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OZET

ELMA SUYUNDA TERMOSONIKASYON SURESINCE FENOLIK
BILESIKLERDEKI DEGIiSIMIN FTIR SPEKTROSKOPiI KULLANILARAK
BELIRLENMESI VE POLIFENOL OKSIDAZ, PEROKSIDAZ INAKTIVASYONU

SAHIN, Emine Melike
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Gida Muhendisligi Anabilim Dali

Danisman : Dr. Ogr. Uyesi Hande BALTACIOGLU

Ekim 2019, 63 sayfa

Bu calismada termosonikasyon (TS) uygulamasinin farkli genlik (%60, 80, 100) farkh
sicaklik (40, 50, 60 ve 70 °C) ve surelerde (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika) elma
suyunda bulunan polifenoloksidaz (PPO) ile peroksidaz (POD) enzimlerine ve fenolik
bilesiklere etkisi incelenmistir. Fenolik bilesikler FTIR spektroskopisi ve HPLC ile
belirlenmistir. Termosonikasyon uygulama sonucunda PPO enzimi i¢in %2100 genlik 70
°C sicakhkta 15 dakika sonunda %99 inaktivasyon saglanirken, ayni kosullarda POD
enzimi %94,5’i inaktif olmustur. Toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitenin en
iyi korundugu yontem olarak %80 genlik, 60 °C ve 15 dakika kombinasyonu
belirlenmistir. FTIR spektroskopisi ile elde edilen spektrumlar ile fenolik bilesiklerde
onemli bir degisiklik olmadigi tespit edilmistir. HPLC ile katesin, klorojenik asit, kafeik
asit, epikatesin ve kamferol saptanmistir. FTIR ve HPLC ile belirlenen fenolik bilesik
iceriginin uyumlu oldugu gortlmektedir. Termosonikasyon uygulamasi elma sularinin
islenmesinde enzim inaktivasyonunun saglanmasi ve fenolik bilesiklerin korunmasi igin

gelecek vaat eden bir yontem olarak 6nerilebilmektedir.

Anahtar Sozclkler: Antioksidan akitivte, elma suyu, enzim inaktivasyonu, fenolik madde, fourier
donisum kizil 6tesi spektroskopisi (FTIR), HPLC (yiksek performansh sivi kromatografisi), polifenol
oksidaz, peroksidaz, termosonikasyon



SUMMARY

DETERMINATION OF CHANGES IN PHENOLIC COMPOUNDS AND
INACTIVATION OF POLYPHENOL OXIDASE, PEROXIDASE IN APPLE JUICE
DURING THERMOSONICATION BY FTIR SPECTROSCOPY

SAHIN, Emine Melike
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor - Assist. Prof. Dr. Hande BALTACIOGLU

October 2019, 63 pages

In this study, the effect of TS with different amplitude (60, 80, 100%) different
temperatures (40, 50, 60 and 70 ° C) and times (5, 10, 15, 20, 25 and 30 min) on the
PPO, POD enzymes and phenolic compounds in apple juice was investigated. Phenolic
compounds were determined by FTIR spectroscopy and HPLC. As a result of the TS
application, while 99% inactivation was achieved at 100% amplitude, 70 °C after 15
minutes for the PPO, POD was inactivated by 94,5% under the same conditions. The
combination of 80% amplitude, 60 °C and 15 minutes was determined as the best
preservation method for total phenolic content antioxidant activity. FTIR spectroscopy
showed that there was no significant change in phenolic compounds by spectra obtained
from samples. Catechin, chlorogenic acid, caffeic acid, epicatechin and kaempferol
were determined by HPLC. The results showed that the content of phenolic compounds
determined by FTIR and HPLC were consistent. Thermosonication can be suggested as
a promising method for the enzyme inactivation and protection of phenolic compounds

in apple juice processing.

Keywords: Antioxidant activity, apple juice, enzyme inactivation, fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), HPLC (high performance liquid chromatography), peroxidase, phenolic substance, polyphenol
oxidase, thermosonication
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BOLUM I

GIRIS

Meyve suyu Uretiminde PPO ve POD kaynakl enzimatik esmerlesmeye bagli olarak
meydana gelen renk degisimleri, kaliteyi etkileyen énemli problemlerden biri olarak
gortilmektedir. Bu nedenle meyve ve sebzelerin islenmesinde kalitesinin saglanmasi
icin enzimlerin inaktive edilmesi biuyuk 6nem tasimaktadir. Glnumizde enzim
inaktivasyonunu saglamak icin gidalarin bircogu 1sil islemden gecirilmektedir.
Geleneksel 1sil islemlere gore tasidigi avantajlar nedeniyle gida endustrisinde isil
olmayan islemlerin kullanimi gittikce 6nem kazanmaktadir. Bu agidan 1sil olmayan
koruma teknikleri ya da bu teknolojilerin disuk sicakliktaki isil uygulamalari ile
kombinasyonu, yuksek sicaklikta uygulanan 1sil islemler ile kiyaslandiginda daha
yuksek kalitede gida Gretimi igcin enzim ve mikroorganizmalarin inaktivasyonunu

saglamaktadir.

