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TURK ELMA SUYU KONSANTRELERININ FENOLIK MADDE ve
PROCYANIDIN BILESIMININ HPLC iLE BELiIRLENMESi1

HPLC DETERMINATION OF PHENOLIC COMPOUND and PROCYANIDIN
CONTENT OF TURKISH APPLE JUICE CONCENTRATE

Nevzat ARTIK*, Hiroshi MURAKAMI**
*Ankara Unliversites| Ziraat Fakaltesi Gida Mihendisligi BoHimi, ANKARA
“*Kyoto University The Research Institute For Food Science Kyoto-Uji 611, JAPONYA

OZET: Bu aragtirmada 6 farkh elma suyu konsantresi (ESK) émedinde fenolik bilesikler ve prosiyanidinter HPLC aygit ile belirlenmigtir,
HPLC'de 280 ve 320 nm de 14 farkl fenolik bilegik ayriimig ve teghis edilmistir. ESK'de fenclik bilegiklarden ortalama olarak; quercetin 133.9
mg/L, gallik asit 136.9 mg/L, kafeik asit 1.703 mg/L, prosiyanidin timer 1.151 mg/L, klcrogenik asit 176.9 mg/L, floridzin 138.7 mgiL, ferullk
asit 2.681 mg/L, p-coumarik asit 4.345 mg/L ve epicatechin 1.838 mg/L diizeyinde belinenmigtir.

Elma suyu konsantrelerinde total sinnamik asit miktan 66.64-297.90 mg/L ve total procyanidin miktan ise 15.155-30.442 mg/L diize-
yinde saptanmgtir.

ABSTRACT: Six different apple juice concentrate phanotic compounds and procyanidins were determined by using HPLC. At 280 and 320
nmy; 14 different phenolic compound were seperated and determined. In Turkish apple juice concentrate phenolic compounds differed as an
average as follow, quercetin 133.9 mg/L, gallic acid 136.9 mg/L, cafeic acid 1,703 mg/L, catechol 50.70 mg/L, precyanidin B2 1.725 mgil,
progyanidin trimer 1.151 mgiL, chlorogenic acid 176.9, floridzin 138.7 mg/L, ferulic acid 2.691 mg/L, p-coumaric acid 4.345 mg/L, and epica-
techin 1.839 mg/L.

In apple juice concentrate total cinnamic acid differed between 66.64-297,90 mg/L and total procyanidin differed between 15.155-
30.442 mg/L.

GiRis

Tiirkiye'de Gretilen 2.500.000 ton diizeyindeki elmanin bilyilk bir kismi elma suyu konsantresine iglen-
mektedir. Tlrkiye'de meyve suyu fabrikalannin berrak meyve suyu dretimi i¢in kurulu kapasiteleri 53200 ton/yil
dizeyindedir (ARTIK ve HALKMAN, 1994},

Tirk efma suyu konsantresinin dogdal yapisi nedeni ile asitligi ¢ok diisik diizeydedir. Bu ézelligi nedeni
ile elma suyu, meyve suyu gekdindeki tiiketimi yaninda tatlilik verici clarak da tiiketilebilmektedir. Bu nedenle
Tirk elma suyu konsantresine talep hizla artig gdstermektedir. TUrkiye elma suyu konsantresi firetiminde diin-
yada yedinci sirada yer almaktadir (ARTIK, et, al, 1996}.

Tirkiye'de elma ve elma suyu konusunda bir gok aragtirma gergeklestirilmis durumdadir (SEHIDI,
1974; EKSI and KOKSAL, 1989; EKSI ve KARADENIZ, 1991). Ayrica elma suyu konsantresinde renk, patulin
ve L-Laktik asit dizeyleri konusunda yapilan arastirmalarda aktif kémiriin anilan bilegiklere etki ederek elma
suyu konsantresinin kalitesinde olumlu etki yaptigi belirlenmigtir (ARTIK, et, al, 1993; ARTIK, et. ai, 1994; AR-
TIK et. al, 1996, AKBULUT et. al, 1997).

