bakir iceren oksidoreduktazlardir.
Substratlari fenolik bilesiklerdir. Substratlarini oksijen esliginde esmer renkli bilesiklere
oksitlemektedirler. Bu olay gida teknolojisinde “enzimatik esmerlesme” olarak
bilinmektedir. Ozellikle bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan PPO’lar hayvansal
dokular ve kiif mantarlarinda da bulunmaktadirlar (Onez, 2006). PPO pek ¢ok reaksiyon
katalizleyebilir. Bir monofenol olan p-kresoll, difenol 4-metil katesole okside
ederlerken, bir o-difenol olan katesoll ise o-benzokinona parcalarlar. Bu olay gida
teknolojisinde enzimatik esmerlesme olarak da bilinmektedir.

Bakir iceren bir enzim olan PPO iki farkl reaksiyon katalizler:

1) monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu

i) o-difenollerin o-kinonlara dehidrojenasyonu

Bu aktivitelerden ilki monofenolaz (hidroksilaz veya kresolaz) ve ikincisi ise difenolaz
(katesolaz veya oksidaz) aktivitesi olarak adlandirilir. Her iki reaksiyonda da oksijen
yardimci substrat olarak kullanilir. Olusan o-kinonlar daha sonra enzimatik olmayan
reaksiyonlar sonucu kahverengi-siyah renkteki melanin pigmentlerine donusur. Bitki ve
funguslardan elde edilen PPO’lar hem monofenolleri (p-kresol, tirosin gibi) hem de
difenolleri (katesol ve o-dihidroksifenilalanin gibi) okside ederler. Ancak, bu etki
PPO’In elde edildigi kaynaga gore dediskenlik gosterir (Onez, 2006).

PPO, bitki ve hayvan dokularinda yaygin olarak gorulen bir enzimdir. Bitkilerde tim
kisimlarda bulunabilirken, gelismis hayvanlarda deri, sag, tly ve go0zlerde bulunur.
PPO enzimleri bitkisel dokularda oOncelikle latent (inaktif) formlar halinde
sentezlenmekte ve zamanla cesitli etkenlerle, drnegin dokuda dogal olarak bulunan
proteazlar veya etilen gibi birtakim solunum metabolitlerince aktif hale

getirilmektedirler (Cemeroglu vd., 2001).



Bitkilerdeki PPO dagilimi, birgok arastirici tarafindan incelenmis ve son yillarda farkl
kaynaklardan da izole edilmis ve Uzerinde calismalar yapilmistir. PPO aktivitesine
rastlanan gida Urdnleri: bugday unu, makarna, enginar, biber, trabzon hurmasi, baklagil,
kakao cekirdegi, soya, yabani piring, cilek, mantar, Kkaridesler, 1stakoz ve yenge¢
bunlardan bazilaridir. Bitkilerdeki PPO miktari cesit, kilturel islemler, olgunluk ve
yasa bagli olarak degismektedir. Yapilan calismalarda en yiksek enzimatik aktivite
Uzim kabuklarinda, bazi elma kiltirlerinde ve diger bazi meyvelerde gortlmustir
(Gokkaya, 2009).

Saglikli meyve ve sebze dokularinda, PPO enzimlerinin, substratlari olan fenolik
bilesiklerle temasi yok denecek kadar sinirhdir. Bunun baslica nedeni, enzim ve
substratlarinin bitkisel hiicrenin farkli kisimlarinda yer almalaridir. PPO enzimlerinin
bir kismi sitoplazmada serbest halde bulunurken, blyik bir kismi hicrenin tilakoid ve
kloroplast gibi unsurlarinda, membrana bagli olarak bulunmaktadir. Buna karsin,
fenolik bilesiklerin neredeyse tamami vakuollerde yogunlasmis halde bulunmaktadir.
Ornegin elmalarda bulunan fenolik bilesiklerin % 97’ sinin vakuollerdeki hiicre 6zsuyu
icerisinde bulundugu belirtilmektedir. Ancak doku olgunlasmasinin ileri asamalarinda
hlcredeki pektinazlarin faaliyetiyle, doku kontrolli ve sinirh bir sekilde dogal olarak
degisimlere ugrar. Ayrica, hasat, tasima ve isleme sirasindaki etkiler veya uygulanan
cesitli islemlerle hiicre ve buna bagh olarak doku butlinligli bozulmaktadir. Boylece
enzimler kendi subsratlari olan fenolik bilesiklerle ve havadaki oksijenle bir araya
gelerek birgok Uriinde istenmeyen esmerlesme reaksiyonlarina sebep olmaktadir. Bu
durum Grlndn islenmesi sirasinda énemlidir ve esmerlesme reaksiyonlarini dnlemek

icin gerekli bazi tedbirler alinmalidir (Cemeroglu vd., 2001).

Meyve ve sebzelerde (6zellikle meyve sularinda) PPO’lari inaktive etmek igin
kullanilan en yaygin yontem isil islem uygulamalaridir. Genel olarak, PPO’ in 70-90 °C
sicakliklara maruz kalmasi katalitik aktivitelerini yok eder, ancak inaktivasyon igin

gerekli olan zaman uriine baghdir (Christiane vd., 2008).

Diger dnlemlerden biri ise kesilmis meyve ve sebzelerde kahverengilesmeyi 6nlemek
icin askorbik asit, tiyol bilesikleri ve sulfitler gibi bazi bilesiklerin ilavesidir. Gidalarin

esmerlesmesi,  oksijenin  uzaklastirilmasi,  asitlendirme,  siklodekstrin  ve



polivinilpirolidon gibi kompleks olusturucu maddelerle fenollerin uzaklastiriimasi ile
onlenebilir (Onez, 2006).

Enzimatik esmerlesmeyi Onleyici olarak kullanilan en etkin kimyasal hi¢ kuskusuz
ulkemizde de yaygin olarak kullanilan SO2’dir. Ancak, 0Ozellikle son yillarda bu
kimyasalin bazi astimatik reaksiyonlara neden oldugunun belirlenmesiyle, kullanimina
FDA tarafindan onemli sinirlamalar getirilmistir. Bu nedenle, SO2’ye alternatif
kimyasallarin bulunmasi ¢alismalari blyik bir yogunluk kazanmistir. Halen SO, kadar
etkin bir kimyasal bulunamamis olsa da, Ozellikle askorbik asit ve turevlerinin 1si
uygulamasi ve birtakim baska kimyasallarla kombine edilerek SO>’ye alternatif olarak

kullaniimasi tizerinde durulmaktadir (Cemeroglu vd., 2001).

2.2.2 Peroksidaz (POD) enzimi

POD’lar (EC 1.11.1.7), peroksidaz enzimlerinin de dahil oldugu, buyuk bir enzim sinifi
olan oksidorediktazlar grubundan bir enzim toplulugudur. Yuksek yapili bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Ozellikle bitkiler &leminde ¢ok
yaygindir ve bitkilerin gelismesinde ¢cok 6nemli rollere sahiptirler. Meyve ve sebzelerin
islenmesinde 6nemle dikkate alinan enzimlerden birisidir. Sebzeler, meyvelere gore
daha fazla peroksidaz aktivitesine sahiptirler. Bitkisel dokularda kismen stoplazmada
¢oziinmis formda, kismen de hiicre duvarina bagl olarak ¢éziinmez formda bulunan bu
enzim peroksidasyon, hidroksilasyon veya oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyebilir
(Cemeroglu vd., 2001).

POD’larin optimum sicakliklari ve optimum pH dereceleri, basta kbkenine bagl olarak
cesitli faktorlere gore degismektedir. Ornegin optimum sicakligin patateslerde 55 °C,
karnabaharda 35-40 °C oldugu belirtilmektedir. Ayni sekilde optimum pH derecesinin

yesil fasulye kokenli olanlarda 5,0 muz kokenli olanlarda ise 5,0-6,0 arasinda degistigi

saptanmistir (Cemeroglu vd., 2001).

Peroksidazlar asagida verilen tipteki reaksiyonlari katalize ederler;

POD
ROOH + AH; —— H20 + ROH + A
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Bu peroksidatik reaksiyonda;
R: H*,CHs, CoHs
AH:: indirgenmis formda hidrojen donérii

A: Oksitlenmis formda hidrojen donérii

Bu aciklamaya gore; POD enzimleri bir hidrojen donéru esliginde, peroksitleri
parcalayan reaksiyonu katalize ederler. Su halde temel substrati peroksitlerdir ve
bunlarin basinda hidrojen peroksit gelir. Yukarida deginildigi gibi, metil veya etil
hidrojen peroksit gibi organik peroksitler de substrat olarak kullanilmaktadir. Diger
taraftan ¢ok sayida cesitli bilesikler hidrojen dondri olarak gorev alabilmektedir. Bunlar
arasinda askorbat, fenoller, aminler veya benzer organik bilesikler sayilabilir. Dondr
substratlar arasinda bulunan bazi maddeler bu enzim esliginde belirli amaclarla
kullanilabilmektedir. POD, hidrojen peroksit varhginda fenolik bilesiklerin
oksidasyonunu katalizleyerek kahverengi bozunma drtnlerinin olusumuna 6nciluk eder
(Cemeroglu vd., 2001).

POD enzimi yukarida belirtilen ve baslica aktivitesi olan “peroksisatif etki” yaninda
birtakim yan aktivitelere de sahiptir. Bunlardan en énemlisi hi¢ kuskusuz H>O> olmadan
da yiirilyebilen “oksidatif etki” dir. Ancak bu defa O, ve Mn*? veya fenol gibi birtakim
kofaktorlere ihtiya¢c vardir. POD enzimi, H dondri bulunmayan ortamlarda adeta
katalaz enzimi gibi davranarak hidrojen peroksitin su ve oksijene pargalanmasi
reaksiyonunu da katalize edebilmektedir. Bu etki sekli ise “katalitik etki” olarak
adlandirilmaktadir. Bu enzimin bir diger ve sonuncu aktivitesi ise “hidroksilatif  etki”
seklidir. Bu etki yoluyla; O> veya monofenolik bilesiklerden aynen polifenol oksidaz
enzimlerinin yaptigi gibi difenolik bilesikler olusturulmaktadir. Ancak farkli olarak
POD enzimi hidroksilasyon yetenegini gosterebilmek icin bir hidrojen donériine ihtiyac
duymaktadir (Cemeroglu vd., 2001).

POD istya en direncli enzim olmasi dolayisiyla, 1sil islem sonucunda eger inaktif olmus
ise diger enzimlerin hepsinin inaktif oldugu disunilmektedir. Bundan dolayi sebzelerin
haslanma yeterliliginde POD enziminin inaktivasyonu bir kriterdir (Cemeroglu vd.,
2001). Isiya en direcli enzim olmasinin yaninda enzimin kokenine, bulundugu meyve ve

sebzeye gore direnci degisiklik gosterebilir. Ornegin, patates POD’ 1 95 °C’ de 10



dakikada tamamen inaktif oldugu halde, lahana kdékenli olanlar 120 °C’ de 10 dakika
sonunda baslangi¢ aktivitesinin %0,3” Gnu koruyabilmektedir (Bahgeci, 2003).

2.3 Isil islem Uygulamalarinin Elma Suyunda PPO ve POD Enzimlerine Etkisi

Meyve suyu Uretiminde uygulanan islemler sirasinda enzimatik esmerlesmeye bagli
olarak meydana gelen renk degisimleri, meyve suyunda kaliteyi etkileyen 6nemli bir
problem olarak gorulmektedir. Gidalarda renk kalitesini etkileyen en 6nemli enzim PPO
ve POD enzimleridir. Molekdler oksijen ve PPO varhiginda, dogal fenolik bilesikler
okside olmakta ve daha sonra bu bilesikler enzimatik olmayan polimerizasyon ile
kahverengi pigmentlere donlismektedir. Enzimatik esmerlesme, elma, kayisi, seftali,
armut, muz, Gzlm, patates, kivircik salata ve mantarda belirgin sekilde gorilmektedir
(Cemeroglu vd., 2001).

