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In this study, fresh apple juice was pasteurized at different amplitudes (60, 80, and 100%), times (5,
10, 15, 20, 25, and 30 min), and temperatures (40, 50, 60, and 70°C) with thermosonication (TS),
which is an alternative to heat treatment. The effect of TS on polyphenol oxidase (PPO), peroxidase
(POD), and phenolic compounds found in apple juice was examined. Phenolic compounds were
investigated using HPLC and FTIR spectroscopy. When looking at the inactivation results, 99% of
the PPO enzyme was inactivated in apple juice after 15 minutes of TS treatment at 100% amplitude
and 70°C, while 94.5% of the POD enzyme was inactivated under similar conditions. 80% amplitude,
60°C, and 15 minutes were detected as the process parameters in which total phenolic content and
antioxidant activity were best preserved. Catechin, epicatechin, chlorogenic acid, caempferol, and
caffeic acid were determined by HPLC as phenolic compounds. When FTIR spectra were examined
no significant change was determined in phenolic compounds. At the same time, the phenolic
compounds determined by HPLC and FTIR seemed to be compatible. Thermosonication can be
recommended as a promising method for the inactivation of enzymes and the protection of bioactive
compounds in apple juice processing.
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Termosonikasyon isleminin ElIma Suyunda Enzim Aktivitesi ve Fenolik
Bilesiklere Etkisi: FTIR ve HPLC Calismasi
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Yapilan bu ¢aligmada 1s1l isleme alternatif termosonikasyon (TS) yontemi ile taze elma suyu farkli
genlik (%60, 80, 100), sicaklik (40, 50, 60 ve 70°C) ve siirelerde (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika)
pastorize edilmistir. Bu yontemin elma suyunda bulunan polifenoloksidaz (PPO) ile peroksidaz
(POD) ile fenolik bilesiklere etkisi arastirilmistir. Fenolik bilesikler HPLC ve FTIR spektroskopisi
kullanilarak belirlenmistir. inaktivasyon sonuglarma bakildiginda elma suyunda %100 genlikte, 70°C
sicaklikta 15 dakika islem sonunda PPO enziminin %99’u inaktif olurken, ayni kosullarda POD
enziminin %94,5’1 inaktif olmustur. %80 genlik, 60°C sicaklik ve 15 dakika toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivitenin en iyi korundugu islem parametreleri olarak belirlenmistir. HPLC ile
belirlenen fenolik bilesikler; katesin, epikatesin, klorojenik asit, kafeik asit ve kamferoldur. FTIR
spektrumlaria bakildiginda fenolik bilesiklerde dnemli bir degisiklik olmadig: belirlenmistir. Ayn1
zamanda HPLC ve FTIR ile belirlenen fenolik bilesiklerin benzer oldugu tespit edilmistir.
Termosonikasyon elma sularmin islenmesinde enzimlerin inaktivasyonu ve biyoaktif bilesiklerin
korunmasinda umut verici bir yontem olarak nerilebilmektedir.
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Giris

Anavatan1 Anadolu, Kafkasya ve Tiirkistan olan elma,
vitaminler, mineral maddeler ve organik asitlerden malik
asit yoniinden zengin bir meyvedir (Anonim, 2016).
Meyvenin sahip oldugu seker ve asit miktar1 lezzet ve
aromasint etkilemektedir. Genellikle elma yapisindaki
toplam seker miktar1 %7-12 arasinda, toplam asit miktar1
ise %0,20-1,70 arasinda degismektedir. Genel olarak elma
suyu aroma agisindan zengin, asit-seker dengesi yeterli,
uygun donemde hasat edilmis elmalardan tretilmektedir.
Bu nedenle elma suyu iiretimi i¢in hasat zamani oldukga
onemli olup, elmalarin sofra olgunlugundan bir 6nceki
donemde hasat edilmesi gerekmektedir. Bu donemde hasat
edilen elmalar aromatiktir (Erdogan ve ark., 2011).
Ulkemizde meyve suyuna islenen meyveler arasinda
birinci sirada yer alan elma %46’lik paya sahiptir (Anonim,
2011). Elma ve elma suyunun i¢eriginde belirlenen katesin,
epikatesin, klorojenik asit, prosiyanidin, floridzin ve
floretinksiloglukozit baslica bulunan fenolik bilesiklerdir
(Karadeniz, 1994). Cesitli hastaliklara karst koruyucu
etkisi olan elmanin lif igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle
kalori degeri diisiik olup, tokluk hissi vermektedir
(Demirtas, 2018).

Hasat1 yapilan meyve-sebzeler iiriine islenerek kaliteyi
olumsuz etkileyen mikroorganizma ve enzimleri inaktive
etmek i¢in ¢esitli islemlere tabi tutulmaktadir. Isil islem
yontemleri (haslama, pastorizasyon veya sterilizasyon)
enzim inaktivasyonu i¢in kullamlan en yaygin
yontemlerdendir. Ancak yiiksek sicakliklar iiriin kalitesini
olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle gidalarin islenmesi
sirasinda kalite ozellikleri (renk, koku, tat) ile besinsel
degerini daha az etkileyecek 1s1l islem yontemleri yerine
alternatif gida muhafaza yoOntemleri tercih edilmeye
baslanmigtir (Demirtas, 2018). Cevreye karst duyarl,
enerji ve zamani daha verimli kullanan, 1sil isleme
alternatif yontemlerden bazilari VEA (vurgulu elektrik
alan), ultraviyole 151k, yiiksek hidrostatik basing, 1sinlama
ve ultrason gibi yeni teknolojilerdir. Yiiksek gii¢lii ultrason
dalgalar1, gidalarda enzimlerin ve mikroorganizmalarin
inaktivasyonu i¢in tek basina kullanilabildigi gibi diger
muhafaza yontemleri (sicaklik ve basing) ile birlikte
kombine sekilde de kullanilmaktadir. Bu yontemlerden
birisi termosonikasyondur. Kisaca termosonikasyon (TS),
ultrasonun etkinligini artirmak ic¢in sicaklik ile birlikte
uygulandigr kombinasyonlara denilmektedir (Demirtas,
2018). Frekans araligi 20 kHz-10 MHz araliginda olan
ultrason cihazlar1 gidalarin islemesinde kullanilmaktadir.
Ultrason cihazi kullanimma gore genellikle diisik (1
W/cm?, 100 kHz) ve yiiksek (10-1000 W/cm?, 20-100 kHz)
enerjili ultrason uygulamasi olarak siniflandiriimaktadir.
Diisiik  enerjili  ultrason  uygulamalar1  gidalarda
fizikokimyasal ozelliklerin  belirlenmesinde, yiiksek
enerjili ultrason uygulamalar ise gidalarda enzimlerin ve
mikroorganizmalarin inaktivasyonu i¢in kullanilmaktadir
(Wang ve ark., 2013).