Bitkiler aleminde fenolik bilegikler aromatik amino asit metabolizmasi esnasinda olugmaktadiriar. Feno-
lik bilesiklerin kansere olumlu etkisi konusunda arastirmalar yiritilmektedir. Sen yillarda fenolik bilegiklerin
meyve ve sebzelerden ekstraksiyonu, aynima ve identifikasyonu konusunda 8nemli gelismeler kaydedilmigtir.
Bu gelismeye en énemli katkiyr, HPLC aygitinin fenolik bilegiklerin teghisinde kultanimi saglamisgtir,

Elma ve elma suyu fenolikieri konusunda Tiirkive'de (KARADENIZ, 1994) ve diinyada birgok aragtirma
gergeklestirilmigtir. Bu aragtirmalann bulgulan kargilastinimal olarak Gizelge 1'de sunuimug durumdadir.

Cizelge 1'de gorildigl gibi elma ve elma suyunda fenclik bilesiklerden klorogenik asit miktan farkl
aragtirmalarda 8.8-342.6 mg/L dizeyi arasinda degigim goéstermistir (Cizelge 1). Elma sulannda diger énemli
fenolik bilesik kafeik asit olup miktan 52-191 mg/L sinirlart arasinda belirlenmigtir. Diger fenolik bilegiklerden
epikatechin 2.2-240.1 mg/L; procyanidin B2 8.6-232 mg/L; gallokateghin 0-15 mg/L; kateghin 0.5-28 mg/L; ka-
feik asit 52-191 mg/L; p-coumarik asit 1.1-22 mg/L; ferulik asit 4-8 mg/L katesho! 2.8-14 mg/L; ficridzin 3.5-56
mg/L ve florotein ksiloglikozit ise 10-30 mg/L sinirlan arasinda degigim géstermistir (Gizelge 1).

Elma suyu ve elma suyu konsantresinde diger énemli bilesik grubu prosiyanidinlerdir. Prosiyanidinler
katesinlerin kondenzasyonu ile olugsmakta ve berrak elma suyu Gretiminde durultma agisindan énem tagimak-
tadir (SPANOS and WROLSTAD, 1992). Prosyanidinler, dimer, oligomer ve polimer bilegikler olmak Gzere 3
ana gruptan olugsmaktadirlar. Prosiyanidinler, epikategin ve kateginin birbirleri ve kendileri ile olugturduklar bi-
legikler olup prosiyanidin B1, B2, B3 ve B4 olarak adlandirimaktadiriar (Cizelge 1).

1 Bu aragbrrna, Japonya; Kyoto University The Research Institute For Food Science Kyoto-Uji'de gergeklestiriimistir.
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Sekil 1. Prosiyanidin B1, B2, B3 ve B4'iin formiilleri (MAIER et. al, 1990)

Elma suyundaki prosiyanidinler 7000 daiton molekilt agirfli§indadir. EIma suyu prosiyanidinlerden pro-

siyanidin B2 den heptamer prosiyanidinlere kadar olan birgok bilesigi icermektedir (MAIER et. al, 1990).

Ulkemizde elma suyu fenolik bilesikleri konusunda yapilan ilk aragtirmada elmanin bazi fenolik bilegik-
leri HPLC de belirienmigtir (KARADENIZ, 1994). Bu aragtirmada ise, dnceki aragtirmada belirlenmeyen feno-
lik bilegikler ile prosiyanidinler saptanmig ve kaynak bulgulan ile kiyaslanmasgtir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Bu galigmada 6 farkli elma suyu konsantresi 6megi materyat olarak kullanilmigtir. Ornekler Orta Ana-
dolu'daki meyve suyu fabrikalarindan sadlanmig ve analiz anina kadar -18 °C'de korunmustur. Eima suyu

konsantresi 6rneklerine ait bazi bilegim &geleri

Cizelge 2'de sunulmustur.