Bununla birlikte 1sil olmayan bir islemin etkinligini belirlemek icin enzim
inaktivasyonu ile birlikte uygulanan prosesin gidanin kalite parametreleri Uzerindeki
etkisinin de belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle termosonikasyon uygulamasi ile
enzim inaktivasyonu saglanirken meyve sularinda 6nemli biyoaktif bilesenlerden olan
fenolik bilesiklerin degisiminin de incelenmesi énemlidir. FTIR spektroskopisi meyve
veya meyve suyu basta olmak Uzere cesitli gidalarda farkl kalite 6zelliklerini incelemek
icin yaygin olarak kullaniimaya baslanan bir tekniktir. Bu teknik hizli, ekonomik,
guvenilir ve kolay bir metot olarak fenolik bilesik gibi cesitli bilesenlerin

belirlenmesinde 6nem kazanmaya baslamistir.

Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), farkh bitki 0Ozleri ve gida
orneklerinde fenolik bilesiklerin analizi igin kullanilan en yaygin ve guvenilir tekniktir.
Bunun nedeni, bu yéntemin duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir
olmasi, ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozulabilen bilesiklerin ayrilmasina
uygunlugu, en 6nemlisi ise sanayinin birgok bilim dalinin ve toplumun birinci derecede

ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligi yer almaktadir.



Bu ¢alismada llkemizde meyve suyuna en ¢ok islenen meyveler arasinda elma suyuna,
termosonikasyon uygulamasinin etkisi incelenmistir. Bu amagla ¢alismada Red Chief
elma cesidi kullanilmistir. Bu calismada meyve sularinda enzimatik esmerlesmeye
neden olan PPO ve POD enzimleri Uzerine termosonikasyon uygulamasinin etkisi
arastiritimistir. Bununla birlikte termosonikasyon isleminin gida kalitesine etkisinin
belirlendigi calismalar literatlirde glin gegtikge 6nem kazanmaktadir. Fenolik bilesikler
gibi biyoaktif bilesenlere termosonikasyon isleminin etkisini belirlemek icin toplam
fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivite degeri belirlenmistir. Ayrica bu calismada
termosonikasyon uygulamasinin fenolik bilesik icerigine etkisi FTIR spektroskopisi ve

HPLC kullanilarak belirlenmistir.



BOLUM 11

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Elma

Red chief ¢esidi elma, meyveleri iri, tat, renk ve lezzet bakimindan cezbedici olan, besin
icerigi ©zellikle yapisindaki A ve C vitaminleri, karotenoidler ve fenolik maddeler
acisindan diger cinslere gore 6n plana ¢ikmakan bir gesittir. EIma vitaminlerden; A, By,
B., E ve C, mineral madde olarak potasyum, sodyum, kalsiyum, magnezyum, silisyum
ve organik asitlerden baskin olan malik asit icermektedir. Meyvelerin aroma ve lezzeti
yapisindaki seker ve asitlerden kaynaklanmaktadir. Elma icerigindeki toplam asit
miktar1 %0,20-1,70 arasindadir. Toplam seker miktari ise %7-12 arasinda degismektedir
(Erdogan vd., 2011). Elma ve elma suyunda bulunan baslica fenolik bilesikler;
klorojenik asit, epikatesin, floridzin, prosiyanidin, katesin ve floretinksiloglukozittir
(Karadeniz,1994). Bircok hastaliga karsi koruyucu etkisi bulunan elma, yiiksek oranda gida
lifi icerdiginden dolayi (%1,9) kalorisi disuktir ve tokluk hissi vermektedir (Demirtas,
2018).

Elmanin ana vatani Anadolu, Kafkasya ve Turkistan’dir (Anonim, 2016). Tlrkiye sahip
oldugu Uretim alani ve ekolojik yapisiyla taze meyve tretimini 2009 yil itibariyla 16,3
milyon tona yukseltmis ve bu miktarin %27°sini yumusak cekirdekli meyveler
olusturmaktadir. Cok sayida elma cesidi bulunurken ticari olarak 6nemli miktarda
uretimi yapilan 20 c¢esit vardir. Bunlarin 5 c¢esidi “Red Delicious, Golden Delicious,
Mclintosh, Rome Beauty ve Granny Smith” olarak énemli bir yere sahiptir. Turkiye,
yillik 3.032.164 tonluk elma tretimi ile Cin ve Amerika’dan sonra Dilinya’da 3. sirada
yer almaktadir (FAO, 2017). Elmanin yazlik, kishk ve guzlik cesitleri bulunmaktadir.
Ozellikle kislik cesitlerin iyi muhafaza kosullari altinda uzun siire dayanabilmesi,
nakliyeye elverisliligi, taze tliketim yaninda kurutularak ya da meyve suyu, komposto,
marmelat ve sirke seklinde degerlendirilebilmesi 6nemini daha da artirmaktadir
(Anonim, 2016). Uriin bazinda dretim ulkemizde meyve suyuna islenen baslica
meyveler; elma, kayisi, seftali, visne, portakal, Gzim ve nardir (Anonim, 2011).