Isil isleme alternatif olarak uygulanan ydntemlerin
etkisinin  belirlenmesi  i¢in  tek  basmma  enzim
inaktivasyonunu belirlemek yeterli degildir. Bununla
birlikte uygulanan islemin gida kalitesi tizerindeki
etkisinin de belirlenmesi olduk¢a dnemlidir. Bu amagla bu
caligmada elma suyuna termosonikasyon igleminin etkisi
arastirilmistir. Elma suyunda enzimatik esmerlesmeye

sebep olarak meyve suyunun renk Kkalitesini etkileyen
Polifenol oksidaz (PPO) ve Peroksidaz (POD) enzimleri
tizerine etkisi inaktivasyon degerleri ile belirlenmistir.
Ayn1  zamanda termosonikasyon yoOnteminin elma
suyundaki fenolik bilesikler iizerine etkisini belirlemek ve
degisiminin incelemek i¢in Toplam Fenolik Madde (TFM)
miktart ve antioksidan aktivite degerleri (ECsp)
hesaplanmistir. Bununla birlikte bu ¢alismada HPLC ve
FTIR spektroskopisi kullanilarak termosonikasyon islemi
ile fenolik bilesiklerin degigimi incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Calismada kullanilan elmalar (Red Chief) yerel
tireticilerden 2018 yilimin Eyliil ayinda taze olarak temin
edilmis ve elma suyu iiretimine kadar buzdolabinda 4°C’de
muhafaza edilmistir. Elmalar yikanip, kurulandiktan sonra
dort parcaya boliiniip pargalayicidan (Arnica Orbital Mix,
Tiirkiye) gecirilmis, daha sonra 4 katl tiilbent ile siiziilerek
elma suyu elde edilmistir. Taze elma suyu kontrol 6rnegi
olarak belirlenmistir.

Termosonikasyon Uygulamast

Taze elma suyunda termosonikasyon uygulamasi igin
UP400S (Dr. Hielscher GmbH, Germany) model ultrason
cihaz1 kullanilmistir. Ultrason cihazinin paslanmaz ¢elik
probu 22 mm ¢apindadir. Bu ucun akustik gii¢ yogunlugu
460 W/cm?dir. Elma suyu 6rneklerine termosonikasyon
islemi farkli genlik seviyeleri (% 60, 80 ve 100), farkli
sicaklik (40, 50 ve 60°C) ve farkl: siirelerde (5, 10, 15, 20,
25 ve 30 dakika) uygulanmigtir. Bununla birlikte yapilan
enzim aktivitesi sonuglarina gore %100 genlik seviyesinde
70°C sicaklik i¢in de termosonikasyon islemi
uygulanmigtir. Cam behere (7 cm x 9,5 cm) 200 ml taze
elma suyu konulmus ve igerisine ultrason probu 2,5 cm
derinlikte daldirilmustir. Islem sirasinda sicakligi kontrol
altinda tutmak igin, cam beher su banyosunun igine
konulmustur. Termosonikasyon islemi esnasinda sicaklik
artisi olacagindan ve bu sicaklik artisi uygulanan gii¢
seviyesine gore degisiklik gostereceginden kullanilan
suyun sicakligi her islem oOncesinde deneysel olarak
belirlenmistir. Dijital termometre kullanilarak islem
strasinda ornek sicakligr siirekli kontrol edilmistir. Elma
suyu Ornekleri, aktivite degerlerinin oOlg¢iilmesi igin
termosonikasyon uygulamasindan sonra hemen buzlu su
banyosuna alinmistir.

Kalan PPO Aktivitesinin Belirlenmesi

Termosonikasyon isleminden sonra kalan PPO
aktivitesi Ol¢iimleri Baltacioglu ve Doganay (2021)
tarafindan kullanilan yonteme gore belirlenmistir. Kalan
enzim aktivitesi kontroliin aktivitesine oranlanarak (%)
belirtilmistir.

Kalan POD Aktivitesinin Belirlenmesi

Termosonikasyon isleminden sonra kalan POD
aktivitesi Ol¢limleri Baltacioglu ve Doganay (2021)
tarafindan kullanilan yonteme gore belirlenmistir. Kalan
enzim aktivitesi kontroliin aktivitesine oranlanarak (%)
belirtilmistir.
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TFM Tayini

TFM tayini Baltacioglu ve Doganay (2021) tarafindan
kullanilan yontem ile belirlenmis, mg GAE (esdeger gallik
asit) / kg yas agirlik (YA) olarak hesaplanmustir.

DPPH Yéntemiyle Antioksidan Aktivite

Antioksidan  aktivite degerleri DPPH radikali
kullanilarak Baltacioglu ve Doganay (2021) tarafindan
kullanilan yontemdeki gibi oOlgililmiistiir. % inhibisyon
esitlik 1°e gore hesaplanmstir:

KA-0A
% =
KA

x 100 1)

KA : Kontroliin absorbansi
OA : Ornegin absorbansi

20, 40, 60, 80 ve 100 pl drnek konsantrasyonuna karsi
hesaplanan % inhibisyon degerleri ile olusturulan grafikten
%50 inhibisyona neden olan ECsy (mg/ml) degerleri
bulunmustur.

FTIR Spektroskopisi ile Fenolik Madde Degisiminin
Belirlenmesi

Bu c¢aligmada fenolik bilesiklerin farkli inaktivasyon
islemleri ile degisimi Fourier Doniisiim Kizil Otesi (FTIR)
spektroskopisi (Bruker, Almanya) ile belirlenmistir. ATR
hiicresi {izerine yerlestirilen dondurarak kurtulmus
orneklerden, 2 cm? ¢oziiniirliikte 128 tarama yapilarak
MIR (400-4000 cm™?) bolgesinde spektrum elde edilmistir.

HPLC Yéntemiyle Fenolik Bilesiklerin Belirlenmesi
HPLC yontemi kullanilarak elma suyunun fenolik
igerigi belirlenmistir (Baltacioglu ve Doganay, 2021).

Istatistik Analizleri

Minitab (18 versiyon, Minitab Inc., State College, PA,
ABD) programi kullanilarak verilerin istatistiksel analizi
gerceklestirilmigtir.  Genel lineer model  verilerin
analizinde kullanilmigtir. Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi
yapilarak uygulamalar arasindaki farkliliklar tespit
edilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmustir.

Bulgular ve Tartisma

Termosonikasyon yontemiyle PPO Inaktivasyonu

Ultrasonun  enzim  aktivitesi {izerine etkisini
belirlenmek i¢in farkli genlik, farkli sicaklik ve farkli
sirelerde  elma suyuna termosonikasyon iglemi

uygulanmistir. Islem Oncesi ve sonrast PPO aktivitesi
belirlemistir. Kalan enzim aktivitesi kontrol 6rneginin
aktivitesine oranlanarak (%) Dbelirtilmistir.  Farklt
kosullarda termosonikasyon islemi gerceklestirilmis
orneklerde belirlenen kalan PPO aktivitesi Sekil 1° de
gosterilmektedir. Genellikle her bir genlik degerinde
sicaklik ve siire artis1 ile PPO aktivitesi azalmistir. Tek
basina sicaklik ve siire ile sicaklik ve siire
interaksiyonunun PPO aktivitesi iizerine etkisi istatiksel
acidan 6nemlidir (P<0,05).