Gidalarda kalite kayiplarina neden olan enzimleri inaktif hale getirmek icin cesitli
yontemler uygulanmaktadir. Isil islemler enzim inaktivasyonunda gida endustrisinde en
yaygin kullanilan yontemlerdir (Adams, 1991). Literattrde 1sil islem uygulamasi ile
elma PPO ve POD inakitvasyonu uzerine calismalar bulunmaktadir. Dogal enzimler,
farkl termal kararliliklara sahip izoenzimlerden olusabilmektedir. Bu nedenle farkli
meyvelerde veya ayni meyvenin farkli cesitlerinde inaktivasyon sireleri ve sicakliklari

farklilik gostermektedir (Yemenicioglu vd., 1997).

Yemenicioglu vd. (1997), 6 farkh elma cesidinden (Golden Delicious, Starking
Delicious, Granny Smith, Gloster, Starcrimson ve Amasya) elde edilen PPO’In isil
paremetlerini belirlemek icin ¢ farkh sicakhk (68, 73, 78 °C) kullanmislardir. 78 °C’
de Amasya elmasi PPO’ 1 1slya en direngsiz enzim olup, Starking Delicious ¢esidi PPO’
I 1stya Karsi en direngli enzim olarak bulunmustur. Isil inaktivasyon kinetigi birinci
dereceden bulunmustur. Hiz sabitleri 78 °C’ de 15,99-28,27 x 107?/dak, aktivasyon
enerjisi 54,7-77,2 kcal/mol, z degeri 7,1-10,0 °C arasinda degismektedir. ElImadan elde
edilen PPO’ In diger meyvelerden elde edilene gore 1siya karsi daha direngli oldugu
bildirilmistir.

Krapfenbauer vd. (2006), sekiz farkli elma cesidinden dretilen elma sularina (Florina,

Gala, Golden Delicious, Idared, Jonagold, Pilot, Pinova ve Topaz) yuksek sicaklikta
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(60-90 °C) ve kisa sureli (20-100 s) (HTST) 1sil islem uygulamislardir. Isitma
kosullarinin elma sularinda enzimatik esmerlesme ve serum ayrilmasi (zerindeki
etkisini belirlemek icin, PPO ve pektinesteraz aktivitesi analiz edilmistir. Bu sonuclara
gore 60 °C’ de, PPO aktivitesinde dnemli bir azalma olmamistir. Ancak 20, 50 ve 100 s
Isitma suresinden sonra 70 °C’ de enzim aktivitesinde dnemli bir azalma oldugu
belirlenirken, 1sitma suresi arasinda bir fark gozlenmemistir. PPO enzimi 80 °C’ de
tamamen inaktive olurken, pektinesteraz enziminin aktivitesinin yariya distugu ve 90
°C’ de bile tamamen inaktivasyon saglanamadigi belirlenmistir. Ayrica en yiiksek PPO

aktivitesi Idared ve Florina cinsi elmalardan tretilen meyve suyunda bulunmustur.

3 farkli elma cesidinde (Red Fuji, Granny Smith ve Golden Delicious) PPO enziminin
membrana bagl formunun isil stabilitesinin belirlendigi bir calismada, Granny Smith
PPO enzimi 25-45 °C sicaklik araliginda Ug¢ cesit arasinda en fazla isiya dayanikli enzim
iken, Red Fuji PPO enziminin 65 °C’ de en ¢ok stabil kalan enzim oldugu belirlenmistir
(Liu vd., 2017).

Yi vd. (2017), yuksek basincli islem (HPP; 600 MPa, 3 dak) ile isil islemin (85 °C, 5
dk) meyve suyu kalitesine (renk, sekerler, asitler ve enzimler) etkilerini incelemislerdir.
Bu calisma icin kullanilan elma cesileri; Pink Lady, Granny Smith ve Jonagold olarak
secilmistir. HPP ile dogal elma suyu renginin 1sil isleme kiyasla daha iyi bir sekilde
kaldigr belirlenmistir. Seker ve organik asitler, HPP ve 1sil islemden sonra oldukca
stabil kalmistir. Ug elma cesidi arasinda Pink Lady en yilksek seker/asit oranini
gosterirken Granny Smith en dlsiik seker/asit oranini gostermistir. Bununla birlikte,
PPO ve POD enzimi isil islem ile tamamen inaktif hale getirilirken, PPO ve POD

basinca dayanikli bulunmus ve HPP’den sonra kalan aktivite (>% 50) tespit edilmistir.

Niu vd. (2010), yaptiklari bir calismada hafif 1s1 (MH) ile islem gormis elma
dilimlerinden elde edilen bulanik elma sularinin kalitesi degerlendirilmistir. MH islemi
ise sirastyla 25, 35, 45, 55 ve 65 °C’ de 20 dakikada su banyosunda gerceklestirilmistir.
Bulanik elma suyunda 55 °C’ de hafif i1s1 uygulamasi ile PPO enziminin minimum
kalinti aktivitesi % 66,4 iken, 65 °C ise % 38,6 bulunmustur.

Yapilan baska bir calismada, Royal Gala cinsi elmadan elde edilen meyve suyuna
termosonikasyon (TS: 1,3 W / mL, 58 °C, 10 dakika), darbeli elektrik alan (PEF: 24,8
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kV/cm, 60 darbe, 169 ps islem siresi, 53.8 °C) ve isil islem (75 °C, 20 dakika)
uygulanmis ve islem gormis meyve sulart 30 giin boyunca 3 °C ve 20 °C’de
depolanmistir. Royal Gala elma suyu TS ve PEF islemlerinden sonra sirasiyla kalan
PPO aktivitesi %14,9 ile %17,7 oraninda belirlenmistir. Ancak 1sil islemden sonra
kalan PPO aktivitesi %3,2 oraninda bulunmustur. TS ve 1sil islem gormus numuneler
icin depolama sirasinda PPO aktivitesinde 06nemli bir degisiklik (p <0,05)
kaydedilmemistir. PEF ile muamele edilmis meyve suyu icgin, PPO aktivitesi 3°C ve 20
°C’ de depolama sirasinda kademeli olarak % 17,7’ den 11,5-13,5° e dismustir
(Sulaiman vd., 2016).

Dubey vd. (2006), yaptiklari bir calismada hint elmasi cesitleri olan Golden delicious
(HP), Golden delicious (JK), Red delicious ve Royal delicious kullanmistir. Pulp
haline getirilen elmalar tulbentle stiztltp 15 dk sanrifiij edilmistir. Uygulanan isil islem
parametreleri 40, 50, 60 ve 70 °C’de 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakikadir. 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. Royal
cinsinde 50 °C’ 10 ve 25 dk isil islem sonrasinda enzim aktivasyonunda belli oranda
artis gorulmustir. Ayni sekilde Red delicious cinsinde 50 °C’ de 25 dakikada enzim

aktivasyonunda artis belirlenmistir.

Riener vd. (2007), elma suyuna geleneksel pastérizasyon (72°C, 26 sn) uygulayarak
POD ve PPO inaktivasyonu uzerindeki etkilerini arastirmislardir. Calismada Jonagold
Red cinsi elmalar kullaniimistir. Pastorizasyon sonunda POD’ in kalinti aktivitesi % 52

ve PPO’ In ise % 54 olarak belirlenmistir.

2.4 Fenolik Maddeler

Fenolik bilesikler bitkiler tarafindan sentezlenen ikincil metobolitlerdir (Karadeniz ve
Eksi, 2001). Bu bilesikler genellikle bitkilerin yaprak, cicek, meyve gibi dokularinda
glikozitler seklinde, odunsu dokularinda aglikonlar seklinde, ¢ekirdeklerinde ise her iki
formda bulunabilmektedir (Shahidi ve Naczk, 1995). Fenolik bilesikler yapilarinda bir
veya birden fazla hidroksil grubu iceren bir aromatik halkaya sahip olmakta ve bitkiler
aleminde en yaygin bulunan maddeler grubunu olusturmaktadir. Dogal kaynaklardan,
8000’den fazla fenolik bilesik izole edilmistir (Luthria, 2008). Fenolik bilesikler daha
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yaygin ismiyle polifenoller, benzen halkasi igeren maddelerdir. Bilindigi gibi hidroksi
benzen c¢ogunlukla “fenol” adi ile anilmaktadir. Buna gore en basit fenolik bilesik, bir
tane hidroksil grubu iceren benzendir ve fenol olarak isimlendirilmektedir. Diger tim
fenolik maddeler bunlardan tiremislerdir (Cemeroglu vd., 2001). Sekil 2.3” de fenol

halkasi gosterilmistir.

OH

Sekil 2.3. Fenol halkasi

Fenolik bilesikler bitkiler aleminde c¢ok yaygindir, bircok meyve ve sebzede
bulunmaktadir. Meyveler, sebzelere oranla daha yiiksek fenolik bilesik icermektedir.
Ayrica fenolik bilesikler; insan sagligi acisindan olumlu etkileri, meyve sebzelerin
kendine 6zgu renklerinin ve lezzetinin olusmasinda katkida bulunmalari, gibi birgok
acidan 6nem tasimaktadir (Cemeroglu vd., 2001). Fenolik bilesikler fenolik asitler ve

flavonoidler olarak iki gruba ayrilmaktadirlar (Karadeniz ve Eksi, 2001).

2.4.1 Fenolik Asitler

Fenolik asitler, genel olarak serbest halde bulunmamaktadir. Fenolik asitlerin, fenolik
hidroksil gruplari da ¢ok aktif olup, sekerlerle bileserek glikozitleri olusturmaktadirlar
(Cemeroglu vd., 2001). Fenolik asitlerin meyvelerdeki miktarlari olgunluk durumuna ve
depolama siiresine gore degismektedir. Fenolik asitlerin siniflandiriimasi Cizelge 2.1’

de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1. Fenolik asitlerin siniflandiriimasi (Karadeniz ve Eksi, 2001)

A. Fenolik Asitler

Grup adi

Baslicalar

A.1. Hidroksisinamik asitler

o-Kumarik asit

p-Kumarik asit

Kafeik asit

Ferulik asit

izoferulik asit

Sinapik asit

A.2. Hidroksibenzoik asitler

m-hidroksibenzoik asit

p-hidroksibenzoik asit

o- hidrobenzoik asit

B-Rezorsilik asit

Sirinjik asit

Gentisik asit

Vanillik asit

Izovanilikasit

A.3. Hidrosisinnamik asit

Klorojenik asit

Neoklorojenik asit

Kutarik asit

Kriptoklorojenik asit

izoklorojenik asit

p- Kumaroilquinik asit

Kaftarik asit

Hidroksisinamik asitler ise C6-C3 fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina
baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkh oOzellik gosterirler (Bravo,
1998). Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisina sahipirler. Bitkisel gidalarin
yapisinda genellikle iz miktarlarda (10 ppm kadar) bulunur veya hi¢ bulunmayabilirler
(Cemeroglu vd., 2001).

2.4.2 Flavonoidler

Bikilerden elde edilen ve genellikle sari renkli olmalari nedeniyle latince “sari” anlamina
gelen ‘flavus’ sozcuginden taretilerek “flavonoid” adini almislardir (Kahraman vd.,
2002). Flavonoidler, 15 karbon atomu iceren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadir.
Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari, reaktif 0Ozelliklerinden dolayr kolaylikla
glikozitlenir (Nizamlioglu ve Nas 2010). Cizelge 2.2’de flavonoidlerin siniflandiriimasi

gosterilmisir.
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Cizelge 1.2. Flavonoidlerin siniflandiriimasi (Karadeniz ve Eksi, 2001)

B. Flavonoidler

Grup adi Baslicalari
Pelergoidin Siyenidin
B.1. Antosiyanidinler Petunidin Delfinidin
Malvidin Peonidin
(+)-Katesin (-)-Epikatesin
B.2. Katesinler i i :
(+)-Gellokatesin (-)-Epigallokatesin
B.3. Lokoantosiyanidinler Lokoantosiyanidin Lokoantodelfrinidin
Kamferol Kuersetin
B.4. Flavonoller _ i i
Mirisetin Izoramnetin
B.5. Flavonlar Apigenin Luteolin
Narincenin Hesperitin
B.6. Flavononlar __Ji : i
Eriyodiktol Izosekuranetin
L Prosiyanidin dimer P. Oligomer
B.7.Prosiyanidinler :
P.polimer
B.8. Dihidrokalkonlar Floridzin Floretin

Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Bugiine kadar en az 5000
tane fenolik madde tanimlanmis olup bunlarin 2000 den fazlasi dogal flavonoidlerdir.
(Shahidi ve Naczk, 1995). Flavonoidlerin serbest radikalleri yakalama, demir ve bakir
gibi minerallerle selat yapma, damar sertligini dnleme gibi antioksidan 6zellikleri vardir
(Okgu ve Keles 2009).

