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oz

Kirmizi pancar, gida endustrisinde yaygin olarak kullanilan dogal renk maddesi olan betaninin en 6nemli
kaynagidir. Konsantre ya da toz formda arz edilen bu gida renklendiricisi icin ilk Gretim basamag kirmizt pancar
suyu tiretimidir. Bu galismanin amaci, yitksek verimlilikte kirmiz1 pancar suyu eldesinde presleme 6ncesi enzim 6n
uygulamasinin ve bu islemde ortam pH degeri, sicakligl, enzim orani ve siirenin etkilerinin belirlenmesidir. Bu
kapsamda, ilk asamada farkli pH (2.5-5.0) ve sicaklik (30-60 °C) degetletinde enzim ilavesinin (Pectinex Ultra SP-
L) etkileri degerlendirilmis; ikinci asamada enzim orani ve islem siiresinin etkileri yanit ytzey yontemi (RSM)
kullantlarak belirlenmistir. Enzim 6n uygulamasi sonrasinda pres veriminin %17 arttgt bulunmustur. Optimum
kosullar olan 3.0 pH degeri, 50 °C sicaklik, 75.8 poligalakturonaz birimi (PGB)/g enzim orani ve 48 dk.’lik islem
suresi sonunda meyve suyu vetimi %34.7, betanin miktart 106.0 mg/100 g, toplam fenolik madde miktar1 245.2
mg GAE /100 g, antioksidan kapasite degeti ise 47.0 pmol TE/100 g olarak belitlenmistit.

Anahtar kelimeler: Kirmizi pancar, enzimatik islem, meyve suyu verimi, betanin, fenolik madde, antioksidan
kapasite

ENZYMATIC PRE-TREATMENT IN RED BEET JUICE PRODUCTION: THE
EFFECT OF PROCESS VARIABLES ON JUICE YIELD, BETANIN CONTENT,
TOTAL PHENOLIC COMPOUND AND ANTIOXIDANT CAPACITY

ABSTRACT

Red beet is the most important source of betanin, a natural colorant commonly used in the food industry.
The first production step for this food colorant presented in concentrated or powder form is the
production of red beet juice. The aim of this study is to determine the effect of enzyme pre-treatment
prior to pressing step in the production of high-yield red beet juice and, that of pH, temperature, enzyme
ratio and processing time. In this context, the effect of enzyme addition (Pectinex Ultra SP-L) were
evaluated at different pH values (2.5-5.0) and temperature (30-60 °C); and in the second step, the effects
of the enzyme ratio and processing time were determined using the response surface methodology (RSM).
Enzyme pre-treatment increased press yield by 17%. Under the optimum conditions which are 3.0 pH
value, 50 °C temperature, 75.8 polygalacturonase unit (PGB)/g enzyme ratio and 48 min processing time,
the fruit juice yield was 34.7%, the betanin content was 106.0 mg/100 g, the total phenolic content was
245.2 mg GAE/100 g and the antioxidant capacity was determined as 47.0 pmol TE/100 g.
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GIRIS
Gida formilasyonlarinda kullanilan sentetik renk
maddelerinin saglk tzerine olast zararli etkileri
nedeniyle  dogal  gida  renklendiricilerin
kullanimina olan ilgi giin gectikge artmaktadir
(Turp vd., 2016; Gasztonyi vd., 2001). Kirmizi
pancat (Befa vulgaris 1..), dogal gida renklendiricisi
olarak kullanilan betalain pigmentlerine sahiptir
(Ravichandran vd., 2013; Ozcan ve Ersus, 2018).
Betalainler suda ¢Ozlnebilen ve azot iceren
betalamik asit tiirevi dogal pigmentlerdir. Dogal
kirmizt renk verici betalainlerin ana kaynagt
kirmizt  pancar koékiadir (Tekin vd., 2018).
Betalainler, pancar suyu konsantresi veya pancar
suyu tozu seklinde gida, ilag ve kozmetik
endistrilerinde  dogal katki maddesi olarak
kullanilabilmektedir (Kaya ve Baysal, 2010).
Betalainlerin serbest radikal temizleyici etkileri ile
oksidatif stresle iligkili hastaliklara karst koruma
sagladigr (Gliszczynska-Swiglo, 2006); ¢ok yitksek
dozlarda (5 g/kg vicut agirligr) dahi toksik etki
gostermedigi  bildirilmektedir (Wiczkowski vd.,
2018). Betalainlerin E-162 kodu ile dogal gida
boyast olarak kullanimi Avrupa Birligi tarafindan
onaylanmustir (Kaya ve Baysal, 2010).

Kirmiz1 pancarin dogal pigmenti olan betalainler,
betasiyaninler  (kirmizi-mor  pigmentler) ve
betaksantinler (sari-turuncu pigmentler) olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir (Cardoso-Ugarte vd.,
2014;). Antosiyaninler en yaygin kullanilan dogal
pigmentler olmasina ragmen, betalainler pH ve
sicaklik degisimlerinde cok daha stabildir. Betalain
pigmentlerinin  stabilitesi; iceriginde bulundugu
trtiniin sicakligina, 1sil islem stiresine, ortam pH
degerine ve su aktivitesine baglidir (Nemzer vd.,
2011).