Turkiye’de meyve suyuna islenen meyvelerin tretimi Cizelge 2.1’de gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Turkiye’de meyve suyuna islenen meyvelerin retimi (Anonim, 2011)

MEYVE | 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Uretim (ton)

Elma 2,57 2,002 | 2,458 | 2,505 | 2,782 2,6
Kayisl 894 483 590 751 695 476
Seftali 510 553 539 552 547 539
Visne 140 122 180 185 192 195

Portakal 1,445 | 1,536 | 1,441 | 1,427 1,69 1,71

Domates 10,05 | 9,855 | 9,937 | 10,985 | 10,746 | 10,052

Armut 360 318 356 356 384 380

Sari

H 370 371 o544 549 566 487
avug

Mandalina | 715 791 744 756 846 859

TOPLAM | 16,541 | 16,031 | 16,789 | 18,066 | 17,827 | 16,119

lyi bir elma suyu, uygun dénemde hasat edilmis, aroma agisindan zengin ve asit-seker
dengesi yeterli olan elmalardan elde edilir. Meyve suyu uretiminde kullanilacak
elmalarin hasat zamani 6énem tasir. Sofra olgunlugundan bir dnceki dénemde hasat
edilen elmalarda yapi kiguk, kabugun ete orani daha fazla ve aroma lezzet agisindan
zengindir (Erdogan vd., 2011). Ulkemizde meyve suyuna islenen meyveler arasinda
elma %46’k pay ile ilk siradadir (Anonim, 2011). 2010 yilinda meyve suyuna islenen
meyve miktar dagilimi Sekil 2.1’de gosterilmektedir.



19 Digerleri 1%Ayva - 5% Limon 3% Siyah
Havug H ELMA
4% Kayisl i
2% Uzim - SFFTALI
® ViSNE
1% Cilek 46% Elma m PORTAKAL
= NAR
10% Nar " CILEK
m 0zOM
H KAYISI
7% Portakal DIGERLERI
HAYVA
m LIMON
%9 Vishe SIYAH HAVUC
11% Seftali

Sekil 2.1. 2010 yilinda meyve suyuna islenen meyve miktar dagilimi (Anonim, 2011)

2.2 Enzim

Protein yapisindaki enzimler, bircok biyokimyasal olayda gérev alan biyolojik
katalizorlerdir. Gidalarda mindr bilesen olarak bulunan, canlilar agisindan hayati 6Gneme
sahip olan enzimler, etki ettikleri substratla bir arada bulunmayip ayri ayri bolgelerde
yogunlagsmistir. Ornek olarak PPO enzimi sitoplazmada ve substratlari olan fenolik
maddeler vakuoller i¢inde bulunmaktadir (Yemenicioglu ve Cemeroglu, 1998a).
Enzimler, genel olarak iki grupta incelenebilir; gidalarda istenen degisiklikleri yapan ve
istenmeyen kalite degisikliklerine neden olanlardir (Damodaran vd., 2008). Enzimler
hasat sonrasinda da aktivitesini koruyabilir. Gidalarin isleme ve depolanmalarinda
olumsuz degisimlere neden olmaktadir. Bir¢cok enzim sayilabilecegi gibi kalitede renk
degisimine katilan meyveler icin 6nemli olan iki enzim; Polifenol oksidaz ve
Peroksidazdir. Bu enzimler isleme ve muhafazada renk degisimine neden olarak Grinin
raf dmrinde kisalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle gidalarin islenmesi sirasinda
belirli bir asamada enzim inaktivasyonunu saglayan bir ara islem uygulanmahdir.
Enzim inaktivasyonunda en yaygin yontem isitma islemidir. islemin uygulamasi
kontrollli bir sekilde yapilmahdir. Aksi takdirde istenmeyen renk, tat ve dokudaki
tekstiirel degisimlere neden olurken enzimin aktivasyonunu da saglayabilir

(Yemenicioglu ve Cemeroglu, 1998a).



2.2.1 Polifenol oksidaz enzimi

Meyve ve sebzelerin dogal olarak yapisinda bulunan, isleme teknolojisi agisindan en
onemli enzim Polifenol oksidaz enzimidir. Bu enzim, dokularin parcalama, dograma,
ezme ve baska herhangi bir mekanik etki ile zedelenen kisimlarinda olusan esmerlesme
reaksiyonunun sebebidir (Terefe vd., 2014). PPO enzimi, Uluslararasi Biyokimya
Birliginin siniflandiriimasinda monofenol monooksijenaz (EC 1.14.18.1) ve katesol
oksidaz (EC 1.10.3.1) olarak yer almaktadir. Saglikli meyve ve sebze dokularinda PPO
enziminin bir kismi sitoplazmada serbest halde bulunurken, biyik bir kismi hicrenin
tilakoid ve kloroplast gibi unsurlarinda, membrana bagli olarak bulunmakta ve bunlarin
substratlari olan fenolik bilesikler de vakuoller icerisinde bulunmaktadir (Yemenicioglu
ve CemeroQlu,1998b). Esmerlesme reaksiyonlari 6zellikle elma, armut, kayisi
seftali,muz, patates ve mantar gibi cesitli Grtnler icin 6nemli olmakta ve Urlin kayiplari
ortayacikmaktadir. Ancak, limon ve turuncgillerde, yapisindaki sitrik asit

nedeniyleoksitlenme renksiz olusur, kahverengiye déntismez (Onez, 2006).