2.5 Fourier Donusim Kizil Otesi (FTIR) Spektroskopisi

Son yillarda ¢ok popller hale gelen tekniklerden biri de FTIR spektroskopisidir. FTIR
spektroskopisi fenolik bilesikler gibi cesitli biyoaktif bilesenlerin belirlenmesinde hizli,
ekonomik, glvenilir ve kolay bir metot olarak yaygin bir sekilde kullanilmaya
baslanmistir. FTIR spektroskopisi bir titresim spektroskopisi teknigidir ve molekdllerin
dondikleri ve titrestikleri frekanslara bagl olarak 6zel ayrik enerji seviyelerine sahip

olmalari prensibine dayanmaktadir. Bu yontem nispeten distk maliyeti ile kisa 6lgim
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stiresine sahiptir. FTIR spektroskopisinin fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanimi
uzerine ¢alismalarda artis gozlenmektedir (Ricci vd., 2015).

FTIR spektroskopisi, hizli ve hassas sonuc¢ vermesi, kullanim kolayligi, tecriibeye
ihtiyac duymamasi, ornege zarar vermemesi, kiclk miktar ornek ile bile sonug
verebilmesi, boyama-isaretleme gibi ek madde veya kimyasal kullanimina gerek
duymamasi, maliyet ve zaman tasarrufu acisindan diger yontemlere gore buyuk
ustinlik saglamasi gibi avantajlari nedeniyle tercih edilmektedir (Ertugay ve Baslar,
2011).

FTIR spektroskopisi karbonhidratlar, proteinler, yagd asitleri, nlkleik asitler ve
polisakkaritler gibi bircok kimyasal bilesiklerin belirlenmesi ve yapilarinin

aydinlatiimasi igin kullanilan yontemlerden biridir (Cirak, 2017).

FTIR spektroskopisi, matematiksel Fourier dontsumi ile 1sigin kizilétesi yogunluguna
karsi dalga sayisinin ol¢ciimini esas alan analitik bir metottur. Kizilotesi bolge yakin,
orta ve uzak olmak Uzere 3’e ayrilmaktadir. Yakin dalga boylu kizilotesi (NIR);
14.000 cm™ ile 4.000 cm™, orta dalga boylu kizilotesi (MIR); 400 cm™ ile 4.000 cm™ ve
uzak dalga boylu kizilotesi (FIR); 40 cm™ ile 400 cm™ arasindadir (Stuart, 2004).

Gidalarda bulunan kimyasal baglarin gerilme, buzilme ve bikilme gibi titresimsel
hareketleri sayesinde kizilotesi 1sin absorbe edilmektedir. Bu titresimsel hareketler ve
absorbsiyon sebebi ile spektral pikler meydana gelmektedir (Cirak, 2017). Kimyasal
analizler genelde MIR da yapilir (Stuart 1997).

Bueneo vd. (2017), sarabin fenolik iceriginin, esas olarak Gziimde bulunan fenolik
bilesiklerin miktarina bagh oldugunu ve Uzim kabugundaki fenoliklerin ekstrakte

edilebilirligini belirlemede FTIR spektroskopisiden yararlandiklarini séylemislerdir.

Ragupathi vd. (2011), yaptiklari bir calismada Hindistan’in Mannar Korfezi altindaki
deniz yosunlarinin polifenol icerigini 6lgmek icin FTIR spektroskopisi teknigini
kullanip fenolik bilesikler hakkinda temel bilgileri ortaya koymustur. Fenolik bilesik
standartlarina karsilik gelen FTIR spektrumlari dalga boyu gallik asit icin 669, 763,
1025, 1100 ve 1627 cm, vanilin icin 668, 1498, 1534, 1617, 1654 ve 3392 cm™, tannik
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asit icin 669, 860, 1172, 1511 ve 1627 cm™ ve p-kumarik asit igin 669, 1124, 1171 cm™*
olarak belirlenmistir. Buna gore deniz yosunlari ekstraktlari igin belirlenen bantlarin p-

kumarik asit bantlari ile uyumlu bulundugu belirlenmistir.

Lu vd. (2011), dort sogan cesidinin (kirmizi, beyaz, sari ve tath) ve arpacik soganinin
toplam fenolik icerigi (TPC) ve toplam antioksidan kapasitesini (TAC), FTIR
spektroskopisi (4000-400 cm™) kullanarak belirlemislerdir. Ayni zamanda TPC’yi
6lcmek icin Folin Ciocalteu (FC) deneyi, antioksidan aktivite ise; (DPPH) metodu,
Trolox esdeger antioksidan kapasitesi (TEAC) deneyi ve ferrik indirgeyici antioksidan
gic (FRAP) gibi geleneksel yontemleri kullanmislardir. Orneklerin TPC ve TAC
tahmin etmek icin en kiigiik kismi kareler (PLS) yontemi uygulanmustir. 1800-750 cm™
dalga sayilari arasindaki bantlar (parmak izi bdlgeleri) biyokimyasal bilesimleri,
Ozellikle karbonhidrat, lipit, protein sekonder yapilarini ve bitkilerin polifenol
kisimlarini yansittigini ifade etmislerdir. 1618 cm™ dalga sayisindaki belirgin tepe, C-C
uzamasi polifenolik bilesenlerde yiksek seviyelerde bulunan fenil halkasini ifade eder.
FTIR spektroskopisi ile TAC ve TPC’nin tahmini degerleri, TEAC, FRAP, DPPH ve
FC analizleriyle oOlcilen referans degerleri ile iyi korelasyon katsayilari (r > 0.95)
vermistir. Genel olarak, FTIR spektroskopisinin cesitli soganlarin ve arpacik soganinin
antioksidan kapasitesini, geleneksel kimyasal analizlerde elde edilene benzer bir

hassasiyetle tanmin etmek icin kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Tahir vd. (2017), yaptiklar bir ¢alismada baldaki fenolik bilesiklerin ve antioksidan
aktivitenin belirlenmesi icin, FTIR-ATR ve Raman spektroskopisi kismi en kiguk
kareler regresyonu (PLSR) ile kombine olarak incelenmistir. FTIR sonucuna gére 1700-
1600 cm™ arasinda yer alan bantlar, karbonil gruplarinin C-O ve C-C germe hareketine
baglanmis ve bu bdlge fenolik molekdllerle iliskilendirilmistir. FTIR-ATR ve Raman
spektroskopisinin, baldaki fenolik bilesikleri ve antioksidan etkinlikleri 6lgmek icin

basit, hizli ve tahribatsiz yontemler oldugunu gostermistir.

Okur vd.  (2019), vyaptiklari calismada visne posasindan fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu igin mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) (30, 60 ve 90 sn icin 900
W), yiiksek hidrostatik basing (HHP) (20 °C’de 1, 5 ve 10 dakika i¢in 400 ve 500 MPa)
ve ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) (% 100 gug, 5, 10 ve 15 dakika i¢in) gibi yeni
yontemler uygulamislardir.  Ekstraklarin ~ fenolik icerigini belirlemede FTIR
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spektrometresi kullanmiglardir. FTIR sonuglarina gore, farklh ekstraksiyon teknikleri
uygulandiginda fenolik bilesiklerin kimyasal yapilarinda 6nemli bir yapisal degisiklikler
gorilmemistir. 1800 - 750 cm™ (parmak izi bolgeleri) dalga sayilari arasinda pozitif
olarak bulunan bantlar, bitkilerde bulunan polifenollerle ilgilidir. Aromatik halkanin C-
H germe titresimleri sonucu bant 3000-3300 cm™ den 2800 cm™ *e kadar uzayabildigi
belirlenmistir. 1730 cm™ civarinda bir bant, karbonil grubunun germe titresimine
baglanmis ve sadece hidrolize edilebilir tanenler icin mevcut denilmisir. 1500-1150

cm?

arahgi CH (fenoller) ve OH deformasyon titresimlerinden kaynaklanan
absorpsiyonlari icerir. 1014 cm™ de bulunan bant ise, piran halkasinin OH ikame edicisi

icin uzanan C = O esnemesini ifade eder ve epikatesin ile iliskilendirilmistir.

2.6 YUksek Performansli Sivi Kromatografisi

Fenolik maddeleri belirlemek igin birgok farkli yontem gelistirilmistir. EIma ve elma
sularinda toplam fenolik icerigi genis bir aralikta degiskenlik gosterir. EIma ve elma
sularinda fenolik bilesiklerin belirlenmesinde genellikle HPLC (high performance liquid
chromatography, yiksek performansli sivi kromatografisi) kullanilmaktadir (Biedrzycka
ve Amarowicz 2008). Polifenolik bilesiklerin tanimlanma islemi, kolonda alikonulma

stirelerine gore gerceklesmektedir (Goksen, 2012).

Genel olarak kromatografi biri sabit digeri hareketli faz olmak Uzere birbiriyle
karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastiriimasidir. Cesitli maddelerin
hareketli faz yardimiyla, sabit faz Uzerinde, farkli hizlarla hareket etmeleri prensibine
dayanmaktadir. Hareketli faz, sabit faz Uzerinde suruklenerek 6rnek bilesenlerinin
ayrilmasini saglar. HPLC birimleri; hareketli (tasirici) faz, pompa, enjektor, kolon,
dedektor ve verileri kaydeden bilgisayardan olusmaktadir. HPLC pompasi, sistemde
mobil fazin enjektor, kolon ve dedektdér boyunca surekli sabit akisini saglayan sivi
kromatografinin 6nemli kisimlarindan biridir. Kromatografik siire¢, numunenin kolona
enjeksiyon edilmesiyle baslar. Numune bilesenlerinin ayrilmasi kolon kisminda
gerceklesmektedir. Dedektor, cihazdan gegen bir maddenin varligini tespit ederek
bilgisayar ekranina bununla ilgili sinyal gonderen bélumdir. HPLC’ de kullanilan
dedektor tiplerinden bazilari UV (ultraviyole), RI (refraktif indeks), FD (flioresan
detektor), MS (mass spektrofotometri)” dir (Akkaya, 2016).
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Kalinowska vd. (2014), yaptiklari bir ¢alismada, elmada bulunan fenolik bilesiklerle
ilgili bilgileri derleme olarak Ozetlemislerdir. Literatirde daha ¢ok elmalarin kabuk
kisimlariyla ilgili calismalar oldugunu ifade etmislerdir. Genel olarak, elma kabugu ete
gore toplam fenolik bilesikler acisindan daha zengindir ancak bazi bireysel fenolik
bilesiklerin elma cesidine bagh olarak ette kabuktan daha fazla bulundugu ifade
edilmistir. Bu ¢alismalardan bazilarinda elmada bulunan fenoliklerden klorojenik asit
Idared cinsinde kabuk kisminda 7,15 mg/100 g YA bulunurken, meyve eti kisminda
11,69 mg/100 g YA, Golden Delicious kabuk kisminda 17-37g mg/kg YA, meyve
etinde 29-57 mg/kg YA, Granny Smith kabukta 6-60g mg/kg YA, etinde 28-71 mg/kg
YA olarak belirlenmistir. Katesin igin Golden Delicious cinsinde kabuk kisminda 66-
164 mg/kg YA, 28-49 mg/kg YA, Granny Smith kabuk kisminda 374-486 mg/kg YA,
meyve etinde 136-182 mg/kg olarak belirlenmistir. Epikatesin icin Fuji cinsinin kabuk
kisminda 2,5 £ 0,14 mg/100g YA, meyve etinde 0,37 + 0,015 mg/100g YA, Elstar
cinsinde kabukta 4,2 + 0,07 mg/100g YA, meyve etinde 0,7 £ 0,04 mg/100g YA olarak

belirlendigi sdylenmistir.

McGhie vd. (2005), yaptiklari calismada farkli cografi bdlgeden tedarik edilen Yeni
Zelanda’da ticari olarak yetistirilen 10 farkh elma cesidinde polifenol konsantrasyonunu
HPLC kullanarak olgmastur. Tespit edilen flavonoller (kuersetin turevleri), sinamik
asitler (klorojenik asit), dihidrokolik (floridzin); flavanoller (katesin ve epikatesin),
antosiyaninler (siyanidin 3-galaktosit) ve prosiyanidinlerdir. Elma etinde bulunan
toplam fenolikler 1089- 337 pg/g YA araligindadir. Bitiin elmadaki toplam fenolik ise
263,1- 97,7 mg/elma olarak hesaplanmistir.