Meyve suyu tretiminde pres verimini artirmak,
hiicre igerisinden maddelerin  pres suyuna
gecmesini saglamak amaciyla ¢ok gesitli enzimler
kullandmaktadir  (Sandri vd., 2011). Kirmiz
pancardan betalainlerin elde edilmesinde enzim
destekli ekstraksiyon yontemleri, geleneksel
ekstraksiyon yontemlerine karst alternatif olarak
karsimiza ¢tkmaktadir (Puri vd., 2012). Pektinaz,
selilaz ve hemiselilaz gibi enzimler, hiicre
duvarint yitkmak ve meyve suyu ekstraksiyon
verimini arttirmak icin meyve suyu endustrisinde

yaygin olarak kullamlmaktadir. Kirmizi pancar
dokusu, bircok  sebzenin  aksine  pektin
makromolekiillerini arabinoz aracilifiyla capraz
baglayan ve bunlart hiicre ¢ceperine tutturmak icin
kullantlan ferulik asidi i¢ermektedir (Zhao vd.,
2008). Yiiksek ferulik asit icerigine sahip kirmizi
pancar hiicre duvarinin stki hiicresel yapist
nedeniyle ekstraksiyon isleminde ek bir basamak
olarak enzim uygulamasi gerekli gérilmektedir
(Fissore vd., 2012). Kirmiz1 pancarin bu 6zel
morfolojik yapisindan dolay1 optimum enzimatik
islem  kosullarinin  olusturulmast  oldukeca
o6nemlidir (Dongowski, 2001).

Bu calismada, kirmizi pancardan dogal renk
maddesi tretiminde ilk asama olan meyve suyu
prosesinde poligalakturonaz, hemiseliilaz, selilaz,
proteaz ve amilaz karigimi ‘miks’ ticari enzim olan
Pectinex Ultra SP-L kullanimimnin meyve suyu
verimi, betanin miktari, toplam fenolik madde
miktar1  ve antioksidan kapasite degerleri
Uzerindeki etkileri incelenmistir. Ayrica, pH,
sicaklik, enzim orami ve sire degiskenleri ele
alinarak optimum islem parametreleri
belitlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal ve Kimyasallar

Calismada kullanilan kirmizt pancar (Beta vulgaris
L.) yerel marketten temin edilmis ve islemlere dek
+4 °C’de bekletilmistir. Islemlerde ve analizlerde
kullamilan sitrik asit Smart Kimya Ltd. S$ti.
(Turkiye)’den,  trifloroasetik  asit, sodyum
hidroksit, Folin-Ciocalteu  ayraci, sodyum
karbonat ve LC saflikta su Merck (Almanya)’ten;
betanin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), gallik
asit, troloks ve LC saflikta asetonitril ise Sigma-
Aldrich (ABD)’ten temin edilmistir. Calismada
kullandan  Pectinex  Ultra  SP-L  enzimi
Novozymes (Danimarka) tarafindan saglanmistir.

Kirmiz1 pancarin ve tampon ¢ozeltilerinin
islemlere hazirlanmasi

Kirmizi pancar ilk olarak sap ve gdvdesinden
ayrilmig, yikanmus ve kabuklari soyulmustur.
Ardindan sebzenin lifli yapist gbz Oniinde
bulundurularak tiim parcalarin homojen olmast
saglanacak sekilde dograma ve rendeleme islemi
gerceklestirilmistir. Tslemlerde kullanilan 2.5, 3.0,
3.5, 4.0, 4.5, 5.0 pH degerlerine sahip farkls
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¢ozeltilerin  hazirlanmasinda  gerekli sitrik asit
konsantrasyonlar sirasiyla 2.00, 1.45, 0.83, 0.49,
0.37,0.25 g/L olarak 6n calisma ile belitlenmis ve
¢ozeltiler giinlik hazirlanmigtir.

Kirmizi pancar suyu iretiminde pH
degerinin ve sicakligin etkilerinin
belirlenmesi

Bu agamada presleme Oncesi enzimli ve enzim
kullanilmadan islemler uygulanmis ve her iki
kosulda farkh pH degetlerinin (2.5, 3.0, 3.5, 4.0,
4.5 ve 5.0) ve sicakliklarin (30, 35, 40, 45, 50, 55
ve 60 °C) etkileri ayrt ayri incelenmistir. Bu
kapsamda deney planina gére taze hazirlanmus
100 mL sitrik asit ¢Ozeltisi kapakli cam sise
icerisinde  Oncelikle su banyosunda deney
sicakligina ulasincaya kadar isiilmis, ardindan
sirastyla gram 6rnek basina 95 PGB enzim (Enzim
laveli plan ic¢in) ve 50 g parcalanmis kirmuzt
pancar siselere aktarilmistr. Siseler, calkalamalt su
banyosunda 60 dk. stre boyunca bekletilmis,
ardindan 30 2 °C’ye sogutulmus ve pres kalibi
(325 kg/m?) ile sizme bezi kullanilarak kirmizi
pancar suyu elde edilmistir. Elde edilen meyve
sular1 ile 6nce meyve suyu verimi belirlenmis;
daha sonra diger analizler icin numuneler -20
°C’de saklanmigtir.