PPO enziminin substratlari fenolik bilesiklerdir, renk degisimini fenolik bilesiklerin
kahverengi pigmentleri ureten kinonlara oksidayonunu katalizleyerek
gerceklestirmektedir. (Yilmaz ve Elmaci, 2018). Bir monofenol olan p-kresoli, difenol
4-metil katesole okside ederlerken, bir o-difenol olan katesoli ise 0-benzokinone
parcalarlar. Bakir iceren bir enzim olan PPO iki farkli reaksiyon katalizler:
monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu (monofenolaz) ve o-difenollerin o-
kinonlara dehidrojenasyonu (difenolaz) dur. Her iki reaksiyonda da oksijen yardimci
substrat olarak kullanilir. Olusan o-kinonlar daha sonra enzimatik olmayan reaksiyonlar
sonucu kahverengi-siyah renkteki melanin pigmentlerine dénusir (Demirtas, 2018).

PPO enziminin katalizledigi reaksiyonlar Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2 PPO enziminin katalizledigi reaksiyonlar (Demirtas, 2018)

PPO enzim aktivitesinin meyvenin degisik boélimlerinde farkli oldugu bilinmekle
birlikte meyvenin kabuk kisminda ylksek aktivite gorilir. PPO, meyvedeki bitin
fenolik bilesiklere etki etmez, susbstrat spesifikligi vardir ve elde edildigi kaynaga gore
degiskenlik gosterir (Onez, 2006). Saghkli meyve ve sebzelerin dokularinda PPO ve
substratlari olan fenolik bilesiklerin temasi s6z konusu degildir. Meyve ve sebzelerin
hasat edilmesi sirasinda dis etken olarak aldigi fiziksel hasar, tasima, zedelenme ve
uygulanan cesitli islemler sonucunda doku bitiinligu bozulmaktadir. Béylece enzimler
substuratlari olan fenolik bilesiklerle ve oksijenle bir araya gelerek enzimatik
esmerlesmeye neden olmaktadir (Cemeroglu vd., 2001). Fenolik bilesenler iceren
urinlerde, enzimatik esmerlesme sonucunda goriinis olumsuz etkilenip istenmeyen
renk, koku ve tat olusmakta ve Urlnlerin besleyici degerinde énemli 6lctide kayiplara
neden olmaktadir. Bu durum drlnlerin tiketici tarafindan kabul edilirligini olumsuz

etkilemekte ve ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir (Yilmaz ve Elmaci, 2018).

Isil islem uygulayarak bazi meyve, meyve sulari ve sebzelerde PPO enzimini inaktive
etmek yaygin uygulamalardan biridir. Genel olarak, PPO yiiksek sicakliklara karsi
dayanikh degildir. Sicaklik araligi 70-90 °C de uygulanan isil islem enzimin Kkatalitik
aktivitesini yok eder ya da kismen inaktive eder (Demirtas, 2018). Bu sirecte

inaktivasyon icin gerekli olan zaman Uriin yapisina baglhdir.



2.2.2 Peroksidaz enzimi

Peroksidaz enzimi, yiksek yapili bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda
bulunmaktadir. Oksidorediktazlar grubunda yer alan Peroksidazlar (EC 1.11.1.7),
oksitleyici (oksidant) olarak hidrojen peroksit veya organik hidrojen peroksitleri
kullanirlar (inal, 2013). Bitkiler aleminde cok yaygin olup, gelismelerinde Gnemli
rollere sahiptirler. Sebzelerin POD aktivitesi, meyvelere gore daha fazladir. Bitkisel
dokularda kismen sitoplazmada ¢6ziinmis formda, kismen de hiicre duvarina bagl
olarak ¢6zinmez formda bulunan POD enzimi, hidroksilasyon veya oksidasyon ile
peroksidasyon reaksiyonlarinin katalizini gerceklestirmektedir (Cemeroglu vd., 2001).
POD, spesifik aktivite, optimum pH, kofaktorler, substrat ilgisi ve inhibitorlere
hassasiyet gibi biyokimyasal 6zellikleri bakimindan farklilik gosterir (inal, 2013). POD
enzimleri asagida belirtilen genel denklemde oldugu sekilde reaksiyonlari katalize
ederler;

POD
ROOH + AH> ———) H,O + ROH + A

Bu peroksidatik reaksiyonda;
R:H", CH3 C2Hs
AH:: indirgenmis formda hidrojen donéri

A: Oksitlenmis formda hidrojen dondérinu ifade etmektedir.

Yukarida verilen bilgiye gore; POD enzimleri bir hidrojen donori esliginde, peroksitleri
parcalayan reaksiyonu katalize ederler. Bu durumda temel substrati peroksitlerdir ve
bunlarin basinda hidrojen peroksit gelir. Yukarida bahsedildigi gibi, metil veya etil
hidrojen peroksit gibi organik peroksitler de substrat olarak kullaniimaktadir. Dondr
substratlar arasinda bulunan bazi maddeler bu enzim esliginde belirli amaglarla
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 yuriyebilen “oksidatif etki” dir. Ancak bu defa O; ve Mn*2 veya fenol gibi birtakim
kofaktorlere ihtiyac vardir. POD enzimi, H don6rl bulunmayan ortamlarda bir anlamda
katalaz enzimi gibi davranarak hidrojen peroksitin su ve oksijene parcalanmasi
reaksiyonunu da Kkatalize edebilmektedir. Bu etki sekli ise “katalitik etki” olarak
adlandiriimaktadir. Bu enzimin bir diger ve sonuncu aktivitesi ise “hidroksilatif  etki”
seklidir. Bu etki yoluyla; O2 veya monofenolik bilesiklerden aynen PPO enzimlerinin
yaptigi gibi difenolik bilesikler olusturulmaktadir. Ancak farkli olarak POD enzimi
hidroksilasyon yetenegini gosterebilmek icin bir hidrojen donériine ihtiya¢c duymaktadir
(Cemeroglu vd., 2001).