Turkiye’de yetistirilen bazi elma cesitlerinin baslica fenolik bilesikler HPLC ile
incelenmistir. EIma tiirlerindeki meyve eti ve kabuk kisimlari homojen sekilde ayriimis,
%70 metanolle ekstrakte edilmis ve elde edilen elma sulari seyreltilerek kullaniimistir.
HPLC analizleri sonucuna gore elma sularinda katesin (9,09-115,30 mg/l), klorojenik
asit (41,10-276,3 mgl/l), epikatesin (3,38-6,76 mg/l), kafeik asit (3,04-79,09 mg/l) ve
floridzin (0,52-20,13 mg/l) tespit edilmistir (Karaman, 2008).

Pearson vd. (1999), yaptiklari bir calismada 6 farkl ticari elma suyunun ve Red
Delisious cinsi elmanin toplam fenolik madde miktarini ve fenolik bilesimini HPLC ile

incelemislerdir. Toplam fenolik madde miktari meyve suyunda 181,7- 48,4 mg/l olarak
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belirlenmistir. Butun bir elmada 482,4 mg/l iken, kabuk kisminda 2075,6 mg/l
bulunmustur. Ticari elma suyundaki fenolik bilesenlerden katesin (33,8-7,6 mg/l),
klorojenik asit (58,3-17,0 mg/l) ve rutin (7,8-1,1 mg/l) araliginda belirlenmistir. Red
Delisious cinsi elmadaki katesin miktar1 (228,2 mg/l), klorojenik asit miktar1 (66,6
mg/l) ve rutin miktari (20,7 mg/l) olarak belirlenirken, kabuk kismindaki miktarlar
sirastyla (654,3-74,3- 222,4 mg/l ) olarak belirlenmistir.

Karadeniz vd. (2001), 3 farkli ¢esitten ve (Amasya, Golden, Starking) 5 farkli yoreden
ardarda 3 yilda temin edilen elmalardan hazirlanan 45 elma suyu 6rneginde fenolik
madde kompozisyonunu arastirmislardir. Elmalar yikama, ayiklama, presleme ve
filtrasyon gibi islemlerden sonra siselenip 97 °C sicaklikta 20 dakika pastorize edilmis
ve hemen 20 °C’ye sogutulmustur. Fenolik bilesiklerin kantitatif analizi icin ylksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullaniimistir. Bulgulara gore elma suyunda
konsantrasyonu en yuksek fenolik bilesik klorojenik asittir (62,3-342,6 mg/l). Bunu
epikatesin (5,3- 240,1 mg/l), floretinglikozit (5,5-60,0 mg/l), floridzin (6,9-29,7 mg/l)
ve p-kumarik asit (1,1-16,0 mg/l) izlemektedir. ElIma suyunda fenolik madde miktari
oncelikle meyve cesidine bagli olarak degismektedir. Fenolik madde miktari en ¢ok
Amasya cesidinde olup, bunu Starking izlemektedir. Golden ise, floretin glikozit harig
fenolik bilesik miktari en disuk elma c¢esididir. Yetisme yilina gore de elma suyundaki
fenolik madde miktar1 degismektedir. Fenoliklerden Kklorojenik asit 1991 il
orneklerinde daha yuksektir (197,7 mg/l). Bunu 180,7 mg/l ile 1992 ve 164,3 mg/l ile
1990 yihi drnekleri izlemektedir. ElIma suyundaki fenolik madde kompozisyonu ¢esit ve

yildan 6nemli duizeyde etkilenmekteyken, yoreden etkilenmemektedir.

Markowski ve Ptocharski (2005), elmalardaki fenolik bilesiklerin icerigini belirlemek
ve islenmis Urunlerini de@erlendirmek amaciyla Jonagold, Sampion, Idared ve Topaz
cinsi elmalari kullanmiglardir. EImalarin fenolik bilesik icerigi, HPLC ile belirlenmistir.
Berrak elma sulari dretimi, 50 °C” de Panzym MK ile veya 20 °C’ de Rohapect MA
Plus ile enzimatik olarak gerceklesmistir. Meyveler de en yiiksek fenolik asit icerigi
Idared (346 mg/kg) cinsinde bulunmustur. En yiiksek miktarda kuersetin glikozit igerigi
Jonagold (87 mg/kg ) ve Topaz (83 mg/kg) cinslerindedir. Berrak meyve sulari tretimi
sirasinda fenolik kayiplarinin ¢cok yiksek oldugu bulunmustur. Panzym MK ile Uretilen
berrak meyve sularinin, toplam fenolik icerigi baslangica gore % 40 oraninda

bulunurken, Rohapect MA Plus ile Gretilen berrak meyve sularinin, toplam fenolik
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icerigi baslangica gore % 20 oraninda bulunmustur. Berrak sularin dretimi sirasinda

sicakhgin fenolik igerik tzerinde gucli bir etkisi oldugu ifade edilmistir.

Lee vd. (2003), yaptiklari bir calismada alti elma cesidinin ana fenolik fitokimyasallar
tanimlanmis ve bunlarin toplam antioksidan aktivitesine katkilari belirlenmistir.
Antioksidan aktivite 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit) radikal
stpdricu kullanilarak belirlenmis ve C vitamini antioksidan kapasite esdegeri (VCEAC)
olarak ifade edilmistir. Alti elmadaki major fenolik ve C vitamini konsantrasyonlari
asagidaki gibidir (mg/100g taze elma agirhgi): kuersetin glikozitler, 13.20; prosiyanidin
B2, 9,35; klorojenik asit, 9,02; epikatesin, 8,65; floretin glikozitler, 5,59; C vitamini,
12,80. Bu bilesiklerin nispi VCEAC degerleri, kuersetin (3,06)> epikatesin (2,67)>
prosiyanidin B2 (2,36)> floretin (1,63)> C vitamini (1,00)> klorojenik asit (0,97) olarak
belirlenmistir. Bu nedenle, ana fenoliklerin ve C vitamininin 100 g taze elmanin toplam
antioksidan kapasitesine tahmini katkisi: kuersetin (40,39 VCEAC)> epikatesin
(23,10)> prosiyanidin B2 (22,07)> C vitamini (12,80)> floretin (9,11)> klorojenik asit
(8,75) olarak siralanmistir. Sonuca gore kuersetin, epikatesin ve prosiyanidin B2 gibi
flavonoidlerin, elmalarin toplam antioksidan aktivitesine C vitamininden daha fazla

katkida bulundugu belirlenmistir.

Erzincan yerli elmasi olan Ak Saki ve Kara Saki elma cesitlerinin meyvelerinin
kimyasal bilesimi belirlenmistir. Bu elmalar liyofilizatorde -50°C’ de 24-36 saat slireyle
dondurularak kurutulmustur. Kurutulan elmalarda (tim meyve, meyve eti ve kabuk)
fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesinde HPLC kullaniimistir.
Elmalarin toplam fenolik madde miktarini belirlemede Folin-Ciocalteu yontemi
kullanilmis, degerler 25,00-11,63 mg GAE/g kuru madde araliginda bulunmustur. En
yuksek toplam fenolik madde miktari, Kara Saki elmasinin kabugunda, en disik toplam
fenolik madde miktari Ak Saki elmasinin meyve etinde tespit edilmistir. EIma cesitleri,
ferulik asit ve hidroksisinnamik asit bakimindan anlamh farklilik gdstermistir
(p<0,001). Epikatesin en fazla Kara Saki elmasinin kabugunda, p-kumarik asit en az
Kara Saki elmasinin meyve etinde bulunmustur. Hidroksisinnamik asit, Ak Saki ve
Kara Saki elma cesitlerinin sadece kabuklarinda tespit edilmistir. Saki elmasinin her iki
cesidinin kabuklarinda bulunan toplam fenolik madde ve fenolik bilesikler, elma etine

ve meyvesine gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Goksen, 2012).
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2.7 Isil islem Uygulamasinin Elma Suyundaki Fenolik Bilesikler ve Antioksidan
Aktivite Uzerine Etkisi

Isil islemin etkinligini belirlemek icin sadece enzim inaktivasyonuna bakmak yeterli
degildir. Enzim inaktivasyonu ile birlikte uygulanan prosesin gidanin kalite
parametreleri tizerindeki etkisi de incelenmelidir. Ozellikle yiiksek sicakliklardaki 1sil
islemler gidanin besinsel ve duyusal Ozellikleri tzerinde olumsuz etkilere sahiptirler.
Yiksek sicakhgin etkisiyle gidanin ugucu tat-koku maddeleri, vitaminler ve diger besin
Ogeleri (fenolik bilesikler ve karotenoidler gibi) kaybi, tekstir bozukluklari gibi

olumsuzluklar ortaya ¢gtkmaktadir.

Antioksidanlar, oksidasyondan kaynaklanan acilasmayi ve diger tat bozulmalarini
geciktirme veya onleme 6zelligine sahip olan maddelerdir. Tokoferoller, askorbik asit,
flavonoidler ve fenolik asitler en 6nemli dogal antioksidan gruplaridir. Antioksidanlarin
oksidatif stres sonucu olusan dejeneratif ve yasla ilgili cesitli hastaliklari dnlemedeki

rolinun anlasiimasiyla bu maddelere olan ilgi artmistir (Tavman vd., 2009).

Meral (2016), derleme ¢alismasinda farkh isil islem uygulamalarinin fenolik bilesikler
Uzerine etkisini arastirmistir. Fenolik bilesenlerin istya duyarli ve kompleks bilesenler
oldugunu ve 1sitma isleminin toplam fenolikleri, flavonoidleri ve antioksidan aktiviteyi
etkiledigi belirlenmistir. Toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite (zerine isil
islemin etkisini arastiran ¢alismalarin sonuglari geliskili bulunmustur. Bazi ¢alismalar,
1sil islem ile hiicre duvari ve hiicre matriksinin yapisinin bozulmasi nedeniyle fenolik
asitlerin miktarinin arttigini ifade ederken bazi calismalar ise 1sil islem ile fenolik
bilesenlerde ve antioksidan aktivitede azalma veya bir degisiklik olmadigini ifade

etmektedir.

Aguilar-Rosas vd. (2007), yaptiklar bir ¢calismada elma suyunda geleneksel bir yontem
olan yuksek sicaklik-kisa sureli (HTST) pastorizasyon uygulamislardir. Termal
pastorizasyon, 30 saniye boyunca 90 °C’ de gerceklestirilmistir. Sonuglara gore termal
pastorizasyon ile toplam fenolik maddede %32,2’lik bir azalma belirlenmistir.

Yapilan bir baska calismada Golden delicious cinsi elmalara isil islem (90 °C 1 dak)

uygulamislardir. Toplam fenolik maddede kayip 1sil islem sonrasinda % 21-26 arasinda
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tespit edilmistir (Baslar ve Erturgay, 2013). Yapilan baska bir calismada HTST
pastorizasyonunun (85 °C, 30 s; 90 °C, 15 s) bulanik elma suyunun fenolik icerigi
Uzerine disuk bir etkisi oldugu saptanmuistir. Isil islem uygulanmis elma sularinda 60
gin depolama ile toplam fenolik maddede azalma belirlenmistir, bunun nedeninin
fenolik bilesiklerin termal olarak stabil olmamasi oldugu belirtilmistir (Nayak vd.,
2017).

He vd. (2016), yaptiklari bir calismada elma suyuna 80 °C 30 dakika ve 90 °C 30 saniye
su banyosunda 1sil islem uygulamislardir. EIma suyunun fenolik bilesik icerigi, HPLC
yontemiyle belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktarinda 80 °C’lik islemden sonra
% 1,35 artis belirlenirken, 90 °C’de 1sil islem goéren elma suyu érneklerinde % 9,82

azalis belirlenmistir.