Kirmizi pancar suyu iiretiminde enzim
oranmnin ve islem siiresinin etkilerinin
belirlenmesi

Kirmizt pancardan enzimatik islemle meyve suyu
eldesinde enzim oraninin ve islem siresinin
etkileri yanit ylizey metodu (Response surface
methodology, RSM) kullanilarak merkezi timlesik
dizayn (Central composite design, CCD) ile
incelenmis ve ayrica optimum enzimatik islem
kosullari da belirlenmistir. Bagimsiz degiskenlerin
alt ve ust limitleri (Enzim orant: 21.3 - 85.1
PGB/g; sire: 5 - 55 dk) 6n denemeler ile
belirlenmis; ortam pH degeri ve sicakligt bir
onceki deneysel veriler dikkate alinarak sabit
tutulmustur. Ucii merkez nokta olmak iizere 11
deneyden olusan deneysel tasarimin bagimlt
degiskenleri meyve suyu verimi, betanin miktari,
toplam fenolik madde miktart ve antioksidan
kapasite olmustur. Calkalamali su banyosunda
gerceklestirilen islemlerin  sonunda uygulanan
presleme ve filtrasyonun ardindan meyve suyu

elde edilmistir. Elde edilen meyve sulari ile 6nce
meyve suyu verimi belitlenmis; daha sonra diger
analizler icin numuneler -20 °C’de saklanmustir.

Analizler

Meyve suyu verimi

Presleme ve filtrasyon sonunda elde edilen meyve
sularinin agirhigt (my), islemlerde kullanilan ¢ozelti
miktart (mp) ve kirmizi pancar agirhigi (mo = 50 g)
kullanilarak asagidaki bagintiyla meyve suyu
verimi (MSV) hesaplanmistir  (Khandere vd.,
2011):

MSV (%) = [(m — m5)/mg] x 100

Betanin miktarinin belirlenmesi

Kirmiz1 pancar sularinda betanin miktarst HPLC
metodu ile belitlenmistir  (Guneser, 2016).
Oncelikle elde edilen meyve sular1 0.45 um PVDF
filtreden  gecirilerek ~ HPLC (Shimadzu
Prominence LC20A)’ye enjekte edilmek tzere
viallere aktarilmistir. UV dedektér (Shimadzu
SPD-20A) ve ters faz C18 kolonun (250 mm x
4.60 mm x 5 pm) kullanildig1 calismada izokratik
mobil faz %0.5 trifloroasetik asit ¢ozeltisi ve
asetonitril 90:10 (v:v) olmustur. Analiz 540 nm’de,
1 mL/dk. akis hizinda ve 20 °C kolon sicakliginda
gergeklestirilmistir. Betanin standardi kullanilarak
tanilama ve miktar analizi yapilmis ve sonuclar
mg/100 g olarak hesaplanmigtir.

Toplam fenolik madde

Toplam fenolik madde analizi, spektrofotmetrik
Folin-Ciocalteu yontemine gore gerceklestirilmis-
tir. Kirmizi pancar suyundan 30 pl. alinip, 2.37
ml deiyonize su ve 150 upL Folin-Ciocalteu
reaktifi ile oda sicakliginda karstirilmis  ve
karanlkta 8 dk. bekletilmistir. Ardindan 450 pL
doygun sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenmis ve
vortekslenerek karistirdmistir. Etivde 40 °C
sicaklikta 30 dk. bekletilen karisimin 750 nm dalga
boyundaki absorbans degeri UV-VIS
spektrofotometre (Shimadzu V-1800, Japonya) ile
Olctilmistir.  Standart  kalibrasyon  egrisi
olusturmak icin farkli konsantrasyonlarda gallik
asit ¢ozeltileri (50 — 500 mg/L) kullanilmis ve
analiz ayn1 sartlarda gerceklestirilmistir. Sonuglar,
‘mg gallik asit esdegeri (GAE)/100 g’ olarak
hesaplanmustir (Yilmaz ve Ersus Bilek, 2018).
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Antioksidan kapasite

Antioksidan  kapasite DPPH  yoéntemi ile
belitlenmistir (Kim vd., 2002). Oncelikle 0.1 mL
meyve suyu uzerine 2.9 mlL 0.1 mM etanolde
hazirlanmis DPPH ¢6zeltisi eklenip calkalanmis
ve oda sicakliginda, karanlikta 30 dk.
bekletilmistir. Ardindan absorbans degeri, 517 nm
dalga boyunda UV-VIS spektrofotometrede
(Shimadzu  V-1800, Japonya) Ol¢ilmistir.
Kalibrasyon  egrisi, Ornek  yerine  farkls
konsantrasyonlarda troloks kullanilarak, ayni
analiz kosullarinin  gerceklestirilmesi ile elde
edilmistir. Sonuglar ‘umol Troloks esdegeri (TE)/
100 g 6rnek’ cinsinden ifade edilmistir.