Sekil 1°e gore %60 genlikte 40°C ve 50°C i¢in 5 dakika
islem siiresinin PPO inaktivasyonuna etkisine bakildiginda
istatiksel agidan anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir
(P>0,05). Ayni1 genlikte 40°C derece igin 15 ve 30 dakika

islem siireleri arasinda, 60°C i¢in 5 ve 20 dakika islem
stireleri arasinda ve 60°C” de 15 ve 20 dakika islem siireleri
arasinda istatiksel acidan bir fark yoktur (P>0,05). % 80
genlikte 50°C igin 5 ve 30 dakika islem siireleri arasinda
PPO inaktivasyonu agisindan anlamhi  bir fark
belirlenmemistir (P>0,05). Ayn1 genlikte 40°C’de 20 ve 25
dakika uygulanan iglemler ile 60°C’de 25 ve 30 dakika
uygulanan islemler arasinda istatiksel acidan bir fark
yoktur (P>0,05). %100 genlikte 50°C ve 60°C’de 10
dakika uygulanan termosonikasyon iglemleriyle 40°C’de 5
dakika uygulanan termosonikasyon islemi arasinda
istatiksel agidan anlamli bir fark belirlenmemistir
(P>0,05). Aym genlikte 40°C’de 15 dakika uygulanan
islem ile 60°C’de 15 ve 20 dakika uygulanan islemler
arasinda istatiksel agidan fark yoktur (P>0,05).

%60 genlikte diigik sicakliklarda (40 ve 50°C) 30
dakika termosonikasyon islemi sonunda &lgiilen PPO
aktivitesi sirastyla; %21,24 + 2,18, %9,74 + 1,08 olarak
tespit edilmistir. %60 genlik 60°C sicaklikta 20 dakika
sonunda kalan aktivite ise %1,23 + 0,12’dir. Aym genlik
seviyesi ve sicaklikta 25 ve 30 dakika termosonikasyon
islemi sonunda PPO inaktivasyonu saglanmistir.

%60 Genlik

m40 °C
@ 50°C
@ 60 °C

Kalan aktivite (%)

Siire (dak)

%80 Genlik

@ 40°C
O 50°C
@ 60 °C

Kalan aktivite (%)

5 10 15 20 25 30
Siire (dak)
96100 Genlik

50 a B 40 °C
@ 50°C

40 b=c
60 °C

30 4 m 70 °C

b2
o
L

Kalan aktivite (%)

—
o

15 e @a? 25 30
Sekil 1. TS islemi sonunda kalan PPO aktivitesi (Ayn1
grafikteki farkli harfler (a, b, c...), degerler arasindaki
farkin 6nemli oldugunu gdstermektedir.)
Figure 1. Residual PPO activity after thermosonication
treatment (Different letters (a, b, ¢) on the same graph
indicate a significant difference between the values
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%60 genlikte sicaklik ve siire artisiyla birlikte PPO
aktivitesinde azalig belirlenmistir.%80 genlikte 40°C
sicaklikta termosonikasyon uygulanan &rneklerde artan
stirenin etkisine bagli olarak kalan PPO aktivitesi azalig
gostermis ve 30 dakika sonunda %2,26 £ 0,09 olarak
Olciilmiistiir. %80 genlikte 50°C’de, 15 dakika islem
sonunda minimum aktivite degeri %10,73 + 0,23 olarak
belirlenirken ayn1 genlik ve sicaklikta uzun islem
stirelerinde (20, 25 ve 30 dakika) kalan enzim aktivitesinde
artls belirlenmigtir. Enzim aktivitesinde belirlenen bu
artisin,  disiik  sicaklik  degerlerinde  uygulanan
termosonikasyon isleminin siiresine gore enzimin ikincil
yapisin1 degistirmesi ve buna bagli olarak enzim-substrat
etkilesimini arttirmasiyla ilgili olabilecegi
distiniilmektedir (Cruz ve ark., 2006). %80 genlikte 60°C
sicakliga bakildiginda minimum kalan aktivite degeri 15
dakika islem sonunda %2,39 + 0,21 olarak belirlenmistir.

%100 genlikte 40°C sicaklikta gergeklestirilen
termosonikasyon isleminde artan siire ile kalan enzim
aktivitesi azalmigtir. %100 genlikte 40 ve 50°C sicaklikta
kalan enzim aktivitesi en diisiik 30 dakika islem sonunda
belirlenmis ve bu degerler sirasiyla; %1,59 £+ 0,20, %1,67+
0,03’dir. Aynmi genlik seviyesinde 60°C’de 5 dakika islem
sonucunda kalan aktivite artis gostererek %44,93 + 0,69
olarak tespit edilmistir. Bir bagka ¢aligmada benzer olarak
diisiik sicaklik (<65°C) uygulamasinda ultrason giicii artigt
ile aktivite artigi Ol¢iilmiistiir (Kuldiloke, 2002). %100
genlik, 60°C’de 30 dakika sonunda kalan aktivite degeri
%1,11 £ 0,39’dir. Benzer sekilde 70°C’de 15 dakika islem
ile %99,8’lik bir inaktivasyon saglanmustir.

Genellikle, PPO enzimi yiiksek sicakliga karst
dayanikli  degildir.  70-90°C  sicaklik  araliginda
gerceklestirilen 1s1l iglem uygulamasi enzimin katalitik
aktivitesini kismen inaktive eder veya tamamen yok eder
(Demirtas, 2018). Bu siiregte inaktivasyon siiresi iiriiniin
yapisina bagli olarak degismektedir. Benzer sekilde Abid
ve ark. (2014) yaptiklari ¢aligmada elma suyunda 60°C
sicaklikta 10 dakika termosonikasyon islemi sonunda
PPO’1n %93,85 oraninda inaktif edildigini belirlemislerdir.
Silva ve ark. (2015), yaptig1 ¢alismada elma suyuna farkli
(55-3300 W/L) ultrason giicii yogunlugunda, farkli (23-
60°C) sicaklik ve siire (5-20 dakika) araliginda
termosonikasyon uygulamistir. Enzim aktivitesinin artan
giic yogunlugunda azaldigi belirlenmistir. Uygulanan en
yiiksek (3300 W/L) ultrason giiciinde PPO i¢in belirlenen
en bliylik kayip (%57) gerceklesmistir. Yapilan bagka bir
caligmada bulanik elma suyunda 1.15 W/mL gic
yogunlugunda, diisiik sicakliklarda (67°C) gerceklestirilen
termosonikasyon isleminde PPO enziminin tamamina
yakint inaktif (%3 + 1) hale gelmistir. Ayrica diisiik gii¢
yogunlugunda, belirli bir inaktivasyon degerini elde
edebilmek i¢in daha yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyuldugu
belirtilmistir (Illera ve ark., 2018).

Termosonikasyon yontemiyle POD Inaktivasyonu

Farkl kosullarda termosonikasyon islemi
gerceklestirilmis elma suyu Orneklerinde POD igin
belirlenen kalan enzim aktivitesi degerleri Sekil 2’ de
gosterilmektedir. Elma suyunda genellikle her bir genlik
icin artan sicaklik-siire 1ile birlikte POD aktivitesi
azalmistir (P<0,05). Ayrica sicaklik ve siire ile sicaklik-
siire interaksiyonunun POD aktivitesine etkisi istatiksel
olarak 6nemlidir (P<0,05).