Francini ve Sebastiani (2013), yaptiklari derleme calismasinda bazi elma gesilerinin
toplam fenolik madde miktarlarindan bahsetmislerdir. Gala ve Panaia kirmizisi
cesitlerinde sirasiyla (56 ve 221 mg GAE/100g islak agirlik) toplam fenolik
belirlemislerdir. Idared ve Rome Beauty elmalarinin kabuklarindaki fenolikler (588,9 ve
500,2 mg GAE /100 gr) yuiksek seviyedeyken, meyve etinde (75,7 ve 93,0 mg
GAE/100 gr) daha dustlik oldugunu sdylemislerdir.

Cetkovi¢ vd. (2008), yaptiklari bir calismada farkh elma cesitlerini (Pinova, Reinders,
Jonagold, Iduna, Braeburn) kullanarak elde ettikleri elma posasinin fenolik ve
antioksidan kapasitesini arastirmislardir. Toplam fenolik madde FC yoéntemiyle
belirlenirken, antioksidan aktiviteyi belirlemede DPPH radikalinden yararlanmislardir.
Toplam fenolik madde 4,22 - 8,67 mg/g araliginda olup, en ylksek toplam fenolik 8.67
mg/qg ile Reinders cinsinde belirlenmistir. Sonuclara gére ECso deQerleri sirasiyla 9,22 +
0,45 mg/ml, 6,33 + 0,31 mg/ml, 9,50 £ 0,47 mg/ml, 12,22 + 0,6 mg/ml, 7,95 £ 0,39
mg/ml olarak belirlenmistir. Elma posalari arasinda Reinders cinsinin, en yiksek

antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Yildirim vd. (2019), yaptiklari bir calismada Isparta ili Egirdir ilgesinden temin edilen
bes farkl elma (Starking Delicious, Golden Delicious, Pink Lady, Arap Kizi ve Granny
Smith) cesitinin meyve eti ve kabuk kisminin antioksidan kapasitesini DPPH ve TFM

yontemiyle belirlemislerdir. Analiz sonuglari incelendiginde, toplam fenolik madde
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meyve eti kisminda en fazla Arap Kizi cinsinde 657,1 mg/100g GAE, en dusik ise
Starking Delicius 399,0 mg/100g GAE cinsinde belirlenmistir. Kabuk kisminda ise
fenolik mikari en fazla Granny Smith 1692,5 mg/100g GAE, en dislk ise Golden
Delicius 929, 7 mg/100g GAE olarak belirlenmistir. Antioksidan aktivite meyve eti
kisminda sirasiyla (%44,42; %47,06; %32,52 %51,33; %49,54) olarak belirlenirken,
kabuk kisminda sirasiyla (%73,51; %77,28; %66,67; %74,23; %87,21) olarak tespit

edilmistir.

Bahukhandi vd. (2018), calismalarinda Hindistan’in Uttarkand (Bati Himalaya)
bolgesindeki farkh yerlerinde yetisen ¢ geleneksel elma gesidinin (Benoni, Fanny ve
Rymerin) fenolik madde icerigi ve antioksidan kapasitelerini arastirmislardir. Calisma
sonucunda fenolik madde (0,94-7,00 mg/g GAE) araliginda belirlenmis ve en yiksek
fenolik madde Mukhwa bdlgesinde yetisen Rymerin cinsinde 7,00 mg/g GAE
belirlenmistir. Antioksidan aktivite ise (DPPH, 4,99-14,06 mmol/kg FW) araliginda
olup, en yiksek aktivite Mukhwa boélgesinde yetisen Rymerin 14,06 mmol/kg FW

olarak belirlenmistir.

Literattirde elma suyunda cesitli sicaklik ve suire parametrelerine bagli olarak uygulanan
1sil islemin enzim aktivitesi Uzerine etkisinin belirlendigi calismalar bulunuyorken,
fenolik maddedeki ve antioksidan aktivitedeki degisimin belirlendigi calismalar
sinirlidir. Bu ¢alisma ile hafif 1s1 (<80 °C) uygulamasi ve uzun islem surelerinde enzim
aktivitesi, toplam fenolik madde, antioksidan aktivite ile FTIR spektroskopisi ve HPLC

kullanilarak fenolik bilesiklerin degisimi incelenmistir.
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BOLUM III

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyal

Bu calismada kullanilacak taze elma (Malus domestica) yerel Ureticilerden saglanmistir.
Calismada Red Chief ¢esidi elma kullaniimistir. Meyveler, meyve suyu eldesinden 6nce
4°C sicakhkta depolanmistir. Yikanmis ve kagit havlu ile kurutulmus meyveler dorde
kesilip, cekirdek evleri ayrilmis ve blenderdan (Arnica AA 1233 GH21530 Orbital Mix,
Turkiye) gecirilmistir. Elde edilen meyve suyu 4 katl tulbentten stzilmustir. Taze

sikilmis meyve sulari kontrol olarak ayrilmistir.

3.2’ Yontem

3.2.1 Isil islem uygulamasi

Elde edilen taze meyve suyu farkli sicaklik ve surenin meyve suyu uzerine etkisini
belirlemek icin 1sil isleme tabi tutulmustur. 200 ml meyve suyu 7 cm cap ve 9,5 cm
uzunluga sahip cam beher icine konularak, cam beher su banyosu (Yuksel Kaya
Makine, YKM-AS209, Turkiye) igine yerlestirilmistir. Isil islem sirasinda 6rnek iginde
sicakhgin esit dagilimini saglayabilmek icin laboratuvar tipi 6zel mekanik Kkaristiric
(Isolab, 615.01.001, GmbH, Germany) kullanilmistir. Meyve suyuna farkli sicakliklarda
(40, 50, 60, 70 ve 80°C) ve farkl sirelerde (5, 10, 15, 20, 25, 30 dakika) isil islem
uygulanmustir. islem boyunca 6rnek sicakligi dijital sicaklik 6lcer kullanilarak kontrol
edilmistir. Cam beher igine konulan meyve suyu sicakligi istenen degere ulastiginda isil
islem baslatilmistir. Ornekler enzim aktivitesinin 6lgtimi igin 1sil islemin hemen

sonrasinda buzlu su banyosuna alinmistir. Her bir uygulama t¢ kez tekrarlanmistir.
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3.2.2 Kalan polifenoloksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Inaktivasyon sonunda PPO enzim aktivitesi élciimleri Baltacioglu vd. (2015) tarafindan
kullanilan yontem modifiye edilerek, spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu amagla
Thermo Scientific marka Evolution 300 model (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) spektrofotometre kullaniimistir. PPO enzim aktivitesi 420 nm
dalga boyunda absorbans artisi Olculerek belirlenmistir. Test tiplerine 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 iginde ¢6zunmdas) 0,30 ml 0,30 ml
Ornek 0,30 ml 0,00 ml

Reaksiyon, ornek ilavesi ile baglamistir. Tip igerigi vorteks ile karistirildiktan sonra
absorbans degerleri 3 dakika boyunca 5 saniyede bir kaydedilmistir. Aktivite 6lciim
sicakligl 25 + 2°C olarak saglanmisir. PPO enzim aktivitesi zamana Kkarsi ¢izilen Aaszo
grafiginin ilk dogrusal kisminin egiminin belirlenmesiyle, birim zamanda absorbanstaki
0,001’lik degisim olarak ifade edilmistir. Kalan enzim aktivitesi kontroliin aktivitesine

oranla ytzde olarak ifade edilmistir.

3.2.3 Kalan peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Inaktivasyon sonunda POD enzim aktivitesi dl¢iimleri spektrofotometrik yontemle Abid
vd. (2014) tarafindan kullanilan yontemde degisiklik yapilarak belirlenmistir. Bu
amacgla Thermo Scientific marka Evolution 300 model (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) spektrofotometre kullanilmistir. POD aktivitesi substrat olarak
pirogallol kullanilarak belirlenmistir. Tup icerisine 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-
karistirlimistir. Reaksiyon H20: ilavesi ile baslatilacaktir ve absorbansdaki artis 3
dakika boyunca 5 saniyede bir kaydedilmistir. Aktivite 6lcim sicakhgi 25 + 2°C olarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesi zamana karsi cizilen A420 grafiginin ilk dogrusal
Kisminin egiminin belirlenmesiyle, birim zamanda absorbanstaki 0,001’lik degisim
olarak ifade edilmistir. Kalan enzim aktivitesi kontroliin aktivitesine oranla yulzde

olarak ifade edilmistir.
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3.2.4 Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocaltaeu metoduna gére yapilmistir (Singleton ve
Rossi, 1965). Standart olarak gallik asit kullaniimistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi
icin, gallik asidin 5 farkli konsantrasyonu hazirlanmistir. Meyve suyu (1:5) % 1 HCI
iceren % 80’lik metanol ile ¢ozulmustur. Karisim 4 saat boyunca 40 rpm devirde
calkalanmis ve berrak kismin ayrilmasi icin 9000 devirde, +4 C’de, 15 dakika santrif(j
(Nive marka NR 800R model, Turkiye) edilmis, elde edilen berrak kisim tlp icine
alinmistir. Toplam fenolik tayini igin 100 pl 6rnek Gzerine 0,75 ml Folin- Ciocaltaeu
cozeltisi (suda, %10’luk) eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Daha
sonra 0,75 ml Na>COs (suda, 75g/L) ilave edilerek kuvvetlice karistirilmistir. Oda
sicakliginda karanhkta 1 saat bekletilmis ve siire sonunda 725 nm’de c¢ozeltilerin
absorbanslari okunmustur. Ayni islemler kalibrasyon egrisi icin hazirlanmis farkl
konsantrasyonlardaki gallik asit c¢Ozeltilerine de uygulanmistir.  Ekstraktlarin
absorbanslari, cizilen gallik asit kalibrasyon egrisinden okunarak toplam fenolik madde

konsantrasyonu esdeger gallik asit olarak hesaplanmistir (mg GAE/kg yas agirhk).

3.2.5 DPPH yontemiyle antioksidan aktivite tayini

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

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlardan 100’er pl alinmasi
!

3,9 ml 0,1 mM DPPH (%80 metanolde hazirlanan) ¢ozeltisi ile karistiriimasi
!

Vorteksleme
)

Oda kosullarinda karanlikta 30 dakika bekletme
!

517 nm’de absorbanslarin okunmasi

Ornek yerine 0,1 ml %80’lik metanol kullanilarak ayni sartlarda kontrol olarak

kullanilmis ve kontroliin absorbansi ginlik olarak 6lgtlmustir. Sahit olarak %80
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metanol kullaniimistir. % DPPH radikali giderme aktivitesi Denklem 3.1’ e gore
hesaplanmistir:

% DPPI Radikal: Giderme Akovitest Eamtreliin 'J’L,L]M'Wb'":b' ek byt ® 106 (3 1)
Keontrol Absoroans: !

Orneklerin farkli konsantrasyonlarina karsi hesaplanan % inhibisyon degerleri ile
cizilen grafikten linear regresyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan
derisimleri elde edilmis ve sonuglar ECso (mg/ml) olarak ifade edilmistir.

3.2.6 Fenolik Madde Degisiminin FTIR Spektroskopisi Kullanilarak Belirlenmesi

Uygulanan inaktivasyon yonteminin fenolik madde icerigine etkisi Fourier Donusim
Kizil Otesi (FTIR) spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. Orneklerin absorbsiyon
spektrumu Nigde Omer Halisdemir Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda
bulunan ATR hucresine sahip FTIR spektroskopisi (Bruker, Almanya) kullanilarak, 2
cm? ¢ozinirlikte 128 tarama yapilarak 400-4000 cm™ bolgesinde elde edilmistir.
Ekstraksiyon solventinin (metanol, %80) karisiminin bantlari kapatmasindan dolayi
ornekler dondurarak kurutucuda kurutulduktan sonra (6nce etlivde metanol ugurulmus),

okuma kurutulmus ornekte gerceklestirilmistir.