Istatistiki analiz

Verilerin istatistiki degerlendirilmesi SPSS paket
programi  (SPSS 7.0, ABD) kullaniarak
yapimistir. Elde edilen verilerde, sonuglar tizerine
parametrelerin etkisi varyans analizi (ANOVA) ile
tespit edilmistir (P <0.05). Optimizasyon, Design-

Expert (Design-Expert 7.0, USA) istatistik
programi  kullanidarak yanit yizey metodu
(Response  Surface  Methodology, =~ RSM)

uygulanarak yapilmistir. Deneysel veriler ikinci
derece polinom modeline O6rtistirilmis  ve
regresyon katsayilart coklu dogrusal regresyon ile
elde edilmistir:

k-1

k K K
Y =B +Zﬁ’ixi +Zﬁ’iixiz + Z-Zﬁ’ijxixj
i=1 i=1

Burada Y tahmin edilen bagimli degisken; X; ve
X, Y degerini etkileyen bagimsiz degiskenler (7 #
s Bo, By Bin By sirastyla kesisim, dogrusal, ikinci
dereceden ve etkilesim terimlerinin regresyon
katsayllaridir; & ise degisken sayisini ifade
etmektedit.

Modelin dogrulugu, programin ANOVA ¢iktilar
olan uyum eksikligi (lack of fit), uyum katsayist
(R?) ve Fisher test degerine (F-degeri) gore
degerlendirilmistir.

SONUC VE TARTISMA

pH degeri ve sicakligin meyve suyu verimine

etkileri

Bu calismanin ilk asamasinda, presleme Oncesi

enzim 6n uygulamasinda enzim aktivitesini

dogrudan etkileyen parametreler olan ortam pH
40

=1 =
i<j

degeri ve sicakligin etkileri incelenmistir. Bu
kapsamda farkli pH ve sicakliklarda uygulamalar
gerceklestirilmis; ayrica karstlastirma  yapmak
amactyla enzim ilavesiz islemler de aynt kogullarda
degerlendirilmistir. Ortam pH degeri ve sicakligt
carpan etki olarak hem enzim aktivitesini hem de
ekstraksiyon kosullarint dogrudan etkilediginden
meyve suyu verimi baz almnarak bu sekilde bir
karsilastrma  yapilmustir. Enzim  ilavesiz  6n
uygulamada, ortam pH degerinin artmast ile, yani
alkali kogullara yaklastik¢ca pres veriminin azaldig
tespit edilmistir (Sekil 1). pH degeri’nin 2.5’ten
5.0’e yitkselmesiyle meyve suyu verimi %17°den
%7ye dusmustir. pH degerinin dismesi yani
asitligin artmast ile bitki hiicre yapist daha kolay
parcalanmakta ve dolayisiyla pres verimi
artmaktadir (Demir vd., 2004).

is
30 i/_i—\’\!

25

20 -

15 E— — S

# Enzimilaveli

10 —

Enzimilavesiz

Meyvesuyu verimi (%)

2,00 2.50 3.00 3.50 4,00
Ortam pH degeri

4.50 5.00 5.50

Sekil 1. Farkli pH degetlerinde enzimatik ve enzimatik olmayan islemlerin meyve suyu verimi tizerine
etkisi (T = 50 °C)
Figure 1. Effect of engymatic and non-enzymatic treatments on fruit juice yield at different pH values (I' = 50 °C)
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Aynt ¢alisma kosullarinda enzim ilavesi (Pectinex
Ultra SP-L) ile gerceklestirilen islemlerde ise
verimin ~ %17.5ten  %34.5¢  yikseldigi
belirlenmistir. Enzim ilavesiz uygulamaya kiyasla
enzim aktivitesinin pH degerine bagl olarak
degismesi pres veriminin asidik kosullardan
etkilendigini gostermistir. pH degerinin 2.5’ten
3.0’ yitkselmesiyle pres veriminin arttigt ve bu pH
degerinde en yiiksek degerin elde edildigi tespit
edilmigtir. pH 3.0 degerinden alkali ortama
yaklastitkca ise tipki enzim ilavesiz islemlerde
oldugu gibi pres veriminin 6nemli dl¢tide azaldigt
belirlenmistir. Burada hem artan pH degerinin
enzim aktivitesini duUsirmesi hem de alkali
kosullarin ekstraksiyon verimini azaltmast verim
distisintin nedenleri olarak gosterilebilir (Belwal

vd., 2016; Li vd., 2018); ancak enzim 6n
uygulamast tim pH degetlerinde enzim
ilavesizlere kiyasla yiiksek pres verimi saglamistir.
Enzim 6n uygulamasiyla pres veriminin artmast,
bitki hiicre duvarinda bulunan = seliloz -
hemiseliloz - pektik madde kompleksinin ticari
miks enzim olan ‘Pectinex Ultra SP-I’
katalizorligiinde pargalanmasindan
kaynaklanmaktadir (Khandare vd., 2011). Her ne
kadar Pectinex Ultra SP-L enziminin aktif pH
calisma araliginin 4 ila 9 arasinda oldugu rapor
edilmis olsa da (Anonim, 2015); bu ¢alismada elde
edilen sonuglara gére kirmizi pancardan en yitksek
meyve suyu veriminin elde edildigi pH degerinin
3.0 oldugu tespit edilmistir.