Cizelge 2. Elna suyu konsantrelerinin (ESK) bazi bilegim §geleri
ESK CKM pH Titrasyon Total Fenolik Renk Parlaklik
Kodu (%) Asithigi Madde* 440 nm 620 nm

(g/L, MA) (mg/t)

El 70.6 381 13.07 1700 5780 94.20
E2 69.5 384 12.74 1038 5960 93.70
E3 69.5 3.95 10.04 539 5720 94.10
E4 69.0 388 1233 898 5465 92.00
E5 69.5 382 13.14 1049 5560 93.50
E6 2 402 10.64 391 5430 94.70
*

Folin Cioceltau yéntemi ile belirlenmigtir.
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Standartlar: Fenolik standartlardan; Kiorogenik asit {SIGMA C-3878), gallik asit (SIGMA-G-7384), quer-
cetin (SIGMA Q-0125), catechin (SIGMA C-1251), catechol (WAKO 034-13752), kafeik asit (SIGMA C-0625),
ferulik asit (SIGMA F-3500), p-coumaric asit (SIGMA F-9008), o-coumaric asit (SIGMA C-4400}, floridzin (WA-
KO 37400), phlorotein glucoside (WAKO 41500), epicatechin (WAKC 23700) farkh kimyasal firmalardan sad-
lanmigtir. Prosiyanidin standarflanindan B1, B2 tetramer ve trimer Dr. Andrew Lea (RSSL=Reading Scientitic
Service Limited) tarafindan saglanmistir. Analizde kullantlan tim ¢ézeltiler HPLC igin dzel niteliklidir.

Yéntem

Fenolik Bilegiklerin Hplc ile Analizi

Elma suyu konsantresinde fenolik madde analizinde SHIMADZU SPD 2AS marka HPLC aygiti kullanil-
mugtir. Fenolik bilesiklerin teghisi 280 ve 320 nm de UV-VIS dedektérde gergeklestirilmigtir. Aygitin 2 adet
pompasi, kontrol Unitesi, 200 pl luplu Rheodayn enjeksiyon iinitesi bulunmaktadir. Fenoliklerin aynimasi ve
identifikasyonunda YMC-Pack ODS-AM (250X4.6 mm 1D) C18 kolon ve YMC-Guard Pack ODS-AM (10x4.0
ID} quard kolon Kullaniimgtir.

Fenolik maddelerin teshisinde gradient gézeiti kullaniimigtir. Bu amagla solvent A (formik asit: Su, 5:95
V/V} ve solvent B (methanol) kullanilmighir. Sclventler %17-22 B {linear), %22-30 B (10-12 min), % 30-37 B
(12-20 min}, %37-45 B {20-25 min) ve %40-57 B (25-30 min) elution profil seklinde kullamimigtir (MAZZA ve
VELIOGLU, 1992). Akig hizi 1.0 ml/idak. olarak islem gergeklestirilmistir.

Fenolik Maddelerin Ekstraksiyonu

Elma suyu konsantrelerinden fenolik maddelerin ekstraksiyonunda oncelikle elma suyu konsantresi
(ESK} 12 Bx° kadar seyreltilip 0.22uM Milipore filtreden (Cat No: SLGS 02508) filtre edilmig ve damitik su ile
1:1 seyreltilmigtir, daha sonra 0.45uM milipore filtreden filtre edilmis ve HPLC'ye enjekte edilmigtir (SPANOS
and WROLSTAD 1990).