3.2.7 HPLC Yontemi ile Fenolik Madde Belirlenmesi

Elma suyunun fenolik icerigini belirlemek icin HPLC yontemi uygulanmistir (Kusgu ve
Bulantekin, 2016). Ekstrakt eldesi icin, 6ncelikle 15’ser ml falkon tuplerinde 2 g elma
suyu Uzerine % 80’lik metanol (%1’lik HCI iceren) ¢ozeltisi ilave edilerek 10 ml hacme
tamamlanmis ve oda sicakhginda, 1sik almayacak sekilde 240 dak calkalanmasi ile
ekstraksiyon saglanmistir. Sonrasinda ekstrakt 9000 rpm, 15 dak, +4 C’de santrif(j
edilerek, elde edilen stizintuden tip icine alinmistir. Enjeksiyondan 6nce ekstraktlar,
0,45um teflon membran filtreden gecirilmis ve kahverengi siselere doldurulmustur.
Daha sonra, siselerdeki ekstraktlarin 20 pl’si SIL-10AD vp otomatik drnekleme sistemi
ile HPLC’ye (Shimadzu Corporation, Kyoto Japan) enjekte edilmistir. HPLC sistemi bir
pompa (LC-10ADvp), degazer (DGU- 14A), kontrol firint (CTO-10Avp), bir
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detektorden (DAD dedektor (Amax=278nm)) olusmaktadir. Polifenolikler Agilent
Eclipse XDB-C18 kolonu kullanilarak ((250x4,60 mm), 5 mikron ) ayrilmistir. Kolon
sicakhgr 30 °C’ dir. Ayrim ikili ¢ozucu sistemiyle gradient program uygulanarak
gerceklestirilmisir. Mobil faz % 3 asetik asit (A) ve metanolden (B) olusmaktadir. Akis
hizi calisma boyunca 0,8 ml/dakikadir. Gradient programi Cizelge 3.1’ e gore

uygulanmistir.

Cizelge 2.1. Gradient programi

Sure (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

HPLC’ de elde edilen standart kromatogrami EK 1° de gosterilmistir.

3.2.8 Verilerin Analizi

Veriler Minitab (17 versiyon, Minitab Inc., State College, PA, ABD) paket programi
kullanilarak % 95 guvenlik arahiginda analiz edilmis olup verilerin analizinde genel

lineer model kullaniimistir. Uygulamalar arasindaki farkliliklarin tespiti icin Tukey’s
coklu karsilastirma testi yapilmistir. Her bir deney en az ¢ kez tekrarlanmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 1sil islem Sonrasinda Elma Suyunda Kalan PPO Enzim Aktivitesi

Gidalarda kalite kayiplarina neden olan enzimleri inaktif hale getirmek icin cesitli
yontemler uygulanmaktadir. Isil islem uygulamalari enzim inaktivasyonunda gida

endustrisinde en yaygin kullanilan yontemdir (Adams, 1991).

PPO aktivite 6lcimunde, substratin harcanma veya Urlin olusum orani belirlenmektedir.
Reaksiyon hizlarinin él¢tlmesi icin en kolay yontem triin olusumunun belirlenmesidir.
Uriin olusumu, kinonlardan olusan renkli bilesiklerin optik yogunlugunun 6lgiilmesiyle
spektrofotometrik olarak belirlenmektedir. PPO aktivite 6lclimiinde en uygun substrat
katesoldur (Toralles vd., 2005). PPO aktivite 6l¢cimiinde kullanilacak optimum substrat
konsantrasyonu, farkli substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hizlari belirlenerek
olculmustir. On denemeler sonucunda elde edilen verilere gore, enzim aktivitesinin

belirlenmesi igin optimum substrat konsantrasyonu 0,25 M katesol olarak secilmistir.

Sicakhgin enzim aktivitesi tzerine etkisini belirlemek icin farkl sirelerde elma suyu
orneklerine isil islem uygulanmistir. Isil islem oncesi ve sonrasinda PPO enzimlerinin
aktiviteleri belirlenmistir. Kalan enzim aktivitesi kontrolun aktivitesine oranla ylzde
olarak ifade edilmistir. Buna gore uygulanan sicaklik ve sireye gére kalan enzim

aktivitesinde gozlenen degisiklikler PPO enzimi icin Sekil 4.1’ de verilmistir.
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Grafikteki farkli harfler (a, b, c...), degerler arasinda 6nemli bir fark oldugunu gdstermektedir.

Sekil 4.1. Isil islem sonunda kalan PPO enzim aktivitesi

Elma suyuna uygulanan isil islem sonucunda, enzim aktivitesindeki degisim
incelendiginde sicakhigin, surenin ve sicaklik-sire etkilesiminin PPO enzim aktivitesi
tzerine etkisi 6nemli bulunmustur (p < 0,05). 40 °C sicakhkta 5, 10, 15, 20, 25 ve 30
dakika uygulanan isil 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 sure sonunda enzim

inhibisyonunda artis hizlanmistir.

Kalan enzim aktivitesi, 50 °C sicaklikta isil islemden sonra artan strelerde 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 sireleri sonunda (25
ve 30 dakika) enzim aktivitesinde artis gOzlenmistir. Bunun nedeni enzim

konformasyonunda gozlenen degisim olabilir.

60 °C sicakhikta 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
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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. EIma suyunda PPO enzim aktivitesinin
sicaklik ve siireye bagh oldugunu ve genellikle artan sicaklik ve siire arasinda 6nemli
bir etkilesim (p <0,05) oldugu gozlenmistir.

Benzer sekilde yapilan calismalarda genellikle artan sicaklik ve sire ile PPO
aktivitesinin azaldigi belirlenmistir. Yapilan benzer ¢alismalardan birinde Royal gala
cinsi elmadan elde edilen meyve suyuna 75 °C sicaklikta 20 dakika isil islem
uygulanmistir. Sonuclara gore kalan PPO enzim aktivitesi % 3,2 olarak tespit edilmistir
(Sulaiman vd., 2016). Yi vd. (2017), yaptiklari bir calismada Pink Lady, Granny Smith
ve Jonagold cesitlerinden uretilen meyve suyuna 85 °C sicaklikta 5 dakika isil islem
uygulamislardir. islem sonrasinda bu sicaklik ve siire degerinde PPO enzim aktivitesi
belirleyememislerdir. Bir baska ¢alismada elma dilimlerine 25 °C, 35 °C, 45 °C , 55°C
ve 65 °C sicaklikta 20 dakikalik hafif 1si uygulamasi yapilmistir. Bu dilimlerden
bulanik meyve suyu dretilmistir. EIma suyunda 55 °C’ de isi uygulamasi sonucu PPO
enziminin minimum kalinti aktivitesi % 66,4 iken, 65 °C ise % 38,6 bulunmustur (Niu
vd., 2010). Krapfenbauer vd. (2006), sekiz farkli elma cesidi (Florina, Gala, Golden
Delicious, Idared, Jonagold, Pilot, Pinova ve Topaz) kullanarak sekiz farkli elma suyuna
yuksek sicaklikta (60-90 °C) ve kisa sureli (20-100 s) (HTST) sl islem
uygulamisglardir. Bu sonuglara gére 60 °C’ de, PPO aktivitesinde 6nemli bir azalma
olmamistir. Ancak 20, 50 ve 100 s isitma siresinden sonra 70 °C’ de enzim
aktivitesinde 6nemli bir azalma oldugu bulunurken isitma siiresi arasinda bir fark
gbzlenmemistir. PPO enzimi 80 °C’de ise tamamen inaktivasyon saglanmistir. Bu
calismalarda bulunan sonuclar, literatirde belirlenenler sonuclar ile benzer

bulunmustur.

4.2 sl islem Sonrasinda Elma Suyunda Kalan POD Enzim Aktivitesi

Elma suyu orneklerine farkli sicaklik ve sirelerde isil islem uygulanmistir. Kalan
enzim aktivitesi kontrolin aktivitesine oranla yizde olarak ifade edilmistir. Buna gore
uygulanan sicaklik ve slreye gore kalan enzim aktivitesinde gozlenen degisiklikler

POD enzimi igin Sekil 4.2° de verilmistir.
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Grafikteki farkh harfler (a, b, c...), degerler arasinda 6nemli bir fark oldugunu gdstermektedir.

Sekil 4.2. Isil islem sonunda kalan POD enzim aktivitesi

Sicakhigin, surenin ve sicaklik-sure etkilesiminin POD enzim aktivitesi Uzerine etkisi
onemli bulunmustur (p < 0,05). 40 °C sicakhkta 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika
uygulanan 1sil islem sonrasinda kalan POD enzim aktivitesi sirasiyla % 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 stre ile POD enziminin aktivitesinin azaldi§gi gérulmistir. Kalan
enzim aktivitesi, 50 °C sicaklikta 1sil islemden sonra artan strelerde 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 olctlmustir. Bu sicaklik degerinde 20 dakika suren 1sil islemden sonra POD
enzim aktivitesinde artis g6zlenmistir. Benzer sekilde Dubey vd. (2006) tarafindan,
Royal delicious cinsinde 50 °C 10 ve 25 dk isil islem sonrasinda enzim aktivitesinde
belli oranda artis gorulmustir. Ayni sekilde Red delicious cinsinde de 50 °C de 25
dakikada enzim aktivitesinde artis belirlenmistir.  Bunun nedeni enzim

konformasyonunda gdzlenen degisim olabilir.

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 azals
goralmastir. 70 °C sicaklikta 5 dakika sonunda kalan POD aktivitesi ise % 27,50 + 0,01

olup, artan sure ile kalan aktivite azalis gostermis ve 30 dakika sonunda % 20,65 + 1,25
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olarak bulunmustur. 80 °C de ise 5 dakika sonunda kalan aktivite % 21,71 + 0,46 olarak
Olctlmastir. Ayni sicaklikta 20 dakika sonunda % 93,29 inaktivasyon belirlenirken, 25
ve 30 dakikalik isil islem sirelerinde elde edilen inaktivasyon arasinda énemli bir fark
belirlenememistir (p > 0,05). Yani genel olarak bakildiginda 80 °C’ de 20 dakika
sonunda yeterli inaktivasyon saglandi§i soylenebilmektedir.

Yi vd. (2017), yaptiklari bir calismada Pink Lady, Granny Smith ve Jonagold
cesitlerinden dretilen meyve suyuna 85 °C sicakhikta 5 dakika isil islem
uygulamuslardir. islem sonrasinda bu sicaklik ve siire degerinde POD enzim aktivitesi
belirlenememistir. Bir baska calismada Golden delicious JK cinsinden Uretilen 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 saglandigi

belirlenmistir (Dubey vd., 2006). Elde edilen veriler literatlr ile uyumlu bulunmustur.

Genel olarak sonugclar incelendiginde Elma suyunda POD enzim aktivitesinin sicakliga
ve sireye bagl oldugu ve genellikle artan sicaklik ve sire arasinda dnemli bir etkilesim
(p < 0,05) oldugu goézlenmistir. Ayni zamanda elde edilen veriler degerlendirildiginde
POD enzimi PPO’ ya kiyasla 1sil isleme daha direncli oldugu belirlenmistir.

4.3 1sil islem ile Toplam Fenolik Maddeki Degisim
Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocaltaeu yontemi kullanilarak yapilmistir.
Standart olarak gallik asit kullanihip, gallik asit konsantrasyonlarina karsi absorbanslar

Olctlerek bir standart ¢alisma egrisi olusturulmustur. Toplam fenolik madde standart

egrisi Sekil 4.3 de gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. Toplam fenolik madde standart egrisi
Orneklerin toplam fenolik madde miktari analizinde bu standart egri kullaniimis ve

sonuglar gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir (mg GAE/kg yas agirlik). Elma
suyunda toplam fenolik maddedeki degisim Sekil 4.4° de gosterilmektedir.
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Grafikteki farkli harfler (a, b, c...), dederler arasinda 6nemli bir fark oldugunu géstermektedir.

Sekil 4.4. Isil islem siresince toplam fenolik madde miktarindaki degisim

Isil islem uygulamasinda sicakhgin, strenin ve sicaklik-sure etkilesiminin toplam
fenolik madde Gzerine etkisi istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p < 0,05). Taze elma
suyunda 404,13 + 6,20 mg GAE/kg yas agirhk olarak toplam fenolik madde

belirlenmistir.

40 °C ‘de toplam fenolik madde deg@isimi artan sureye gore sirasiyla 741,984 + 7,71;
712,90 + 13,81; 603,18 + 1,55; 205,67 + 8,08; 200,334 + 4,90; 223,23 + 9,73 mg
GAE/kg yas agirhk olarak belirlenmistir. 40 °C’ de 5, 10, 15 dakika sonunda kontrole
gore toplam fenolik maddede artis belirlenirken ayni sicaklik degerinde 20, 25, 30
dakika sonunda toplam fenoliklerde azahs tespit edilmistir. Kisa islem sirelerinde
go6zlenen bu artisin isil islem ile hiicre duvari ve hlicre matriksinin yapisinin bozulmasi
nedeniyle fenolik bilesik miktarinin artmasindan kaynaklandigi dustiniilmektedir. Artan

streye bagli olarak fenolik bilesiklerdeki azalmanin, uzun islem sureleri sonucunda
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aciga c¢ikan bu maddelerin yapisinin bozulmasina sebep olmasindan kaynaklandigi
sOylenebilmektedir.