40
= 35
<
< /Y/—.ﬂ\.
=
225 -
z 2°
= 20
= AT = + Enzim ilaveli
Z15 ’/ /X 2
@ Enzimilavesiz
E-, 10 = -
= 5

0

25 35 45 55 65
Si1cakhik (°C)

Sekil 2. Farkli sicakliklarda enzimatik ve enzimatik olmayan islemlerin meyve suyu verimi tizerine etkisi
(pH: 3.0)
Figure 2. Effect of engymatic and non-engymatic treatments on fruit juice yield at different temperatures (pH: 3.0)

Calismanin ilk asamasinda farkli pH degerlerinin
etkilerinin incelenip optimum pH degeri (pH 3.0)
belirlendikten sonra pH degerinin 3.0 oldugu
kosulda farkli sicakliklarin pres verimine etkisi
incelenmistir. Sonuglar incelendiginde, enzim
ilavesiz islemde sicakligin artisiyla baglangicta pres
veriminin ¢ok hizl arttig1, 50 °C ve tizerinde verim
artisinin - sabitlendigi anlasimaktadir (Sekil 2).
Enzim ilavesiz 30 °C sicaklikta %9 pres verimi
elde edilitken; 60 °Cde verim %18 olmustur.
Kirmizt pancardan meyve suyu Uretiminde enzim
6n uygulamasinda sicakhigin  etkisi 6nemli
bulunmustur (P <0.05). Enzim ilavesi ve
sicakligin ytikselmesi ile meyve suyu veriminin

belitli bir noktaya kadar (30 - 50 °C) artug,
sticakligin daha da yikselmesi e (55, 60 °C)
verimde  belirgin = bir  azalma  oldugu
bulgulanmustir. 30 °C sicaklikta 95 PGB/g enzim
6n uygulamast sonucu %11 pres verimi
saglanirken; aynt kosulda 50 °C’de pres verimi
%34.7 olarak belirlenmistir. Yiksek sicakliklarda
protein denatiirasyonu sonucu enzim aktivitesi
azalmakta ve boylece pres verimi de azalmaktadir
(Sagu vd., 2014). Enzim 6n uygulamasinin tim
sicaklik degerlerinde pres verimini enzim ilavesiz
(kontrol) islemlere kiyasla artirdigy; en yiiksek pres
veriminin de 50 °C’de enzim 6n uygulamasinin
gerceklestirildigi  isleme ait oldugu  tespit
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edilmistir. Literatiir incelendiginde, farkli bitki
materyalleri icin optimum enzimatik islem
sicakliginin bitki ve kullanilan enzim ¢esidine baglt
olarak  degistigi  anlasilmaktadir.  Pitayadan
Pectinex Ultra SP-L.  enziminin kullanildigt
calismada 40 °C (Truong vd., 2016), kayis1 ve
armuttan Pektinaz enzimi ile 40 °C (Joshi vd.,
2011), kakuleden Celluclast 1.5 L enzimi ile 45 °C,
scker otundan selilaz enzimi ile 50 °C; pektinaz
ile 45 °C; hemiseltlaz ile 60 °C (Puti vd., 2012) en
uygun sicakliklar olarak tespit edilmistir. Pectinex
Ultra SP-L’nin kullanildig1 diger calismalarda ise
yesilbiberde 50 °C (Baby ve Ranganathan, 2016a),
kakulede 50 °C (Baby ve Ranganathan, 2016b),
malay elmasinda 30 °C (Minh vd., 2014) en uygun
sicaklik dereceleri olarak rapor edilmistir.

Enzim konsantrasyonu ve iglem siiresinin
etkileri

Calisma kapsaminda, kirmizi pancarda presleme
oncesi enzim 6n uygulamast i¢in optimum pH
degeri ve sicakligin belirlenmesinin ardindan farkls
enzim konsantrasyonu ve stirelerde
gerceklestirilen enzimatik islemlerin meyve suyu
verimi, betanin miktarr, TFM (Toplam fenolik
madde) miktar1 ve TEAK (Troloks esdegeri
antioksidan kapasite) lzerindeki etkileri yanit
yiizey yontemi (RSM) ile degerlendirilmistir. Uct
merkez noktast olmak Gzere 11 deney
gerceklestirilmis;  sonuclar  Cizelge — 1°de
sunulmustur. Enzim orant 21.3 - 85.1 PGB/g ve
5 - 55 dk. uygulama stiresi araligindaki sonuglar
incelendiginde, meyve suyu veriminin %028.8 ile
%34.4; betanin miktarinin 71.3 ile 108.2 mg/100
g; TFM miktarinin 102.8 ile 245.1 mg GAE/100
g; TEAK degerinin ise 27.4 ile 46.6 pmol TE /100

g arasinda degistigi goriilmektedir.