Sekil 2’ ye gore %60 genlikte 50°C’de 5 dakika siiren
termosonikasyon islemiyle 40°C’de 10 ve 15 dakika siiren
termosonikasyon islemlerinin POD inaktivasyonuna
etkisine bakildiginda istatiksel agidan anlamli bir fark
belirlenememistir (P>0,05). Aymi genlikte 50°C i¢in 10 ve
15 dakika islem siireleri arasinda, 60°C igin 5, 10 ve 25
dakika islem siireleri arasinda istatiksel agidan fark yoktur
(P>0,05). 60°C’de 15 dakika gerceklestirilen islem ile
40°C’de 5 dakika siiren iglem ve 50°C’de 20 ve 25 dakika
stiren iglemler arasinda fark yoktur (P>0,05). %80 genlik
degerinde 40°C icin 20 ve 30 dakika islem siireleri
arasinda, 60°C i¢in 20 ve 30 dakika islem siireleri arasinda
istatiksel olarak fark belirlenmemistir (P>0,05). Aym
genlikte 60°C’de 5 ve 10 dakikada gerceklestirilen islem
ile 50°C’de 15 ve 20 dakikada gergeklestirilen islemler
arasinda istatiksel olarak fark yoktur (P>0,05). %100
genlikte 60°C’de 10 dakika siiren termosonikasyon
islemiyle 50°C’de 30 dakika gerceklestirilen islem
arasinda  POD inaktivasyonu  acisindan  fark
belirlenmemistir (P>0,05). Ayni1 genlikte 40°C’de 30
dakika, 50°C’de 15 dakika, 60°C’de 25 ve 30 dakika
uygulanman termosonik islemler arasinda anlamli bir fark
yoktur (P>0,05). Benzer sekilde 50°C’de 10 dakika
uygulanan iglemle 70°C’de 10 dakika uygulanan isglem
arasinda POD inaktivasyonu a¢isinda fark belirlenmemistir
(P>0,05).

Termosonikasyon  islemi  sonunda  belirlenen
inaktivasyon sonuglarina goére elmada bulunan POD
enzimi PPO enzimine kiyasla daha diren¢li bulunmustur.
Yapilan bir bagka caligmada elma suyunda POD enziminin
PPO’ ya kiyasla 1s1l isleme daha direngli oldugu bildirilmis
ve POD inaktivasyonu 80°C’de 20 dakika sonunda %
93,29 olarak belirlenmistir (Baltacioglu ve Doganay,
2021). Elma suyu orneklerinde kalan POD aktivitesine
bakildiginda, %60 genlikte diisiik sicakliklarda (40 ve
50°C) siire artisiyla birlikte enzim aktivitesinde azalig
gbzlenmis ve minimum kalan enzim aktivitesi 30 dakika
islem sonunda sirasiyla; %25,51 + 3,58 ve %25,00 £ 0,01
olarak  belirlenmistir. %60  genlikte sabit  siire
distintildiigiinde sicaklik artigina bagli olarak kalan enzim
aktivitesinde genellikle azalis goriilmiistiir. Ancak 60°C
sicaklikta 15 dakika igslem sonunda kalan aktivite degeri
%28,76 £ 0,93 iken 30 dakika islem sonunda kalan aktivite
%36,11 = 1,58 olarak belirlenmistir. Bu genlikte ve
sicaklikta uzun iglem siirelerinde kalan enzim aktivitesinde
artts gbzlenmistir. Bu artig diisiik sicaklik (40-80°C)
araliginda termosonikasyon islemi uygulanan su teresinin
POD enziminde gozlenmistir (Cruz ve ark., 2006). %80
genlikte gergeklestirilen termosonikasyon uygulamasinda
disiik sicaklikta (40°C) siire artigi ile birlikte genellikle
kalan enzim aktivitesinde azalis gbzlenmis, minimum
kalan aktivite degerinde 20 ve 30 dakika islem sonunda
istatiksel agidan fark goriilmemistir (P>0,05). 30 dakika
sonunda belirlenen kalan aktivite degeri %31,49 + 0,64
olmustur. Genel olarak %80 genlikte 50 ve 60°C sicaklikta
uygulanan termosonikasyon islemi sonucu enzim
inaktivasyon oranlarinin arttig1 belirlenmistir. Minimum
kalan POD aktivitesi 50°C’de 30 dakika islem sonucunda
%10,16 + 0,32 ve 60°C’de 15 dakikada %13,11+ 0,93
olarak belirlenmistir. %100 genlikte 40°C sicaklikta siire
artisina  bagli olarak POD inaktivasyonunda artis
gozlenmistir. Bu genlik ve sicaklikta kalan enzim aktivitesi
30 dakika sonucunda %11,01 £ 0,64 olarak belirlenmistir.
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%100 genlikte 50°C’de 15 dakika termosonikasyon sonucu
minimum kalan enzim aktivitesi %10,25 £ 0,35 olup, 60°C
sicaklikta 30 dakika islem sonunda %10,24 £+ 0,59 ile
paralel bir orana ulasilmistir. Goriildiigi gibi diisiik genlik
seviyelerinde uygulanan termosonikasyon islemi POD
inaktivasyonu i¢in yeterli olmamustir. Bununla birlikte
%100 genlikte diisiik sicakliklarda (40, 50 ve 60°C)
uygulanan termosonikasyon igleminin de POD’u tamamen
inaktive etmeye yeterli olmadig belirlenmistir. Bu nedenle
%100 genlikte 70°C sicaklikta da termosonikasyon islemi
uygulanmistir. Boylece %100 genlikte 70°C sicaklikta 15
dakika uygulanan islem sonunda POD’m %94,5°1 inaktif

hale getirilmistir. Bdylece termosonikasyon isleminde
sicaklik artist POD inaktivasyonunu arttirmistir. Yapilan
onceki caligmalara bakildiginda, elma suyunda 60°C
sicaklikta 10 dakika termosonikasyon iglemi sonunda
POD’1n %85°1 inaktif hale gelmistir (Abid ve ark., 2014).
Yapilan bir baska c¢aligmada elma suyunda diigiik
sicakliklarda uygulanan (40, 50 ve 60°C) termosonikasyon
islemiyle belirlenen sonuglara bakildiginda 60°C’ de
POD’n % 40’1 inaktive edilmistir. Ayni zamanda 60°C'nin
iizerinde uygulanan sicakliklarda termosonikasyon
isleminin, 1siya dayanikli POD enziminin duyarliliini
arttirdig1 ifade edilmistir (Baslar ve Ertugay, 2013).
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Sekil 2. TS islem sonunda kalan POD aktivitesi (Ayn1 grafikteki farkli harfler (a, b, c...), degerler arasindaki farkin
onemli oldugunu gostermektedir.)
Figure 2. Residual POD activity after thermosonication treatment (Different letters (a, b, c...) on the same graph
indicate a significant difference between)
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Sekil 3. Elma suyunda TFM miktarindaki degisim
(Ayn1 grafikteki farkli harfler (a, b, c...), degerler
arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir.)
Figure 3. Change in total phenolic content in apple juice
(Different letters (a, b, ¢) on the same graph indicate a
significant difference between the values

Termosonikasyon Siiresince TFM Miktarindaki

Degisim
Elma suyunda termosonikasyon siiresince TFM
miktarindaki degisimi Sekil 3’de gosterilmektedir.