50 °C’ de toplam fenolik madde degisimi artan slreye gore sirasiyla 449,25 + 8,17;
515,16 + 9,61; 525,96 + 1,88; 388,64 + 15,05; 491,24 + 8,01; 504,21 + 0,1 mg GAE/kg
yas agirlik olarak belirlenmistir. Genel olarak bakildiginda kontrol &rnegine gore
fenolik bilesiklerde artis gozlenmis ancak 20 dakikada gozlenen azalisin PPO ve POD

enzim aktivitesindeki artis nedeniyle olabilecegi dusunulmektedir.

60 °C’ de fenolik madde degisimi artan sureye gore sirasiyla 348,53 + 1,51; 304,28 +
4,84; 276,14+ 3,07; 332,52 + 3,17; 346,81 + 1,57; 378,52 + 1,61 mg GAE/Kg yas agirlik
olarak belirlenmistir. Genel olarak kontrol 6rnegine gore fenolik madde de azalis
belirlenmistir. Bunun nedeni PPO ve POD enzim aktivitesinin yuksek olmasi ile
sicakhgin fenolik bilesikler Gzerindeki olumsuz etkisinden kaynaklanabilmektedir.

70 C’ de toplam fenolik maddedeki degisim artan sure parametrelerine gore sirasiyla
538,54 + 16,29; 559,05 £ 11,34; 554,57 + 6,45; 587,64 £ 8,15; 573,39 £ 3,71; 568,74 +
7,48 mg GAE/ kg yas agirhk olarak bulunmustur. 80 C’ de degisim artan sure
parametrelerine gore sirasiyla 672,83 + 11,80; 703,51 + 1,79; 636,99 + 2,63; 668,41 +
12,70; 638,21 + 29,89; 668,42 + 25,96 mg GAE/ kg yas agirlik olarak belirlenmistir.
Yuksek sicaklik uygulamalari sonucu toplam fenolik madde degisimi kontrol érnegine
kiyaslaninca artis oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeninin elma suyunda enzim
inaktivasyonunun saglanmasindan dolayi, fenolik bilesiklerin substrat olarak

kullanilamamasi olabilecegi distntlmektedir.

Aguilar-Rosas vd. (2007), yaptiklari bir ¢alismada elma suyuna 90 °C’ de 30 saniye
boyunca termal pastorizasyon uygulamislardir. Sonuclara gore toplam fenolik maddede
%32,2’lik bir azalma belirlenmistir. Yapilan bir baska ¢alismada Golden delicious cinsi
elmalara 1sil islem (90 °C 1 dak) uygulamislardir. Toplam fenolik maddedeki kayip 1sil
islem sonrasinda % 21-26 arasinda tespit edilmistir (Baslar ve Erturgay, 2013). He vd.
(2016), yaptiklari bir ¢alismada elma suyuna 80 °C 30 dakika ve 90 °C 30 saniye su
banyosunda isil islem uygulamislardir. Toplam fenolik madde miktarinda 80 °C’ lik
islemden sonra % 1,35 artis belirlenirken, 90 °C’ de 1sil islem gbren elma suyu

orneklerinde % 9,82 azalis belirlenmistir. Literatirdeki calismalara baktigimizda
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yiksek sicakhkta (90 °C) kisa islem sirelerinde toplam fenolik maddenin azaldigi
gorilmekteyken, bu ¢alismada oldugu gibi hafif 1s1 (< 80 °C) uygulamalarinda ve uzun
islem sirelerinde toplam fenolik maddenin arttigi gorilmastur. Szalzo vd. (2004),
yaptiklari bir ¢alismada Moro cinsi portakal sularini 80 °C’ de 1 dakika pastorize
etmistir. Isil islem sonucu portakal sularinda, kafeik asit, klorojenik asit ve toplam
hidroksisinamik asitlerin miktarinin arttigi belirlenmistir. Bu durum katabolizma icinde
yer alan ve inaktivasyona neden olan enzimlerin aktif bolumlerinin isil islem ile

alikonulmasi seklinde aciklanmistir.

4.4 1s1l islem ile Antioksidan Aktivitedeki Degisim

Orneklerin antioksidan aktivitesi DPPH yontemi kullanilarak belirlenmis, 6rnek
miktarina karsi hesaplanmis olan yuzde inhibisyon degerleri, lineer regresyon analizi
uygulanarak bir grafige aktarilmis ve egrinin denklemi kullanilarak ECso degeri
(radikalin %50’sinin inhibisyonunu saglayan miktar) hesaplanmistir. Bu degerin kiglk
olmasi, antioksidan aktivitenin ylksek oldugunu gdéstermektedir (Cemeroglu vd., 2010).
Cizelge 4.1° de 1sil islem suresince farkli sicaklik ve sirelerde elde edilen ECso
degerleri gosterilmektedir. Isil islem sonunda ekstrakte edilen elma suyu 6rneklerinin
ECso degerlerindeki degisim Sekil 4.5° de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.1. Isil islem siiresince elde edilen ECso degerleri

t (siire) Sicaklik (°C)
40 50 60 70 80
5 22,6528 + 0,07° 41,45 + 1,45 45,60 + 0,36"9 31,68 + 0,44k! 26,71+ 1,32°
10 20,05 + 0,309 31,51 +1,17%! 48,27 +0,38¢¢ 34,43 10,421 29,22 £0,14mn
15 24,56 + 0,11° 32,82 + 0,350k 50,54 +£0,4¢ 28,87 £0,36™" 28,25 £ 0,08°
20 49,81 +0,16%¢ 45,87 + 1,40%9 50,49 +0,03¢ 32,65 + 0,560k 24,29 £0,70°
25 59,03 £ 0,072 43,18 +0,04M 44,95 +0,029" 34,50 + 0,54 24,15 £0,74°
30 53,42 +£0,17° 45,17 + 1,42%9h 47,0418 +0,02¢F 32,96 + 0,500k 30,48 +1,04'm

Grafikteki farkl harfler (a, b, c...), de§erler arasinda 6nemli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Grafikteki farkl harfler (a, b, c...), de§erler arasinda 6nemli bir fark oldugunu gdstermektedir.

Sekil 4.5. Isil islem siresince ECso dederindeki degisim

Antioksidan aktivitedeki degisime, sicakligin, sirenin ve sicaklik-siire etkilesiminin

etkisi istatiksel olarak 6énemli bulunmustur (p < 0,05). Kontrol 6rneginin ECso degeri
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31,78 + 1,46 mg/ml olarak belirlenmistir. Toplam fenolik maddenin artisina baglh olarak

genel anlamda antioksidan aktivite de artmaktadir.

40 °C’ de artan stre degerlerine gore ECso degerleri sirasiyla 22,65 + 0,07; 20,05 +
0,30; 24,56 = 0,11; 49,80 + 0,16; 59,02 + 0,07; 53,42 = 0,17 mg/ml olarak
belirlenmistir. ilk tic siire (5, 10 ve 15 dakika) parametrelerinde antioksidan aktivitede
artis, daha sonraki sirelerde antioksidan aktivitede azahis gortlmustir. Bu durum
toplam fenolik miktarinin degisimine baglanmistir. Cetkovi¢ vd. (2008), yaptiklari
calismada farkh elma cesitlerini (Pinova, Reinders, Jonagold, Iduna, Braeburn)
kullanarak elde ettikleri elma posasinin fenolik ve antioksidan kapasitesini
arastirmislardir. Sonugclara gore toplam fenolik madde en yiiksek 8,67 mg/g ile Reinders
cinsinde belirlenirken, en distik 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 5 dakika sonunda ECso degerleri 41,45 + 1,44 mg/ml olarak bulunurken 30
dakika sonunda 45,17 + 1,41 olarak belirlenmistir. Bu sicaklik de@erindeki tim
stirelerde kontrole gore ECso degerlerinde bir artis belirlenmis ve bu durum antioksidan
aktivitede azahs oldugunu gostermistir. Antioksidan aktivite 15. dakikaya kadar
artarken bu slreden sonraki islemlerde azalma g6zlenmistir. Bu degisim toplam fenolik

madde miktarinda gozlenen 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 sicaklik degerinde ki sure
parametrelerinde antioksidan aktivitede azalis belirlenmistir. Bu durumun toplam

fenolik madde miktarinin azalisina baglanmistir.

70 °C’ de artan sireyle birlikte ECso degerleri sirasiyla 31,67 + 0,44; 34,42 + 0,42;
28,86 = 0,35; 32,65 + 0,55; 34,50 £ 0,54; 32,95 + 0,50 olarak belirlenmistir. ECso
degerleri incelendiginde elde edilen degerler kontrol de@erine yakin bulunmustur.
Antioksidan aktivitenin yiksek olmasi toplam fenolik madde miktarinin yuksek olmasi

ile iliskilendirilebilir.
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80 °C’ de ECso degerleri 5 dakika 1sil islem sonunda 26,70 + 1,31 mg/ml olarak
bulunmusken, 20 dakika sonunda 24,28 + 0,69 mg/ml olarak belirlenmistir. 25 dakikalik
1sil islem suresi sonunda elde edilen deger arasinda énemli bir fark belirlenememistir (p
> 0,05). Bu sicaklik degerinde genel olarak antioksidan aktivitede artis gortilmustar.
Bunun nedeninin yeterli (> %90) enzim inaktivasyonunun saglanmasi ve toplam fenolik

madde miktarinin artisi oldugu sdylenebilmektedir.

Bahukhandi vd. (2018), yaptiklari bir calismada Hindistan’in farkli yerlerinde yetisen
Uc geleneksel elma cesidinin (Benoni, Fanny ve Rymerin) fenolik madde icerigini ve
antioksidan kapasitesini arastirmiglardir. Antioksidan aktivite (DPPH, 4,99-14,06
mmol/kg YA) araliginda olup, en yiksek fenolik madde ve antioksidan aktivite 14,06
mmol/kg YA Mukhwa bdélgesinde yetisen Rymerin cinsi olarak belirlenmistir. Yildirim
vd. (2019), yaptiklari ¢alismada Isparta ilinden temin edilen bes farkli elma (Starking
Delicious, Golden Delicious, Pink Lady, Arap Kizi ve Granny Smith) gesitinin meyve
eti ve kabuk kisminin antioksidan kapasitesini DPPH yontemiyle belirlemislerdir.
Analiz sonugclari incelendiginde antioksidan aktivite meyve eti kisminda sirasiyla (%
44,42; % 47,06; % 32,52 % 51,33; % 49,54) olarak belirlenirlen, kabuk kisminda
sirastyla (% 73,51; % 77,28; % 66,67; % 74,23; % 87,21) olarak tespit edilmistir.