Gizelge 1. Pectinex Ultra SP-L enziminin etkisini beliflemede kullanilan merkezi tlimlesik tasarim ve
analizler sonucu elde edilen bagimli degiskenlere ait degerler
Table 1. Central composite design used to determine the effect of Pectinex Ultra SP-L enzyme and obtained results
belonging to depended variables

Bagimsiz degiskenler Bagimli degiskenler
Independent variables Dependent variables
Enzim oran1  Siire | Meyve suyu verimi ~ Betanin TFM TEAK
Deney No*
(PGB/g™  (dk.) (%) (mg/100 ¢) (mg GAE/100 g) (umol TE/100 g)
Excperiment Engyme ratio  Time Juice yield Betanin TFEM TEAK
No* (PGB/g)™  (min) (%) (mg/100g)  (mg GAE/100 g)  (umol TE/100 g)
1 53.2 5 28.8 79.2 102.8 30.9
2 75.8 48 34.5 108.2 245.1 46.6
3 75.8 12 30.6 78.6 182.4 33.1
4 30.6 12 29.1 71.3 100.9 27.4
5 53.2 30 32.7 92.4 225.4 35.6
6 53.2 55 34.4 103.2 235.4 447
7 30.6 48 32.8 91.5 210.6 36.8
8 53.2 30 33.0 90.2 218.9 40.1
9 53.2 30 33.3 89.7 213.1 37.3
10 85.1 30 33.6 93.1 239.9 42.8
11 21.3 30 30.7 86.4 185.1 30.8

*Harmanlanmis sira

“PGB: Poligalakturonaz birimi
*Randomized order

**PGB: Polygalacturonase unit
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Varyans  analizi  (ANOVA) sonuglart  ve
modellerin regresyon katsayilart Cizelge 2’de
sunulmustur. Bagimsiz degiskenlerin  degisen
given araliklariyla tim  bagimli  degiskenler
tzerinde 6nemli etkileri oldugu belitlenmistir.
Regresyon modeli tarafindan belirlenen toplam
degiskenlerin oranini temsil eden uyum katsayist
(R? (Afshar ve Baniasadi, 2018) degerleri, meyve
suyu vetimi, betanin miktar;, TFM ve TEAK
degerleri icin sirastyla 0.9922, 0.9282, 0.9860 ve
0.9594 olarak belirlenmistir. R? degerlerinin 1’e
yakin degerler olmasi (Lee ve ark, 20006) ve yiiksek
Fisher test degerleri (F- degeri) modellerin verileri
yeterince temsil ettigini géstermektedir.

Cizelge 2 incelendiginde, enzim orant ve siirenin
meyve suyu verimi tzerindeki etkileri istatistiki
acidan 6nemli bulunmustur (P <0.001). Bu
parametrelerin ~ ikinci  derece etkilerine
bakildiginda meyve suyu verimi tizerindeki negatif
etkilesimi istatistiksel acidan anlamli oldugu
belirlenmistir (P <0.01). Enzim oranmnin artmast
ile birlikte bitki htcre duvart daha kolay
parcalanmakta béylece meyve suyu verimi
artmaktadir. Enzim orani belirli bir degerin
lzerine ¢tktiginda pres verimi artis hizinda azalma

gozlenmistir. Bunun nedeni enzimin etki
edebilecegi substrat miktarinin azalmast veya
enzimlerin degrade olmasi sonucunda verimde
distis meydana  getitmesidir  (Baby  ve
Ranganathan, 2016a). Enzim orant (P <0.05) ve
stirenin (P <0.001) betanin miktart tUzerindeki
etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Enzim orani ve uygulama siiresinin artmast ile
beraber kirmizi pancarda betanin miktarinin
artugl gorilmistir. Enzim orant ve sirenin (P
<0.001) TFM miktar1 Uzerindeki etkileri ile
beraber bu parametrelerin negatif yonlii etkisi (P
<0.05) ve siirenin ikinci dereceden negatif etkisi
(P <0.001) istatistiksel acidan  Snemli
bulunmustur.  Kirmizi  pancardaki  yiiksek
antioksidan kapasite degerinin icermis oldugu
betalain pigmentlerinden kaynaklandigt rapor
edilmistir (Kanner vd., 2001; Mikolajczyk-Bator
ve Czapski, 2017). TEAK degeri tizerindeki enzim
orant (P <0.01) ve strenin (P <0.001) etkisi
istatistiki acidan anlamlit bulunmustur.  Bir
modelin  deneysel veriler icin uygunlugunu
gosteren uyum eksikligi (lack of fit) testine gore,
tim bagimh degiskenlerin  uyum  eksikligi,
istatistiki acidan Onemsiz (P >0.05) olarak
belirlenmistir.