Termosonikasyon uygulamasmin sicaklik ve siire ile
sicaklik-siire interaksiyonunun TFM miktarina etkisi
onemli bulunmustur (P<0,05). Kontrol érneginin TFM
miktar1 401,21 =+ 6,20 mg GAE/kg YA olarak
belirlenmistir. Sekil 3’e gore %60 genlik seviyesinde
40°C’de 10 ve 15 dakika uygulanan termosonikasyon
islemiyle 60°C’de 10 dakika uygulanan islemin TFM
miktarina etkisine bakildiginda istatiksel agcidan anlaml1 bir
fark belirlenmemistir (P>0,05). Aym genlikte 40°C’de 20
ve 25 dakika uygulanan islemlerle 60°C’de 30 dakika
uygulanan islem arasinda istatiksel agidan fark yoktur
(P>0,05). %80 genlikte 60°C igin 25 ve 30 dakika islem
stireleri arasinda, 50°C igin 10, 15 ve 20 dakika islem
siireleri arasinda TFM agisindan istatiksel olarak fark
yoktur (P>0,05). Ayni genlik seviyesinde 5 dakika islem
siiresi i¢in 50°C ve 60°C arasinda, 25 dakika i¢in 40°C ve
50°C sicakliklar arasinda 6onemli bir fark belirlenmemistir
(P>0,05). %100 genlikte 40°C i¢in 10 ve 20 dakika islem

stireleri arasinda, 50°C igin 25 ve 30 dakika islem siireleri
arasinda anlaml bir fark yoktur (P>0,05). Aym genlikte
50°C’de 5 dakika siiren islem ile 70°C 20 dakika siiren
islem arasinda, 60°C’de 10 dakika siiren islem ile 50°C’de
25 ve 30 dakika siiren islemler arasinda istatiksel olarak
fark yoktur (P>0,05).

%60 genlik seviyesinde sabit siireye bakildiginda
diistik sicaklik uygulamalarinda (40-50°C) sicaklik arttik¢a
TFM miktarinda artis gozlenmistir. %60 genlikte 40°C
sicaklikta 5 dakika islem sonunda TFM miktar1 328,79 +
4,20 mg GAE/kg YA, 50°C 5 dakika sonunda 412,72 +
13,50 mg GAE/kg YA olarak tespit edilmistir. Ayni
zamanda %60 genlikte 60°C sicaklikta 5 dakika islem
sonunda TFM miktar1 artig gostermis ve 425,92 + 6,31 mg
GAE/kg YA olarak Olciilmistir. Dusik  igslem
sicakliklarinda TFM’ de meydana gelen bu artigin, ultrason
etkisiyle olusan kavitasyonun hiicre duvarini tahrip etmesi,
bu nedenle fenoliklerin serbest hale ge¢mesinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Feng ve ark., 2011).
Ancak 60°C termosonikasyon igslem sicakliginda siire artist
ile birlikte oOrneklerin TFM miktar1 azalmigtir. Bu
sicaklikta belirlenen TFM miktarindaki disiisiin, elmanin
yapisindaki POD enziminin 1siya olan direncinden dolay1
yeteri kadar inaktif olamamasi sonucunda fenolik
bilesikleri substrat olarak kullanmasi ve/veya fenolik
bilesiklerin yiiksek sicakliklardan etkilenerek
bozulabilecegi ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir.

%80 genlik, diisik sicaklik (40°C) ve kisa islem
siirelerinde (5, 10 ve 15 dakika) termosonikasyon
uygulanmig 6rneklerin TFM degerleri sirastyla 352,62 +
4,63,386,95+£6,56,514,04 + 18,44 mg GAE/kg Y A olarak
belirlenmistir. %80 genlikte 50°C sicaklikta tim iglem
sirelerine bakildiginda kontrole gore TFM miktarinda
azalig belirlenmistir. Bu sicaklik degerinde en yiiksek TFM
miktar1 (28,29 + 0,36 mg GAE/kg YA ) 30 dakika islem
sonunda belirlenmistir.  60°C sicaklikta uzun islem
stirelerinde (15, 20, 25 ve 30 dakika) TFM miktarlari
sirastyla 586,05 £ 1,26, 471,17 £ 1,61, 548,43 + 18,23,
544,39 + 3,17 mg GAE/kg Y A olarak belirlenerek kontrole
kiyasla artis gostermistir. Bu artisin nedeninin enzim
inaktivasyonun saglanmasiyla birlikte ortamda substrat
olarak bulunan fenolik bilesiklerin enzimler tarafindan
kullanilamamasina bagli oldugu diisiiniilmektedir.

%100 genlik 40°C sicaklikta tiim siire parametrelerinde
kontrol =~ &rnegine gére TFM miktarinda azalis
belirlenmistir. %100 genlikte, 40°C sicaklikta 5 dakika
islem sonucunda TFM miktar1 351,23 + 2,05 mg GAE/kg
YA olarak belirlenirken, 30 dakika sonucunda 243,08 +
2,26 mg GAE/Kg YA olarak belirlenmistir. %100 genlikte
50°C sicaklikta 5 dakika islem sonucunda TFM miktari
445,38 + 2,11 mg GAE/kg YA olarak belirlenirken, 50°C
sicaklikta 30 dakika sonucunda 207,27 + 6,35mg GAE/kg
YA olarak tespit edilmistir. Ayn1 genlikte 60°C sicaklik
i¢in 10 dakika islem siiresine kadar TFM miktarinda azalig
belirlenirken, 25 dakika islem siiresine kadar artis
belirlenmis ve 30 dakika sonunda tekrar azalig
gozlenmistir. %100 genlikte 60°C sicaklikta 30 dakika
islem siiresinde TFM 276,05 + 4,17 mg GAE/kg Y A olarak
belirlenerek kontrole gore azalmistir.

Genel anlamda TFM miktarindaki artisin sebebinin,

PPO ve POD enzimlerinin  inaktivasyonunun
saglanmastyla  fenolik  bilesikleri  substrat olarak
kullanamamasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

77



Baltacioglu et al. | Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 12(1): 72-82, 2024

Benzer sekilde yapilan bir baska caligmada
termosonikasyon uygulanan seftali suyundaki fenolik
bilesiklerdeki artisin, PPO ve POD gibi enzimlerin
aktivitelerindeki azalmaya bagh olabildigi ifade edilmistir
(Baltacioglu, 2022). Fenolik maddenin azalmasinin sebebi ise
uzun islem siireleri sonunda fenolikler bilesiklerin
pargalanmasi ile agiklanabilmektedir. %100 genlikte 70°C’de
10 ve 20 dakika islem sonunda TFM miktari sirasiyla 412,35
+ 4,20 ve 457,63 + 6,47 mg GAE/kg YA olarak belirlenmis,
kontrol drnegine gore artig belirlenmistir. Bunun nedeni PPO
ve POD inaktivasyonunun saglanmastyla ortamda substrat
olan fenolik bilesiklerin daha fazla bulunmasi ile ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda termosonikasyon
yontemiyle elma sularimda daha diisiik sicaklik ve siirede
enzim inaktivasyonunun saglandigi, TFM ve askorbik asit
kaybinin daha az oldugu bildirilmistir.