POD istya en direncli enzim oldugundan, 1sil islem sonucunda e@er inaktivasyon
saglanmigsa diger etkin enzimlerin hepsinin inaktive oldugu dustniliur. Bu acidan
sebzelerin haslanmasinda POD enziminin inaktivasyonu bir kriterdir (Cemeroglu vd.,
2001). Isiya en direncli enzim olmasinin yaninda enzimin kokenine, bulundugu meyve
ve sebzeye gore direnci degisiklik gosterebilir. Ornegin, patates POD’ | 95°C’ de 10
dakikada tamamen inaktive oldugu halde, lahana kdkenli olanlar 120°C’ de 10 dakika

sonunda baslangi¢ aktivitesinin %0,3” tinu koruyabilmektedir (Bahgeci, 2003).

2.3 Termosonikasyon Uygulamasinin EIma PPO ve POD Enzimlerine EtkKisi

Meyve ve sebze drlnleri, isleme ve depolama sirasinda sorun yaratan
mikroorganizmalari ve kaliteyi olumsuz etkileyen cesitli enzimleri inaktive etmek igin
bazi uygulamalara maruz birakilmaktadir. Haslama, pastorizasyon veya sterilizasyon
gibi 1sil islemler, enzimleri inaktive etmek icin kullanilan yaygin yontemlerdendir.
Gidalarin islenmesinde tat, koku, renk gibi genel kalite 6zellikleri ile besinsel degerine
daha az etki saglayacak, alternatif pastorizasyon ve sterilizasyon yontemleri Uzerinde
ARGE calismalari yapilarak gida muhafaza yontemlerine yenileri eklenmektedir
(Demirtas, 2018).

Enerjiyi ve zamani daha verimli kullanan, cevreye duyarli alternatif teknolojilerden
bazilari yiksek hidrostatik basing, vurgulu elektrik alan, ultraviyole isik, i1sinlama ve

ultrason teknolojileridir.



Gidalarda 0Ozellikle mikroorganizma ve enzimlerin inaktif hale getirilmesi amaciyla
yiksek gucli ultrason dalgalari yalniz olarak veya diger muhafaza yontemleri ile
birlikte kullaniimaktadir (Demirtas, 2018). Bu bakimdan (¢ farkh yontem

bulunmaktadir.

Termosonikasyon (TS): Ultrasonun etkisini artirabilmek igin yuksek sicaklik ve

ultrasonun birlikte uygulandigi kombinasyonlara denilmektedir (Demirtas, 2018).

Manosonikasyon (MS): Basing uygulamasi (600 kPa’a kadar) ve ultrason tekniklerinin
bir arada kullanildigi yontemdir (Demird6ven ve Baysal, 2008).

Manotermosonikasyon (MTS): Basing, sicaklik ve ultrason uygulamalarinin
kombinasyonu olarak ifade edilmekte, daha etkin enzim ve mikroorganizma

inaktivasyonu saglamaktadir (Demirddven ve Baysal, 2008).

Genel anlamda ultrason, ses dalgalarinin saniyede 20.000 veya daha fazla titresimler
sonucunda olusan enerjiyi ifade eder. Fiziksel bir muhafaza metodu olarak ultrason
Uzerine yapilan arastirmalar, bu teknolojinin gesitli gidalarin (meyve ve sebzeler, meyve
sulari, vb.) pastorizasyonu icgin gecerli bir alternatif olarak oldukca umit verici oldugunu
gostermektedir. Gida isleme teknolojisinde, 20 kHz ile 10 MHz frekans araligindaki
ultrason ekipmanlari kullaniimakta ve ultrason kullanim agisindan genelde dustk
enerjili uygulama (1 W/cm?, 100 kHz) ve yiiksek enerjili (Power ultrason) uygulama
(10-1000 W/cm?, 20-100 kHz) olarak ikiye ayrilmaktadir. Disiik enerjili ultrasonik
uygulama gidalarin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilirken yuksek
enerjili ultrasonik uygulama ise gidalarda mikrobiyel ve enzimatik inaktivasyon amacli
kullanilir (Wang vd., 2013). Ultrason teknolojisi sivi sistemlerde daha etkili olup bu etki
baslica kavitasyon olgusuna baglidir. Sivi igerisine gonderilen ses dalgalari, icinde
bulunan molekdllerin titresmesi ve bu titresimi komsu molekile aktararak devam
ettirmesi ile meydana gelir. Bu enerjinin aktarimi ile ortamdaki molekullerde sikisma ve
gevsemeler olmaktadir. Molekdllerin birbirine uzaklasma anindan yaklasma evresine
gecerken devam eden osilasyon sonucu olusan kabarciklar birbirine yaklasan molekller
arasinda ani olarak patlar. Bu patlama ile kabarcigin etrafinda ¢ok kisa bir an icinde
550°C’ ye kadar bir sicaklik ve 50 MPa bir basing olusur. Kavitasyon tarafindan salinan

enerji miktar1 kabarciklarin, kabarcik biyume Kinetigi ve ¢okust Gzerindeki etkisine
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baghdir. Bu enerji sivinin buhar basinci ile kabarciklarin ara ylzeyindeki ylzey gerilimi
ile birlikte artabilir. Ozelliklede sulu gidalar yiksek yiizey gerilimine sahipse

kavitasyon icin ortamin etkisi cok daha fazladir (Ylksel, 2013).