Procyanidinlerin Ekstraksiyonu

Procyanidinlerin ekstraksiyonunda LEA (1978) ve SILVA et al (1991)'de tanimlanan yéntemler kullanil-
mistir. Bu amagla 1 g SEPHADEX LH-20 su ile 1statiimig ve SEPHACOL kolona (4x40mm) doldurulmustur.
Daha sonra kolon 5 ml damitik su ile yikanmig ve kolona 10 ml, 12 Bx° elma suyu yiiklenmigtir. Kolon 15 ml
%20 metil alkolle yikanmigtir. Kolonda kalan prosiyanidinler, kolondan 10 ml {%89) metil alkolle yikanmigtir.
Elde edilen eluat azot gazr verilerek yogunlagtinimistir (2 mi} ve 0.45 uM Milipore filtreden gegirilerek
HPLC'ye verilmek (izere Eppendorf tipte analiz anina dek -18°C de saklanmigtir,

Toplam Fenolik Maddelerin Tayini

Toplam fenolik maddelerin tayininde SPANOCS and WROLSTAD (1990) tarimlanan spektrofotometrik
ydntem kullaniimigtir. Bu amagla 100 pL elma suyu {12 Bx) 0.22 uM MILLEX GS Milipore filtreden filtre edilip
bir tiipe alinmig ve (zerine 900 pL damitik su eklenmigtir. Daha sonra tipe 5 ml 0.2 N Folin Cioceltau gdzeltisi
ve 4 mL doymus Na,CO, (75 g/L) ilave edilmigtir. lyice kanigtirlan tiip igerigi 2 saat bekletildikten sonra 766
nm de spektrofotometrede okunmug ve elde edilen absorbans degerinden ve gallik asit ile hazirlanmig kurve-
den yararlanarak fenolik madde miktan belidenmigtir.

ARASTIRMA SONUCLARI

Analize alinan 6 farkl elma suyu konsantresi drneginde $ekil 2'de goriilen 14 fenolik maddeye ait
HFLG pikleri belirlenmig ve tanilar gergeklestirimistir.

Sekil 2'de gbrlldigi gibi ESK'de belilenen fenolik madde sayisi 14'diir. Eide edilen piklerden 5 ve 9
numarall piklerin tanisinin yapiimasi prosiyanidinierin SEPHACOL kolonda (4x40 mm) SEPHADEX LH-20 ile

ayriimasi ile gergeklegtiriimigtir. Tim piklere ait gelis zaman degerleri gelis sirasina gore Gizelge 3'de sunul-
mugtur. Teghis edilen pik sayist 14'dir.
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$ekil 2. Elma suyu konsantresinde saptanan fenolik bilesiklerin HPLC kromatogrami, 1: Quercetin; 2: Gallik asit; 3: Catechin;
4: Catechol; 5: Procyanidin B2; 6: Kafeik asit; 7: Epicatechin; 8: Klorogenik asit; 9: Procyanidin trimer; 10: p-Coumaric
asit; 11: Ferulik asit; 12: Phlorotein glukozit; 13: Floridzin ve 14: o-coumarik asit

Fenolik bilegik piklerinin aynimasi ve teghisi amaciyla HPLC'de 280 ve 320 nm dalga boylarinda gali-
stimig ve elde edilen pikler Sekil 3'de kargilagtirilmah otarak sunulmugtur,

320nm

Sekil 3: HPLC de 286 nm ve 320 nm de de belirlenen fenolik bilesik pikleri
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Cizelge 3. Fenolik bilegiklerin HPLC'de
belirlenen gelig zaman degerleri

FENOLIK GELIS
BILESIKLERI ZAMANI
(dak.)
1 Quercetin 3423
2. QGallic Asit 3928
3. Catechin 4458
4. Catechol 4967
5. Procyanidin B2 6.567
6. Kafeik asit 7417
7.  Epicatechin 8.633
8.  Chlorogenic Asit 9.867
9. Procyanidin trimer 10.567
10.  p-Coumaric Asit 14.267
1T, Ferulik Asit 18.00
12.  Phlorotein glucoside 2470
13.  Floridzin 26747
14.  o-Coumaric asit 29.988

Sekil 3'de goraldigi gibi 280 nm de 1-5'e kadar olan pikler-
de aynima net sekilde gergeklesmistiv. Oysa 320 nm de anilan pik-
lerdeki ayriima yeterli diizeyde gergeklegsmemigtir. Piklerden 8 nu-
marah olan klorogenik asite ait ofup 320 nm de pik yiksekli§i 280
nm'ye gére daha blylk elde edilmigtir (3ekil 2 ve Sekil 3). ESK'de
belirienebilen fenclik bilegikiere ait bulgular Cizelge 4'de sunuimus-
fur.