Yapilan bir baska calismada farkli ¢esit elmalarda
disiik sicakliklarda (40, 50 ve 60°C) termosonikasyon
uygulanmis, drneklerde TFM kayiplari en fazla %15 olarak
belirlenmistir (Baglar ve Ertugay, 2013). Benzer sekilde
Abid ve ark. (2014), ¢alismasinda taze elma suyuna prob
tipi ultrason (0,30 W/cm?, 20 kHz, 5 ve 10 dakika) ve
ultrasonik banyo (0,06 W/cm3, 25 kHz, 30 dakika)
kullanarak  farkli sekilde termosonikasyon islemi
uygulamigtir. Kontrol &rneginde belirlenen TFM degeri
697,49 ug GAE/g 'dir. Diisiik sicaklikta (20°C) her iki
uygulama sekli i¢in TFM artmustir. Fakat islem sicakligt
arttkca (40 ve  60°C)  biyoaktif  bilesiklerin
parcalanmasinda artis oldugu, yani sicaklik ile bu

Cizelge 1. TS sonunda belirlenen ECso degerleri

bilesiklerin miktarlarinin dnemli bir sekilde azalmis
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda prob tipi ultrason ile
gergeklestirilen islemde belirlenen TFM degerleri, 60°C
ultrasonik banyoda gergeklestirilen islemde belirlenen
degerlere gore daha yiiksek bulunmustur. Bir baska
calismada bulanik elma suyuna diisiik sicaklikta (42-67°C)
termosonikasyon uygulanmis, nitrojen ve karbondioksit
gibi ¢oziinmiis gazlarin da etkisi incelenerek elma suyunun
TFM miktarinin, kontrole kiyasla artis gosterdigi
belirlenmistir. TFM igerigindeki degisimin 60-67°C'de
havanin azot gazinin yerini almasi sonucu olustugu ifade
edilmigtir (Illera ve ark., 2018). Chitgar ve ark. (2018)
tarafindan yapilan bir ¢aliymada yabanmersini suyunda 1s1l
islem (90°C 1dKk) ve termosonikasyon (%70 genlik 45°C 5
dakika) yonteminin etkisi arastirilmistir.
Termosonikasyon, 1sil  islemle karsilastirildiginda
orneklerin TFM iizerinde kiiciik bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir.

Termosonikasyon Siiresince Antioksidan Aktiviteki
Degisim

Termosonikasyon iglemi sonucu elde edilen elma suyu
orneklerinin antioksidan aktivitesi belirlenmis ve ECso
degeri hesaplanmustir. Diisiik ECsp degeri  yiiksek
antioksidan aktiviteyi gostermektedir (Cemeroglu, 2010).
Termosonikasyon siiresince farkli islem kosularinda (genlik,
sicaklik ve siire) elde edilen ECso degerleri Cizelge 1’ de
gosterilmistir.

Table 1. ECs values obtained during thermosonication treatment

% 60 genlik
Siire (dk) Sicaklik (°C)
40 50 60
0 28,39 + 0,25 28,39 + 0,25 28,39+ 0,25
5 51,84 +0,07f 46,40 + 0,329 33,70 + 0,09%
10 44,15+ 0,06" 42,81 +0,29' 43,32 £ 0,120
15 46,38 = 0,149 117,94 + 0,382 32,12 +1,30'
20 53,33 + 0,08¢ 42,612 + 0,36 60,32 + 0,27°¢
25 36,19 = 0,05 25,43 £0,21" 47,14 + 0,809
30 54,78 = 0,08¢ 29,60 + 0,40M 62,81 + 0,50°
%80 genlik
Siire (dk) Sicaklik (°C)
40 50 60
0 28,39 £ 0,25 28,39 £ 0,25 28,39+ 0,25
5 40,65 + 0,18k 46,51 +0,17" 28,29 +0,36"
10 53,19 + 0,27f 67,11+ 0,26° 42,27 £1,27
15 35,63+0,17' 66,52 + 0,28 32,09 +0,38™
20 55,06 = 0,24° 51,31+0,17¢ 47,12 +0,48"
25 56,42 + 0,254 73,80 + 0,26° 45,26 + 0,49
30 55,04 + 0,26° 58,32 + 0,23° 41,36 + 0,46/
%100 genlik
Siire (dk) Sicaklik (°C)
40 50 60 70
0 28,39 + 0,25 28,39 + 0,25 28,39 + 0,25 28,39+ 0,25
5 55,82 + 1,374¢ 33,08 £0,22" 51,61 + 0,03¢f 37,23+ 1,30"
10 58,82 + 0,41¢9¢ 52,14 + 0,40%f 66,98 + 0,06°¢ 45,05 + 1,93"9
15 55,55 + 0,384¢ 45,47 + 0,269 84,36 + 0,08° 52,24 + 2,465
20 54,14 + 0,36%¢f 58,96 + 0,29¢d¢ 63,89 = 0,05¢%¢ 36,91 + 1,229N
25 115,94 + 0,822 50,77 + 8,66%4¢ 63,99 + 0,04¢%d
30 55,99 + 0,32¢¢ 59,78 + 11,10%¢f 53,63 + 0,076%f

Ayni genlik i¢in farkli harfler (a, b, c...), degerler arasindaki farkin 6nemli oldugunu ifade etmektedir.
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Cizelge 2. HPLC ile tespit edilen fenolik bilesikler
Table 2. Phenolic compounds detected by HPLC

Numune Katesin Klorojenik asit Kafeik asit Epikatesin Kamferol
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Kontrol 6 21,5 145 3
%60-60 °C -15dk 5 18 13 5
%80-60 °C -15dk 11,5 18,5 22 4
%100-40°C -15dk 1,5 1,5 15 <LOQ 11
%100-50°C -15dk 2 2,5 15 <LOQ 3,5
%100-60°C -15dk 2 3,5 <LOQ 3
%100-70°C -15dk 4,5 6,5 5 4