4.5 FTIR Calismalari

Bu calismada fenolik bilesiklerin FTIR spektroskopisi kullanilarak analizi yapiimistir.
Bu amagla farkli sicaklik (40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C ve 80 °C) ve sabit surede (20 dk)
1sil islem uygulanmis 6rneklerde FTIR spektroskopisi kullanilarak fenolik bilesenler
incelenmistir. Kontrol 6rnegi olarak isil islem uygulanmamis elma suyu ekstrakti
alinarak oda sicakliginda (25 °C) FTIR spektrumlari belirlenmistir. Farkh sicaklk ve
sabit stiredeki elma suyu 6rneklerinin FTIR spektrumlari Sekil 4.6 ve ayristiriimis FTIR

spektrumlari Sekil 4.7’ de gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. EIma suyu érneklerinin FTIR spektrumlari

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 1sil islem uygulanmis elma

suyu Orneklerini ifade etmektedir.
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Sekil 4.7. Elma suyunun ayristiriimis FTIR spektrumlari

1800 - 750 cm™ (parmak izi bolgeleri) dalga sayilari arasinda pozitif olarak bulunan
bantlar, bitkilerde bulunan polifenollerle ilgilidir (Okur vd., 2019). Lu vd. (2011), dort
sogan cesidinin  toplam  fenolik icerigini FTIR spektroskopisi  kullanarak
belirlemislerdir. 1618 cm™’de bulunan belirgin tepe, C-C uzamasi polifenolik
bilesenlerde yiksek seviyelerde bulunan fenil halkasini ifade ettigi sdylenmistir. Tahir
vd. (2017), bir calismasinda baldaki fenolik bilesiklerin belirlenmesi icin, FTIR
spekrofotometresini kullanmislardir. Sonuclara gére 1700-1600 cm™’deki bantlar,
karbonil gruplarinin C-O ve C-C germe hareketine baglanmis ve bu bdlge fenolik
molekdillerle iliskilendirilmistir. 1715-1680 cm™ bolgesindeki bantlar, literatiirde aril
(hidroksibenzoik asitler) ve / veya a,f-doymamis (hidroksisinamik asitler) karboksilik
asit yapilar (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 igin farkli metodlar
uygulamis ve elde edilen ekstraklarin fenolik bilesik igerigi FTIR spektrosikopisi
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kullanilarak belirlenmistir. 3000-3300 cm™ hatta 2800 cm™’e kadar uzayan bantlarin,
aromatik halkanin C-H germe titresimlerinden kaynaklandigi belirtilmistir. 1500-1150
cm? araliindaki bantlarin CH (fenoller) ve OH titresimleri nedeniyle oldugu rapor
edilmistir. 1014 cm™’de bulunan bant, piran halkasinin OH ikamesinin C-O esnemesini
ifade etmis ve Ozellikle epikatesin ile iliskilendirilmistir. FTIR sonuglari incelendiginde
farkli sicakhk, sabit stre uygulanan isil islemin fenolik bilesik iceriginde bir degisime

neden olmadigi gozlenmistir.

4.6 HPLC Calismalari

Elma suyunun fenolik icerigini belirlemek ve farkh sicaklik ve siire parametrelerinde
degisimini incelemek icin HPLC kullaniimistir. Kontrol elma suyu 6rnegi ve farkli
kosullarda islem goren elma sularinda belirlenen fenolik bilesikler ve miktarlari Cizelge

4. 2’ de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2. HPLC ile belirlenen fenolik bilesikler ve miktarlar

Numud Katesin Klorojenik | Kafeik asit | Epikatesin Kamferol

(mg/kg) | asit(mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Kontrol 6,0 21,5 14,5 3,0
40 °C 20 dk 15 2,5 0,5 <LOQ 4,5
50 °C 20 dk 4,5 7,5 7,0 4,0
60 °C 20 dk 3,5 9,5 8,0 3,0
70 °C 20 dk 8,0 16,5 27,0 4,0
80 °C 20 dk 11,5 24,5 34,0 35

(Epikatesin icin LOD: 0,3 mg/L LOQ: 0,8 mg/L)

HPLC ile kontrol taze elma suyunda belirlenen fenolik bilesikler katesin, klorojenik
asit, epikatesin ve kamferoldur ve miktarlari sirasiyla 6,0 mg/kg, 21,5 mg/kg, 14,5
mg/kg ve 3,0 mg/kg olarak olgilmustir. Genel olarak bakildiginda artan sicakliga bagl
olarak fenolik bilesiklerde artis gorilmastar. 40 °C’ de 20 dakika 1sil islem sonunda
fenolik bilesiklerdeki degisim incelendiginde katesin ve klorojenik asit kontrole goére
azahs gosterirken, kamferol miktarinda artis belirlenmistir. Ayni sicaklik degerinde
kafeik asit 0,5 ppm olarak belirlenmistir. Bu durum dusik sicaklik uygulamasi ile bagl
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halde bulunan fenolik bilesikerin, serbest forma ge¢cmesiyle aciklanmistir. 50 °C 20
dakika sonunda katesin, klorojenk asit, epikatesin kontrole gore azalis gosterirken
kamferolde artis belirlenmistir. 60 °C sicaklikta islem sonunda katesin, klorojenk asit,
epikatesin kontrole gore azalis gosterirken kamferol miktarinda degisklik olmamistir. 70
°C ve 80 °C’ de 20 dakikada gerceklesirilen isil 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 kaynaklandigi distintlmektedir.

Karaman (2008), Turkiye’ de vyetistirilen bazi elma cesitlerinin baslica fenolik
bilesiklerini HPLC yontemiyle incelenmistir. HPLC analizleri sonucuna gére elma
sularinda katesin (9,09-115,30 mg/l), klorojenik asit (41,10-276,3 mg/l), epikatesin
(3,38-6,76 mg/l), kafeik asit (3,04-79,09 mg/l) ve floridzin (0,52-20,13 mg/l) tespit
edilmistir. Pearson vd. (1999), yaptiklari bir ¢alismada 6 farkh ticari elma suyunun
fenolik bilesimini HPLC yontemiyle incelenmislerdir. Toplam fenolik madde miktari
meyve suyunda 181,7- 48,4 mg/l olarak belirlenmisir. Ticari elma suyundaki fenolik
bilesenlerden katesin (33,8-7,6 mg/l), klorojenik asit (58,3-17,0 mg/l) ve rutin (7,8-1,1
mg/l) arahginda belirlenmistir.  Karadeniz vd. (2001), 3 farkli cesitten (Amasya,
Golden, Starking) ve 5 farkli yoreden ardarda 3 yilda temin edilen elmalardan
hazirlanan 45 elma suyu 6rnegine 97 °C 20 dakika isil islem uygulamis ve fenolik
madde kompozisyonunu arastirmislardir. Bulgulara gore elma suyunda konsantrasyonu
en yuksek fenolik bilesik klorojenik asit (62,3-342,6 mg/l) olmustur. Bunu epikatesin
(5,3- 240,1 mgl/l), floretinglikozit (5,5-60,0 mg/l), floridzin (6,9-29,7 mg/l) ve p-
kumarik asit (1,1-16,0 mg/l) izlemektedir. EIma suyundaki fenolik madde miktarinin

oncelikle meyve cesidine bagl olarak degistigi s6ylenmistir.

Markowski ve Ptocharski (2005), elmalardaki fenolik bilesiklerin icerigini ve islenmis
urtnlerini degerlendirmek amaciyla Jonagold, Sampion, Idared ve Topaz cinsi elmalari
kullanmislardir. Meyvelerde en yiksek fenolik asit icerigi Idared (346 mg/kg) cinsinde
bulunmustur. En yuksek miktarda kuersetin glikozit igerigi Jonagold (87 mg/kg) ve
Topaz (83 mg/kg) cinslerindedir. Berrak meyve sulari Gretimi sirasinda fenolik
kayiplarinin ¢cok yiiksek oldugu bulunmustur. Buna goére elma suyunda bulunan fenolik

bilesikler literaturde yapilan ¢alismalarda belirlenenler ile benzerlik gostermektedir.
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BOLUM V

SONUCLAR

Yapilan bu ¢alismada, Red Chief cinsinden Uretilen elma suyuna, farkli sicaklik (40, 50,
60, 70, 80 °C) ve surelerde (5, 10, 15, 20, 25, 30 dakika) isil islem uygulamasinin
meyve sularinin kalitesini olumsuz etkileyen PPO ve POD enzim inaktivasyonu lzerine

etkisi belirlenmis ve fenolik bilesiklerin degisimine etkisi arastiriimistir.

Genellikle artan stre ve sicakliga bagh olarak PPO ve POD enzimlerinin aktivitesinde
azalis belirlenmistir. PPO enzimin aktivitesinde 80 °C sicakhikta 5 dakikalik 1sil
islemden sonra % 5,40 + 0,47 aktivite gozlenirken, 20 dakika sonunda % 99 enzim
inaktivasyonu saglanmistir. POD enzim aktivitesinde 80 °C ’de 5 dakika sonunda kalan
aktivite % 21,71 + 0,46 iken, 20 dakika sonunda % 93,29 inaktivasyon belirlenirken, 25
ve 30 dakikalik 1sil islem surelerinde elde edilen inaktivasyon arasinda dnemli bir fark
belirlenmemistir (p > 0,05). Yani genel olarak bakildiginda 80 °C’ de 20 dakika
sonunda yeterli inaktivasyon saglandigi sdylenebilmektedir. Ayni zamanda elde edilen
veriler degerlendirildiginde POD enzimi PPO’ ya kiyasla 1sil isleme daha direngli

oldugu belirlenmistir.

Genel olarak toplam fenolik madde miktarinda degisimine bakildiginda diisuk sicaklik
uygulamalarinda bazi parametrelerde artis bazi parametrelerde azahs belirlenmistir. Bu
durum fenolik bilesiklerin 1stya duyarli olup sicakliktan etkilenmesiyle ve yapidaki
enzimlerin aktiflik durumuyla iliskilendirilmistir. 70 °C’ de toplam fenolik maddedeki
degisim artan sure parametrelerine goére sirasiyla 538,54 = 16,29; 559,05 + 11,34;
554,57 + 6,45; 587,64 + 8,15; 573,39 £ 3,71; 568,74 + 7,48 mg GAE/ kg yas agirhk
olarak bulunmustur. 80 °C’ de degisim artan stire parametrelerine gore sirasiyla 672,83
+11,80; 703,51 £+ 1,79; 636,99 + 2,63; 668,41 + 12,70; 638,21 + 29,89; 668,42 + 25,96
mg GAE/ kg yas agirlik olarak belirlenmistir. Yiksek sicaklik uygulamalari sonucu
toplam fenolik madde degisimi kontrol Ornegine kiyaslaninca artis oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeninin elma suyunda enzim inaktivasyonunun saglanmasindan

dolayt, fenolik bilesiklerin substrat olarak kullanilamamasi olabilecedi disuntlmektedir.
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Isil islem uygulamasindan sonra genellikle antioksidan aktivitedeki degisim toplam
fenolik madde degisimiyle iliskili bulunmustur. 80 °C’ de ECso degderleri 5 dakika 1sil
islem sonunda 26,70 + 1,31 mg/ml olarak bulunurken, 20 dakika sonunda 24,28 + 0,69
mg/ml olarak belirlenmistir. 25 dakikalik 1sil islem siiresi sonunda elde edilen deger
arasinda onemli bir fark belirlenememistir (p > 0,05). Bu sicaklik degerinde genel
olarak antioksidan aktivitede artis goralmustir. Bunun nedeninin yeterli (> %90) enzim
inaktivasyonunun saglanmasi ve toplam fenolik madde miktarinin artisi oldugu

sOylenebilmektedir.

FTIR spektrumlari incelendiginde farkli sicaklik, sabit siire uygulanan 1sil islem
sonucunda fenolik bilesik iceriginde bir degisim gdzlenmemistir. Parmak izi bolgesi
incelendiginde spesifik bantlarin epikatesin ve Kklorojenik asitle uyumlu oldugu

belirlenmistir. HPLC sonuglari ile FTIR sonuclar paralellik gostermektedir.

HPLC ile fenolik bilesikler incelenmis, kontrol elma suyunda belirlenen fenolik
bilesikler katesin, Klorojenik asit, epikatesin, kamferol olmustur ve miktarlari sirasiyla
6,0 mg/kg, 21,5 mg/kg, 14,5 mg/kg ve 3,0 mg/kg olarak 6l¢tlmustir. Genel olarak artan
sicakliga bagli olarak fenolik bilesiklerde artis gorulmustir. 40 °C’ de 20 dakika 1sil
islem sonunda fenolik bilesiklerdeki degisim incelendiginde katesin ve klorojenik asit
kontrole gore azalis gosterirken, kamferol miktarinda artis belirlenmistir. 50 °C 20
dakika sonunda katesin, klorojenk asit, epikatesin kontrole gore azalis gosterirken
kamferolde artis belirlenmistir. 60 °C sicaklikta islem sonunda katesin, klorojenk asit,
epikatesin kontrole gore azalis gosterirken kamferol miktarinda degisiklik olmamistir.
70 °C ve 80 °C’ de 20 dakikada gerceklestirilen 1sil islem sonunda fenolik bilesiklerde
artis belirlenmistir. Bu durum toplam fenolik madde miktarindaki artisla paralellik

gostermektedir.

Yapilan calisma sonucunda elma suyuna uygulanacak en uygun parametre 80 °C 20
dakikalik isil 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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