Bu aragtirmada; daha onceki aragtirmalarda miktart belirtil-
meyen galik asit 59.2-190.8 mg/L dizeyinde belirlenmisgtir. Elma
suyu fenolikleri iginde ik sirada yer alan klorogenik asit 64.01-
286.23 mg/L simirlan icinde saptanmig olup, kaynak bulgular: ile
uyumtudur.

Procyanidin B2 miktarn ESK'de diger aragtinecilann bulgula-
rna gbre digik dizeyde bulunmugtur (0.727-3.204 mg/L). Daha
onceki aragtirmalarda miktan belitiimeyen procyanidin trimer mik-
tan 0.470-1.835 mg/L dizeyinde saptanmigtir.

ESK'de epicatechin miktarn 0.825-3.136 mg/L, floridzin mik-
tan 59.50-204.0 mg/L, p-Coumaric asit miktan 0.342-1.561 mg/L
dlzeyleri arasinda degigim gostermigtir.

ESK tretimi safhalarinda ve depolamada fenolik madde ka-
yiplan ortaya gikmaktadir, Bunun nedeni fenolik bilegiklerin degra-
dasyonundan kaynaklanmaktadir (SPANOS et al 199C). Eima suyu
konsantresi érneklerinde {ESK) fenolik bilegiklerin istatistiki analizi
ve kaynak verileri ile kiyaslanmas! Cizelge 5'de sunulmusgtur.

Cizelge 4. Elma suyu konsantrelerinin fenclik bilesik koempozisyonu

FENOLIK MADDE (mg/L) ESK (Elma suyu konsantresi)

El E2 B E4 BES | E6
Quercetin 1278 1072 110.5 187.95 1913 . 7839
Gallik Asit 190.8 180.46 11646 5924 183.11 9].122
Catechin 2289 20.86 11372 13.175 19.18 2842
Catechol 9708 57.81 25.06 63.632 53.76 6.79
Procyanidin B2 3.204 1.94 0.910 1338 2.234 0727
Kafeik Asit 2352 2.003 1.289 227N 1.730 0.574
Epicatechin 1315 2.172 2.0783 3.136 1.507 0825
Klorogenik Asit 286.23 215.56 99 677 16433 231.66 64.01
Procyanidin Trimer 1.164 1279 0.795 1.366 1.835 0470
p-coumaric Asit 599 545 2.802 4,048 5.869 1.908
Ferulik Asit 230 7.040 1.356 2488 2343 0.616
Floretein glikozit 9.585 7.200 3.19 5.263 7613 2.507
Floridzin 204 166.08 70.145 15325 179.02 59.54
o-coumarik Asit [.128 1.561 0.468 0.871 1.014 0.342
Toplam Fenolik Madde* 955.83 776.61 446.05 66235 882.17 336.24
Toplam Fenolik Madde** 1200 1038 539 898 1049 391

¥ HPLC ile belitlendi

** Folin Cioceltau yintemi ile belirlendi.
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Cizelge 5. Elma suyu konsantresi fenolik bilegikleri ve kaynak verileri ile kargifagtirilmas: (n=6)