Ultrasonun enzimleri G¢ farkli mekanizma ile etkisizlestirdigi bilinmektedir; enzimin
kavitasyondan kaynaklanan yiksek sicaklik ile inaktive olmasi, sonik dalgalarin soku
ile aciga cikan mekanik gic ve suyun sonolize olmasi ile serbest radikallerin agiga
citkmasi ile ifade edilebilir. Ultrason uygulamasi sirasinda suyun ayrismasi sonucunda
H* ve OH" radikalleri olusmaktadir. Meydana gelen serbest radikaller, enzimin yapisal
stabilizasyonunda veya katalitik fonksiyonlarinda rol alan amino asitlerle reaksiyona
girebilmekte ve enzim denatiirasyonuna neden olmaktadir. Denatiirasyon sonucu

enzimlerin ikincil yapisi zarar gérmektedir (Yiksel, 2013).

Literattirde, son yillarda gidalarin islenmesi sirasinda enzim inaktivasyonunu saglamak
icin ultrason kullanimi ile ilgili calismalarin sayisinda artis gozlenmektedir (Cheng vd.,
2007; Cheng vd., 2013; Baslar ve Ertugay, 2013; Abid vd., 2014; Dias vd., 2015;
Baltacioglu vd., 2017). Ancak, yapilan calismalarda bulunan sonuglar ultrason
prosesinin is1 ve/veya basing ile kombinasyonunun, tek basina isi ve tek basina ultrason
uygulamasina gore enzimlerin inaktivasyonunda daha etkili oldugunu géstermistir. Isi
ve/veya basing ile birlikte kullanilan ultrasonun lipoksigenaz, pektinmetilesteraz, POD
ve PPO gibi cesitli gida kalitesi ile iliskili enzimlere karsi etkili oldugu bildirilmistir
(O’Donnell vd., 2010).

Silva vd. (2015) yaptigi calismada, elma kiplerinde ve elma suyunda ultrasonik
uygulama ile POD ve PPO inaktivasyonunu degerlendirmis, elma kdipleri ve elma suyu
55- 3300 W/L arasinda degisen gii¢ yogunluklari ile ultrasonik isleme tabi tutulmustur.
Islem 23°C (ortam sicakligji) ila 60°C arasinda degisen sicakliklarda yapilmis ve islem
sreleri genellikle uygulanan ana calisma kosullarina baglh olarak 5 ila 20 dakika olacak
sekilde ultrasonik guc uygulanmistir. EIma suyunda, elma kiplerinden daha yiksek bir
enzim inaktivasyonu elde edildigi rapor edilmistir. ElIma suyundaki PPO ve POD
aktivitesi ultrasonik glc¢ yogunlugundaki artisa bagh olarak azalmistir. En yiksek g
yogunlugunda (3300 W/L) PPO icin maksimum dizeyde (%57'lik) bir azalma
goralirken POD enzim aktivitesinde maksimum kayip %15 olarak saptanmistir. Dlsuk

sicakliklarda uygulanan ultrason uygulamasinin elma suyunda POD ve PPO enzim
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aktivitesini azaltmakta tek basina ultrason kullanimina gore daha etkili oldugu
bildirilmistir.

Benzer sekilde Sulaiman vd. (2015), elma (Royal Gana) puresinde 1sil isleme kiyasla
daha dusuk sicaklikta PPO enzimini inaktive etmislerdir. Bu ¢alismada PPO enziminin
termosonikasyon kosullari (0,6-1,3 W/g, 27-73 °C ve 10 dak) ve termal inaktivasyon
(50-85 °C ve <30 dak) kinetigi belirlenmis ve karsilastiriimistir. 10 dakikalik bir
ultrason isleminin ardindan PPO aktivitesinde 6nemli bir azalma goérulmustdr. Isil
isleme (75 °C) kiyasla, termosonikasyon islemi (72 °C) ile daha fazla enzim
inaktivasyonu gozlenmistir. Ayrica elde edilen sonuclara gore 32 °C 'deki ultrasonun,
PPO aktivitesinin  azaltilmasinda etkili oldugu goérulmastar. Buna  gore
ultrasonikasyonun c¢ok duslk sicakliklarda islem yapilmasina olanak sagladigr ve

orijinal meyve kalitesinin daha iyi korunmasina neden oldugu rapor edilmistir.

Tek basina ultrason ve sicaklik kombinasyonu ile birlikte uygulanan ultrasonun, PPO
enziminin etkisiz hale getirilmesi icin yapilan bir calismada, elma suyunda PPO enzim
aktivitesinde %90 azalma icin tek basina ultrason uygulamasi 45 dakika uygulanirken,
1sil islem ile birlikte 6 dakikalik ultrason uygulamasi yeterli olmustur (Bot vd., 2018).