Cizelge 2. Pectinex Ultra SP-L uygulamasinin yanit ylizey metoduna (RSM) ait istatistiki analiz sonuglar
ve model katsayilari
Table 2. Statistical analysis results and model coefficients belonging to response surface methodology (RSM) of Pectinex

Ultra SP-L treatment
Model parametreleri Katsayt  Meyve suyu verimi ~ Betanin TFM TEAK
Model parameters Coefficient Juice yield Betanin TFM TEAK
Kesisim / Intercept Bo 23.13"* 63.89* -64.45%* 18.07*
Dogrusal / Linear
Enzim orani, A / Engyme ratio, A B1 0.13* 0.27* 2.96" 0.26™
Siire, B / TZ.”%’, B ook ko ok ok
Etkilesimli / Interaction P2 0.24 0.38 9.21 0.22
AxB B12 1.19x104 5.86x103 -0.03* 2.55x10-3
Tkinci derece / Second order
A2 Bt -9.03x10-4* -2.48x103  -9.46x103 -1.50x10-3
B2 B2z -2.30x10-3** -1.70x103  -0.08"*  -8.6x10*
R2 0.9922 0.9282 0.9860 0.9594
Ayatlanmis R2 / Adjusted R? 0.9844 0.8563 0.9720 0.9187
p-degeti / p-value <0.0001 0.0069 0.0001 0.0017
F-degeti / F-value 126.81 12.92 70.31 23.61
Uyum eksikligi / Lack of fit 0.7026 0.0784 0.2944 0.8070

Onem diizeyleri: *P <0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Model denklemi: Y =y + A + 2B + §5C + Bi2(AxB) + B13(AxC) + Bos(BxC) + p12.47 + o2B? + 357

Significance level: *P <0.05; *¥P<0.01; ***P<0.001

Model equation: Y = By + 1A + B2B + B5C + B12(AxB) + B13(AxC) + fo3(BxC) + B11.A7 + fo:B? + B55C
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Bagimsiz degiskenlerin meyve suyu verimi,
betanin miktari, TFM miktar1 ve TEAK degeri
Uzerine etkileri Sekil 3’te sunulmustur. Enzim
oraninin artigt ile birlikte bagimh  degisken
degerlerinin de belli noktaya kadar artis gosterdigi,
ardindan sabitlendigi g6zlenmistir.  Literatiir
incelendiginde enzim oraninin farkli meyve ve
sebzelerde pres verimini etkiledigini gdsteren
calismalar bulunmaktadir (Sin vd., 2006; Aliaa vd.,
2010; Minh, 2014; Aydin vd., 2018). Bu nedenle
yiksek meyve suyu verimi elde edebilmek icin
kullanilan enzim oraninin belirlenmesi oldukca
o6nemlidir.

Sekil 3 incelendiginde, bagimsiz degiskenlerden
uygulama stresinin artist ile birlikte meyve suyu
verimi ve TFM miktarinda artis saglandigy, belirli
bir noktadan sonra ise sabitlenmenin gerceklestigi
belirlenmistir. Enzimler biyolojik katalizorler olup
meyve hiicre duvarlarini pargalamak i¢in uygun
temas siirelerine ihtiya¢ duymaktadir. Enzim 6n
uygulamasinda ayni enzim oranlarinda uygulama
stureleri karsilastirildiginda stre artisiyla beraber
meyve suyu veriminde de artts gézlenmistir.
Literatiir incelendiginde, farkli bitki materyalleri
icin enzimatik islem stiresinin bitki ve kullanilan
enzim  ¢esidine  baglh  olarak  degistigi
anlasilmaktadir. Dut meyvesinde Pectinex Ultra
SP-Lile 120 dk.; Viscozyme L ile 180 dk. (Nguyen
ve Nguyen, 2018), narda selillaz ile 88 dk. (Li vd.,
2018), beyaz pitayada Pectinex Ultra SP-L ile 40
dk. (Aliaa vd., 2010), muzda pektinaz ile 80 dk.
(Lee vd., 2006) siirelerde optimum verim
saglanmustir.

Kirmiz1 pancarda enzim 6n uygulamasinda, enzim
orant ve uygulama siiresinin artmast ile birlikte
betanin miktarinin da arttgi belirlenmistir (Sekil
3). Literatiir incelendiginde, bitkilerden gesitli
renk maddelerinin kazanimi tzerinde kullanilan
enzim cesidinin etkili oldugu rapor edilmistir
(Santamaria vd., 2000; Landbo ve Meyer, 2001;
Barzana vd., 2002; Lee ve Wrolstad, 2004).