FENOLIK DEGISIM SINIRLARI St. VK KAYNAK VERILERI (Cizel. 1)
BILESIKLER (mg/L) Min. Max. Ort. Sapma (%) Min. Max. Ort.
QUERCETIN 784 1913 1339 460 3435 - - -
GALLIK ASIT 592 190.8 1369 556 40.61 - - -
CATECHIN 1137 2842 1932 631 32.66 0.5 286 1246
CATECHOL 68 97.10 5070 31.50 62.13 28 14.0 84
PROCYANIDIN B2 0.727 3204 1.725 0.928 53.79 8¢ 232 7481
KAFEIK ASIT 0.574 2352 1.703 0.675 39.63 52 191 121.5
EPICATECHIN 0.825 3.136 1.839 0.808 4393 22 240.1 62.24
KLOROGENIK ASIT 64.0 286.2 1769 84.0 47.48 8.8 3426 12975
PROCYANIDIN TRIMER 0.470 1.835 1.151 0474 41.18 - - -
p-COUMARIK ASIT 1.908 5.990 4.345 1.712 3940 1.1 22 13.52
FERULIK ASIT 0.616 7.040 2.691 2.250 8361 40 8.0 6.0
FLOROTEN GLUKOQZIT 251 9.50 5.89 274 46.51 10.0 30.0 200
FLORIDZIN 59.5 204 1387 597 43.04 33 56.0 20.06
9-COUMARIK ASIT 0342 1.561 0.894 0.451 5044 - - -
TOPLAM FENOLIK

MADDE 287.242 1032.52 676.65 - - - - -

Cizelge S'de goriildiigi gibi kaynak verilerinde quercetin ile ilgili bilgi bulunmamaktadir. Bui aragtirma-
da quercetin 78.4-191.3 mg/L sinirlan arasinda belirlenmigtir.

ELMA SUYU KONSANTRESI (ESK) ORNEKLERININ TOTAL SINNAMIK ASIT DUZEYI
Analize alinan elma suyu konsantrelerinde saptanan total sinnamik asit miktarlan Cizelge 6'da sunul-
mustur.

Cizelge 6. Elma suyu konsantrelerinin total sinnamik asit miktar:

Elma Suyu Klorogenik Kafeik p-cournaric o-coumaric Ferulik Top. Sinna-
Konsantresi Asit Asit Asit Asit Asit mik Asidler
Kodu (mg/L) (mg/L} {mg/L} (mg/L) (mg/L) (mg/L}

El 286.23 2352 599 1.128 230 297.90

E2 21526 2.003 545 1.561 7.040 231.31

B 99.677 1.289 2802 0468 1336 105.56

E4 16433 2271 4.048 0.871 2488 174.01

E5 231.66 1.730 5869 1.014 2343 242.61

E6 64.01 0.574 1.908 0342 0.616 66.64

Cizelge 6'da gbrild(gi gibi total sinnamic asit miktar 66.64-297.90 mg/L dizeyinde degisim gdster-
mektedir. Toplam sinnamik asit dizeyi agisindan bulgular SPANOS et. al (199Q) ile uyumludur,
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ELMA SUYU KONSANTRELERiINiIN (ESK) PROCYANIDIN KOMPOZiSYONU
Elma suyu konsantrelerinin prosiyanidin kompozisyonu Tabio 7'de sunulmugtur.

Cizelge 7. Elma suyu konsantrelerinin procyanidin kompozisyonu

Elma Suyu | Procyantdin Caltechin Procyanidin Epicatechin Toplam
Konsantresi | B2 (mg/L) Trimer (mg/L) Procyanidinler
Kodu {mg/L) {mg/L) {mg/L)

El 3204 22.89 1.164 1315 28.573

E2 1.940 20.86 1279 2.172 26.251

B3 0910 11372 0.795 2078 15.155

E4 1.338 13.175 1366 3.136 19.015

E5 2234 19.18 1835 1.507 24756

E6 0.727 2842 0470 0.825 30442

Cizelge 7'de gbrildixgd gibi Tirk elma suyu konsantrelerinde procyanidin miktar 15,165-30.442 mg/L
simidan arasinda degisim géstermektedir. Toplam procyanidin miktan, kaynak bulgulan ite uyumludur {SPA-
NOS et. al, 1990).

TESEKKUR

Bu galismanin yiritilmesinde her tardl yardimi yapan Prof. Dr. Tomohiko Meri'ye, prosiyanidin stan-
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