Farkli elma cesitlerindeki enzimlerin stabiliteleri farklilik gostermektedir. Bunun nedeni
farkli izoenzimlerin bulunmasidir. Bu ¢alismada (Golden delicious) elma suyuna disik
sicakliklardaki (40, 50 ve 60 °C) ultrason uygulamasi ile 1sil isleme kiyasla daha fazla
PPO enzim inaktivasyonu saglanmis ve calisma sonunda 60 °C'nin Gzerindeki
sicakliklardaki ultrason uygulama, 1siya dayanikli POD enziminin duyarlihgini
arttirmistir. 60 °C’de uygulanan ultrason ile POD enziminde %40 inaktivasyon

saglanmistir (Baglar ve Ertugay, 2013).

Yapilan bir diger calismada taze elma suyunda ultrasonik banyo (25 kHz, 30 dak, 0,06
W/cm?3) ve prob tipi ultrason (20 kHz, 5 ve 10 dak, 0,30 W/cm?®) kullanilarak 20, 40 ve
60 °C sicaklikta, PPO ve POD enzimleri inaktive edilmistir. Termosonikasyon
uygulamasi ile elma suyu PPO ve POD enzimlerinin 60°C sicaklikta ve 10 dakika
sonunda en yiksek enzim inaktivasyonu sirasiyla %93 ve %85 oraninda oldugu
belirlenmistir (Abid vd., 2014).
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Benzer sekilde bulanik elma suyunda dustk sicakliklarda (42-67 °C) uygulanan ultrason
uygulamasinin PPO inaktivasyonunda etkili oldugu bildirilmistir. PPO icin, en yliksek
sicaklikta (67 °C), 1,15 W/mL gi¢ yogunlugunda calisirken neredeyse tamamen
inaktivasyon (%3 * 1) elde edilmistir. Distk gl¢ yogunlugu degerlerinde, belli bir
inaktivasyona ulasmak icin daha yiksek sicakliklarda calismak gerektigi rapor
edilmistir (Illera vd., 2018).

Cruz vd. (2006), yaptigi calismada is1 ve 1s1 / ultrason (termosonikasyon) isleminin (40—
92,5 °C), su teresinde (Nasturtium officinale) POD enzimi inaktivasyon Kinetigine
etkisini incelenmigstir. Daha dusuk sicakliklarda uygulama ile kaliteyi arttirmak icin
termosonikasyon islemi uygulanmistir. Su teresinde POD enzim igin termosonikasyon
uygulamasi ile 85 °C’ nin Ustindeki sicakliklarda daha yiksek inaktivasyon
saglanmistir. Bdylece calismada, termosonikasyon uygulamasi geleneksel isil isleme
kiyasla daha iyi bir alternatif yontem olarak rapor edilmistir.

2.4 Fenolik Madde

Fenolik bilesikler, bitkilerin ikincil metabolizma Grlnleri olarak tanimlanan, bitkide en
yaygin bulunan maddeler grubudur. Fenolik bilesikler bitkilerin meyve ve sebzelerde,
tohum, cicek, yaprak, dal ve govdelerinde bulunabilirler (Nizamlioglu ve Nas, 2010).
Fenolik bilesikler, bitkilerin gelisimleri sirasinda oldugu gibi; yaralanmasi, enfekte
olmasi ve UV 1si§a maruz kalmasi gibi durumlarda sentezlenebilmektedir (Naczk ve
Shahidi, 2004). Fenolik bilesiklere, beslenme fizyolojisi a¢isindan olumlu etkileri
nedeniyle "biyoflavonoid” adi da verilmektedir. Antioksidan 6zellik gosteren fenolik
bilesenlerin saglik tzerindeki olumlu etkileri, kanser ve koroner kalp hastaliklarini
onleyici etkileri ile énem kazanirken; tiketiciler tarafindan yogun ilgi gérmekte ve
fonksiyonel gidalara olan talebi artirmaktadir (Yilmaz, 2012). Fenolik bilesikler
(polifenoller), benzen halkasi iceren maddelerdir. Polifenoller serbest radikalleri
temizleyerek ve oksidatif stresi azaltarak c¢ok sayida hastaligin  olusumunu
engellemektedir (Cavuldak vd., 2015). En basit fenolik bilesik, bir tane hidroksil grubu
iceren benzen yani fenoldur. Diger tim fenolik maddeler benzen (fenol)den tlremistir
(Cemeroglu vd., 2001). Fenolik bilesikler genel olarak fenolik asitler (fenolik karbonik

asitler) ve flavonoidlerden (flavan tirevleri) olusmaktadir (Karadeniz ve Eksi, 2001).
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Genel olarak gidalardaki fenolik maddelerin siniflandiriimasi  Cizelge 2.2°de
gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Fenolik maddelerin siniflandiriimasi (Karadeniz ve Eksi, 2001)

1. Fenolik Asitler

1.1.Hidroksisinamik asitler

o-Kumarik asit | p-Kumarik asit Kafeik asit Ferulik asit
izoferulik asit Sinapik asit