Kirmizt pancarda TEM miktarinin enzim orant ve
uygulama siresi interaksiyonundan etkilendigi
belirlenmistir. Enzim orant ve siirenin artmasiyla
TFM miktarinda artis tespit edilmistir (Sekil 3).
Benzer calismalar incelendiginde bitki ¢esidine

bagli olarak enzimatik uygulamalarda enzim oran
ve islem suresinin TFM miktart tzerinde etkili
olduklar1 bulgulanmustir. Frenk iztimi ve yaban
mersininde Pectinex Ultra SP-L’nin enzim ilavesiz
kontrol ornegine kiyasla TFM miktarint %26
(Buchert ve ark, 2005), kirmizi havugta pektinazin
%27 (Khandare ve ark, 2011), siyah frenk
tziminde Pectinex Ultra SP-L’nin %36 (Landbo
ve Meyer, 2004) oraninda arttirdigt rapor
edilmistir.

Mevcut calismada enzim 6n uygulamasinda ayrt
ayri enzim orant ve siire parametrelerinin TEAK
degeri tzerindeki etkileri istatistiksel agidan
o6nemli bulunmustur. Literatiirle kiyaslandiginda
artan enzim orani ve islem stresinin ¢esitli
bitkilerde pres verimi ile beraber antioksidan
kapasite tizerinde de 6nemli degisiklikler meydana
getirdigi gorilmektedir. Hiinnap bitkisinde %20
pektinaz ve Viscozyme L uygulamasi ile
antioksidan kapasite degerinin 14.8’den  20.9
pumol/mlye yiikseldigi bildirilmistir (Koley vd.,
2011). Ayrica, siyah havugta %0.2 pektinaz ile 30
pmol TE/ml. (Khandare vd., 2011); kirmizt
biberde %0.3 Viscozyme L ile 341.6 umol
TE/100 mL, %0.3 pektinaz ile 294.5 pmol
TE/100 mL TEAK degetleri (Nath vd., 2016)
elde edildigi rapor edilmistir.

Optimizasyon ve verifikasyon

Optimum islem kosullarina ait parametreler
belirlenirken, kirmizi pancardan en yitksek meyve
suyu verimi, betanin miktari, TFM miktar1 ve
TEAK degetlerine ulagtlmast  amaglanmistir.
Cizelge 3 incelendiginde, optimum calisma
kosullar1 75.8 PGB/g enzim konsantrasyonu ve
48 dk. uygulama siiresi olarak belirlenmistir.
Optimum islem kogullart icin givenilirlik degeri
ile wveriler karsilastirildiginda sonuglar arasinda
istatistiki agidan farkliligin bulunmadig (P >0.05)
tespit edilmistir.

Kirmizi pancarda presleme 6ncesi Pectinex Ultra
SP-L kullaniminin meyve suyu verimini 6énemli
Olgtide arttirdi@t tespit edilmistir. Bu kapsamda,
belitlenen optimum pH (3.0) ve sicaklik (50 °C)
degerlerinde  farkli enzim orani ve islem
strelerinin presleme verimi tzerine olan etkileri
RSM ile degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, gida
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endustrisinde meyve suyu uretiminde enzimatik
6n islem uygulamasinin verime olan etkisinin yant
sira  Urlinin diger kalite Ozelliklerine olan
etkilerinin (briks, viskozite, bulaniklik vb.) de goz

zamanda farkli meyve suyu tretim proseslerinde
kullanilan meyvenin ¢esidi ve hiicre yapist g6z
o6ninde bulundurularak her bir enzim i¢in
optimum ¢alisma kosullarinin belitlenmesi 6nem

o6ntinde bulundurulmas: gerekmektedir. Ayni  arz etmektedir.
(a) (b)
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Sekil 3. Pectinex Ultra SP-L uygulamasina ait bagimsiz degiskenlerin meyve suyu verimi, betanin
miktari, toplam fenolik madde (TFM) ve antioksidan kapasite (TEAK) tizerine etkileri

Figure 3. The effects of independent variables belonging Pectinex: Ultra SP-L. treatment on the fruit juice yield, betanin
content, total phenolic compound (I'PC) and antioxidant capacity (IEAC) values

Cizelge 3. Pectinex Ultra SP-L ile islemede en yitksek meyve suyu verimi, betanin miktari, toplam fenolik

madde (TFM) miktari ve antioksidan kapasite (TEAK) degeri icin optimum islem kosullart

Table 3. Optimum processing conditions for highest fruit juice yield, betanin content, total phenolic compound (I'PC) and

antioxidant capacity (I'EAC) values in treatment with Pectinex Ultra SP-L

Pectinex Ultra SP-L Islem Parametreleri

Pectinex Ultra SP-1. Process Parameters Program
Enzim orani  Islem siiresi T Parametre ciktist Deneysc;l sonug
(PGB/g)" (dk.) Givenilirlik Parameter Program EXP;TZ;WCZ/
Enzgyme ratio Process time Desirabili output
(PGB/g)" (i) 4
Meyve suyu verimi (%o) i
Juice yield (%) 34.7 344 %07
75.8 48 0.984 Betanin (mg/100g) 106.0 104.3 £ 49
TFM (mg 6AE/100g) 245.2 2383 £9.1
TEAK (umol TE/100g) 47.0 46.7 £ 3.0

“PGB: Poligalakturonaz birimi
"PGB: Polygalacturonase unit
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