Epikatesin i¢in LOD: 0,3 mg/L, LOQ: 0,8 mg/

Termosonikasyon uygulanan &rneklerde her bir
sicaklik degeri igin, artan zaman ile ECso degeri artarak
antioksidan aktivite azalmigtir. TFM miktarindaki artigla
birlikte genel olarak antioksidan aktivite de artig
gostermigtir.  Antioksidan aktivitede belirlenen bu
degisime, sicaklik ve siire ile sicaklik ve siire
interaksiyonunun etkisi onemlidir (P<0,05).
Termosonikasyon uygulanmamis Ornekte ECso degeri
2839 + 0,25 mg/ml olarak  hesaplanmistir.
Termosonikasyon uygulanmis elma suyunda %60 genlik
seviyesinde sicaklik ve siire artisi ile birlikte ECso degerleri
azalmistir. %60 genlikte 40, 50 ve 60°C sicaklikta 5 ve 10
dakika siire uygulanan islem sonucunda ECso degerleri
sirastyla; 51,84 + 0,07, 46,40+ 0,32, 33,70 + 0,09 ve 44,15
+ 0,06, 42,81 + 0,29, 43,32 + 0,12 mg/ml olarak
belirlenmistir. Genel olarak bu genlikte sicaklik ve siire
artigt ile (15, 20 ve 30 dak) ECso degerlerinde kontrol
ornegine gore artis belirlenmis ya da azalisin daha yavas
oldugu belirlenmistir. Bu durumun sicaklik etkisiyle
fenolik bilesiklerin par¢alanmasi ve buna bagli olarak
antioksidan aktivitenin azalmasiyla iligkili oldugu
diistiniilmektedir. %80 genlikte 40, 50 ve 60°C sicaklikta 5
ve 30 dakika termosonikasyon islemi sonunda belirlenen
ECso degerleri sirasiyla 40,65 + 0,18, 46,51+ 0,17, 28,29 +
0,36 ve 55,04 +£ 0,26, 58,32+ 0,23, 41,36 + 0,46 mg/ml’dir.
%80 genlikte ayni sicaklik araligi i¢in artan siireyle birlikte
ECso degerleri artarak antioksidan aktivite azalmustir.
%100 genlikte genel olarak farkli islem kosullar1 ile ECso
degerleri degiskenlik gostermektedir. %100 genlikte 40°C
sicaklikta 5 dakika islem sonunda ECso degeri 55,82 +
1,37iken %100 genlik 70°C sicaklikta 20 dakika islem
sonunda ECsp degeri 36,91 + 1,22 mg/ml olarak
belirlenmistir. Bu durum fenolik madde miktarindaki
artigla Dbirlikte antioksidan aktivitenin de artisindan
kaynaklanmaktadir. Abid ve ark. (2014), tarafindan
yapilan caligmada termosonikasyon iglemi uygulanmig
elma suyu orneklerinde siire artisina bagli olarak DPPH
radikalinin % inhibisyon degerlerini (30,60 ve 90 dakika)
strastyla; 39,71 + 1,03, 43,38 + 1,48, 46,94 + 0,86 olarak
belirlemislerdir. Antioksidan aktivitede belirlenen azalisin,
ultrasonun meydana getirdigi kavitasyon kabarciklarinin
patlamastyla olusan ani sicaklik ve basing, askorbik asit ve
fenolik bilesiklerin parcalanmasina ve/veya yiiksek
sicaklik ve uzun islem siirelerinden olumsuz etkilenmesine
bagli olabilecegi ifade edilebilir.

HPLC Calismalar

HPLC ile elma suyu drneklerinin fenolik bilesik icerigi
belirlenmis, farkli genlik, farkli sicaklik ve sabit siirede (15
dakika) degisimi incelenmistir. TFM miktar1 ve

antioksidan aktivite degerlerinin en 1iyi korundugu
parametrenin %80 genlik, 60°C sicaklik ve 15 dakika
olmasindan dolay1 sabit siire degeri 15 dakika segilmistir.
Buna gore kontrol 6rnegi ile termosonikasyon uygulanmis
orneklerde tespit edilen fenolik bilesikler Cizelge 2°de
gosterilmektedir. Kontrol o6rneginde belirlenen fenolik
bilesikler; katesin, klorojenik asit, epikatesin ve
kamferoldur. 60 genlikte, 60°C sicaklikta ve 15 dakika
termosonikasyon islemi sonunda belirlenen fenolik
bilesiklerden katesin, epikatesin ve klorojenik asit miktar1
kontrol 6rnegine gore azalirken kamferol miktarinda artis
belirlenmistir. %80 genlikte 60°C sicaklikta 15 dakika
termosonikasyon islemi sonunda belirlenen fenolik
bilesiklerden kamferol, katesin ve epikatesin miktari
kontrol drnegine gore artarken klorojenik asit miktarinda
azalis belirlenmistir. %100 genlikte, farkli sicakliklarda
(40, 50, 60 ve 70°C) ve sabit sirede (15 dakika)
termosonikasyon islemi uygulanan 6rneklerde tespit edilen
fenolik bilesiklerin miktarlarinin kontrole kiyasla diisiik
olarak belirlendigi goriilmiistiir. Fakat bu durum kamferol
miktar1 i¢in farklidir. %100 genlikte, 40°C sicaklikta 15
dakika islem sonunda belirlenen kamferol miktar1 11,0
mg/kg’dir. Ayn1 zamanda %100 genlik seviyesinde 40°C
ve 50°C sicaklikta 15 dakika islem sonunda o6rneklerin
kafeik asit miktar1 1,5 mg/kg olarak tespit edilmistir.
Elmanmm fenolik igerigiyle ilgili yapilan Onceki
calismalara baktigimizda Markowski ve Plocharski (2006),
farkli elma cgesitleri ve islenmis iriinlerinde HPLC ile
fenolik  bilesenlerden; fenolik asitler, flavonolleri
(kuersetin) ve dihidrokalkonlar1 belirlemistir. Rana ve
Bhushan (2016), calismasinda taze elmada polifenollerin
yapisal smiflar1 arasinda fenolik asitler (kafeik asit ve
kumarik asit), flavonoller (kuersetin, kamferol ve rutin),
flavan-3-oller  (epikatesin ve prosiyanidinler) ve
dihidrokalkonlar (floretin ve floridzin), bulundugunu
belirtmistir. Bir bagka ¢alismada elmanin kabuk kisminin,
elma etine kiyasla toplam fenolik bilesikler, flavonoidler
ve prosiyanidinler acisindan daha zengin oldugu ve
belirlenen fenolik bilesiklerin  (katesin, epikatesin,
kuersetin, floridzin, prosiyanidin C1 ve B>) elma kabugunda
etine gore fazla oranda olabilecegi tespit edilmistir
(Kalinowska ve ark., 2014). Genellikle her bir elma igin
belirlenen fenolik bilesikler; flavan-3-oller (19,6 -55,8
mg/100 g), flavonoller (17,7-33,1 mg/100 g) ve klorojenik
asittir (10,6-80,3 mg/100 g mg). En disik degerler
antosiyanin (her bir elmada 0,1-6,5 mg/100 g elma) ve
floridzin (her bir elmada 1,0-9,3 mg/100 g elma) igin
belirlenmistir (Francini ve Sebastiani, 2013).
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Figure 4. FTIR spectra of samples after thermosonication
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Figure 7. Separated FTIR spectra of samples after
thermosonication treatmen

FTIR Calismalar

Termosonikasyon uygulanmis elma suyu drneklerinde
FTIR spektroskopisi ile fenolik bilesik belirlenmistir.
Farkli genlik (%60, 80, 100), 15 dakika siire ve 60°C
sicaklikta termosonikasyon islemi uygulanan 6rnekler ile
farkl sicaklik (40, 50, 60 ve 70°C), sabit siire (15 dak) ve
genlikte (%100) termosonikasyon uygulanan orneklerde
fenolik bilesikler FTIR spektroskopisi ile incelenmistir.
Kontrol  o6rnegi  olarak  termosonikasyon islemi
uygulanmamig 6rnek alinmig ve FTIR spektrumlar1 25°C
sicaklikta belirlenmistir. Elma suyu o6rneklerinin farkl
genlik, sabit siire ve sicaklikta belirlenen FTIR
spektrumlar1 Sekil 4 ve ayristirilmis FTIR spektrumlari
Sekil ~ 5°de  gosterilmistir.  FTIR  spektrumlari
incelendiginde 1-kontrol (taze elma suyu), 2- %60 genlik
60°C 15 dakika, 3- %80 genlik 60°C 15 dakika, 4- %100
genlik 60°C 15 dakika termosonikasyon uygulanmis elma
suyu Orneklerini ifade etmektedir. Farkli sicaklik, sabit
genlik ve siirede elma suyu 6rneklerinde belirlenen FTIR
spektrumlar1 Sekil 6 ve ayristirilmig FTIR spektrumlari
Sekil 7’de  gosterilmektedir. FTIR  spektrumlari
incelendiginde 1- kontrol (taze elma suyu), 2- %100 genlik
40°C 15 dakika, 3- %100 genlik 50°C 15 dakika, 4- %100
genlik 60°C 15 dakika, 5- %100 genlik 70°C 15 dakika
termosonikasyon uygulanmis elma suyu 6rneklerini ifade
etmektedir.

FTIR spektrumlarma bakildiginda parmak izi bolgesi
olarak adlandirilan 1800-750 cm™ bolgesinde belirlenen
pikler yaygin olarak bitkilerdeki polifenolik bilesikler ile
iliskilendirilmistir. 3000-3300 ¢cm™ araligindaki bant ile
2800 cm™’e kadar uzayan bantlarmn aromatik halkanin C-H
germe titresimlerinden kaynaklandigi belirtilmistir (Okur
ve ark., 2019). Literatiire bakildiginda, 1715-1680 cm
bolgesindeki bantlarin hidroksibenzoik asitler ve/veya
hidroksisinamik asitlerden (a, f-doymamis karboksilik asit
yapilarin (C=0) germe titresimleri) kaynaklanabilecegi
belirlenmistir. Bununla birlikte, 1720 cm* civarindaki bant
klorojenik asit ile iliskilendirilmistir (Abbas ve ark., 2017).
1500-1150 cm? arahiginda gdzlemlenen bantlarm fenolik
bilesiklerin CH ve OH titresimleri nedeniyle oldugu
belirtilmigtir. 1014 cm™’de gozlemlenen pik, piran
halkasinin OH ikamesinin C — O esnemesini ifade
etmektedir ve epikatesin ile iliskilendirilebilmektedir
(Okur ve ark., 2019). Farkli genlik, sabit siire ve sicaklikta
termosonikasyon islemi uygulanan elma suyu 6rnekleri ile
farkli sicaklik, sabit genlik ve siirede termosonikasyon
islemi  uygulanan  Orneklerin FTIR  spektrumlari
incelendiginde fenolik bilesiklerde belirgin bir degisiklik
olmadigr gézlenmistir.

Sonuc¢

Isil isleme gore termosonikasyon yonteminin daha
diisiik sicaklikta ve daha kisa siirede enzim inaktivasyonu
saglamasi, biyoaktif bilesikler {izerinde olumlu etkileri
nedeniyle literatiir calismalarinda giin gectikce Onem
kazanmaktadir. Yapilan bu g¢alismada elma suyu
orneklerine  farkli genlik, sicaklik ve siirelerde
termosonikasyon islemi uygulanmistir. Bu yontemin elma
suyunda enzimatik esmerlesmeye sebep olan PPO ve POD
inaktivasyonuna ve fenolik bilesiklerdeki degisimine etkisi
aragtirtlmistir. Sonuglara bakildiginda, genellikle artan
ultrason giicii, sicaklik ve siireye bagli olarak enzim
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inaktivasyonunda artis gozlenmistir. Elma suyunda PPO
enziminde %2100 genlik, 70°C ve 15 dakika islem
sonucunda %99 oraninda inaktivasyon gozlenirken, ayni
islem kosullarinda POD i¢in %94,5 oraninda inaktivasyon
saglanmistir. Belirlenen bu sonuglarina gére POD’in
PPO’a kiyasla 1s1ya kars1 direngli oldugu gozlenmistir.

Termosonikasyon uygulanmig elma suyu &rneklerinin
TFM igerigine bakildiginda, %60 genlikte sabit siireye
bakildiginda diisiik sicaklik uygulamalarinda (40-50°C)
artan sicaklik ile TFM miktarinda artis belirlenmistir.
Ancak 60°C sicaklikta siire artisina bagli olarak 6rneklerin
TFM miktar1 azalmigtir. %80 genlik, diisiik sicaklik (40°C)
ve kisa iglem siirelerinde (5, 10 ve 15 dakika) TFM miktart
kontrol drnegine gore artmis, ayni sartlarda siire arttikga
azalma gorilmistiir. Genellikle %80 genlikte 60°C
sicaklikta gergeklestirilen islemin fenolik bilesikleri daha
iyi korundugu belirlenmis, islem siireleri arasinda 15
dakika sonunda 586,05 + 1,26 mg GAE/kg YA degeri ile
en yiksek fenolik madde miktar1 belirlenmistir. %100
genlikte 40, 50 ve 60°C sicaklikta uygulanan
termosonikasyon isleminde artan siireyede bagli olarak
TFM miktar1 degiskenlik gostermistir. %100 genlikte
70°C’de siire artisiyla birlikte TFM artis gosterse de
belirlenen miktar % 80 genlikte 60°C sicaklikta belirlenen
miktardan daha diigiiktiir. Bu nedenle artan ultrason
giiciiniin fenolik bilesikler iizerinde tahrip edici etkisi
oldugu belirlenmistir.

Termosonikasyon uygulanmis elma suyu 6rneklerinde,
%60, 80 ve 100 genlikte genellikle her bir sicaklik degeri
icin, ECsq degerleri kontrole gore artmis, yani antioksidan
aktivite azalmigtir. Bununla birlikte TFM i¢in belirlenen
kosullar (%80, 60°C ve 15 dakika) ayn sekilde antioksidan
aktivitenin de en iyi korundugu islem parametreleri olarak
secilmigtir. Bu sartlarda ECsg degeri 32,09 + 0,38 mg/ml
olarak belirlenmistir. Farkli kosullarda islem goren
orneklerden elde edilen FTIR spektrumlarina bakildiginda
fenolik bilesiklerde 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir.
FTIR spektrumlarinin parmak izi bolgesine bakildiginda
klorojenik asit ve epikatesinle uyumlu spesifik bantlar
oldugu gorilmiistiir. FTIR ve HPLC ile belirlenen sonuglar
birbiriyle paralellik gostermektedir. Termosonikasyon
uygulanmig elma suyu oOrneklerinde belirlenen fenolik
bilesikler; katesin, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin ve
kamferol’dur. %60 genlikte 60°C sicaklikta 15 dakika
islem sonunda elma suyu Orneklerinin fenolik iceriginde
belirlenen katesin, epikatesin ve klorojenik asit miktari
kontrole kiyasla azalirken kamferol miktar1 artmistir. %80
genlikte 60°C sicaklikta 15 dakika islem sonunda ise
katesin, epikatesin ve kamferol miktar1 artmis klorojenik
asit miktar1 azalmistir. %100 genlikte tiim sicakliklarda 15
dakika iglem stiresi sonunda elma suyu 6rneklerinin fenolik
bilesik miktarlarinin kontrole kiyasla diisik oldugu
belirlenmistir. Buna gére HPLC ve FTIR spektroskopisi ile
tespit edilen fenolik bilesiklerin  uyumlu oldugu
gorillmiistiir. Elma suyunda termosonikasyon islemiyle
enzim inaktivasyonu saglanirken, fenolik bilesiklerde artig
sagladigr gozlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore
termosonikasyonun elma sulariin islenmesinde 1s1l isleme
alternatif, gelecek vaat eden bir yontem olarak
onerilebilmektedir.
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