1.2. Hidroksibenzoik asitler
Salisilik asit m-hidroksibenzoik asit | Vanillik asit Protokateseik asit
Gentisik asit p-hidroksibenzoik asit | Izovanillikasit B-Rezorsilik asit
Gallik asit 0- hidrobenzoik asit Sirinjik asit o-Rezorsilik asit

1.3. Hidrosisinnamik asit

Klorojenik asit | Neoklorojenik asit p- Kumaroilkuinik asit | Kaftarik asit
Kutarik asit Kriptoklorojenik asit | izoklorojenik asit

2. Flavonoidler

2.1. Antosiyanidinler

Pelergoidin Siyenidin | Petunidin | Delfinidin | Malvidin | Peonidin

2.2. Katesinler

(+)-Katesin (-)-Epikatesin (+)-Gellokatesin (-)-Epigallokatesin

2.3. Lokoantosiyanidinler

Lokoantosiyanidin Lokoantodelfrinidin

2.4. Flavonoller

Kempferol Kuersetin Mirisetin Izoramnetin

2.5. Flavonlar

Apigenin Luteolin

2.6. Flavononlar

Narincenin Hesperitin Eriyodiktol Izosekuranetin

2.7.Prosiyanidinler

Prosiyanidin dimerB1-B4 P. Oligomer P.polimer

2.8. Dihdrokalkonlar

Floridzin Floretin
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Flavonoidler (flavan tirevleri) gidalarin renginden sorumludur. Bu grup icerisindeki
antosiyaninler dogal renk maddeleri olup sebzeler, meyveler, meyve sulari ve saraplarin

renklerinden sorumludurlar (Karadeniz ve Eksi, 2001).

Fenolik bilesikler pek cok gidanin tat ve aromasi Uzerine etkili 6zellikle acilik ve
buruklugun kaynagidirlar (Nizamhoglu ve Nas, 2010). Polifenoller kolayca okside
olabilme  06zelligi  nedeniyle antioksidan aktiviteye sahiptirler. Gidalardaki
antioksidanlar, oksidasyondan kaynaklanan acilasmayi ve diger tat bozulmalarini
geciktirme veya Onleme 6zelligine sahip olan maddelerdir. Meyve atiklari icerisinde
elma posasi polifenoller, turuncgil posalari flavanoid ve fenolik asit, iziim gekirdegi ve
kabugu ise zengin antosiyanin ve diger fenolik madde icerikleri nedeniyle ¢cok 6énemli
antioksidan kaynagidirlar (Zoral ve Turgay, 2014). Elma ve elma sulari antioksidan
ozellikte fenolik asitler bakimindan zengindir (Demirtas, 2018). Elma iceriginde
katesin, epikatesin, floridzin, kuersetin, siyanidin, siyanidin-3-O-galaktozit, klorojenik
asit ve hidroksi sinamat gibi cesitli fenolik bilesenlere sahiptir. Bu bilesenler serbest
radikallerin faaliyetlerini durdurarak veya etkisini yavaslatarak kalp-damar, diyabet ve
bagisiklik sistemi hastaliklarindan korunmada 6nemli rol oynamaktadirlar (Vrhovsek,
2014). Fenolik bilesiklerle ilgili Gzerinde arastirma yapilan gidalardan birisi elma
suyudur. Bunun nedeni meyvedeki fenolik madde dagiliminin ve elma suyu isleme
prosesinde degismelerin, 6zellikle renkte olusan degisimin ve tortu olusumunun elma

suyu kalitesine direkt olarak etki etmesidir (Karadeniz,1994).

2.5 Fourier Donuisum Kizil Otesi Spektroskopisi

Yeni bir teknik olarak Fourier Doniisum Kizilotesi spektroskopisi fenolik bilesikler gibi
cesitli biyoaktif bilesenlerin belirlenmesinde son yillarda tercih edilmektedir. Hizl,
ekonomik, guvenilir ve kolay bir teknoloji olmasi dolayisiyla FTIR spektroskopisi y
aygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Bu teknik bir titresim spektroskopisi
teknigidir. Her molekll dondukleri ve titrestikleri frekanslara bagh olarak 6zel ayrik

enerji seviyelerine sahiptir ve bu prensibe dayanarak belirlenmektedir.
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Fourier Donusim Kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi, 2.500 nm ile 25.000 nm
arasindaki dalga boylari tarafindan tanimlanan dogal olarak olusan elektromanyetik
spektrumdan faydalanan spektroskopik bir tekniktir (Freifelder, 1982). Kizilotesi
radyasyon (¢ farkli bolge; yakin kizilétesi (NIR/ Kisa dalga, 4000~14000 1/cm), orta
kzul 6tesi (MIR/ orta dalga, 400~4000 1/cm) ve uzak kizilétesi (FIR/uzun dalga, 4~400
1/cm) olarak gruplanmaktadir. Genelde gida analizlerinde kullanilan boélge orta
kizilotesi bolgedir (Kilhic ve Karahan, 2010).

FTIR analizini kullanmanin genel avantajlari, gida ve tarimsal Gretim streclerinde daha
iyi karar verebilmek icin hizhh analiz verileri saglamasidir. Geleneksel analiz
yontemleriyle karsilastirildiginda, ¢cok az veya hi¢ numune hazirhgi gerektirmez ve
kimyasal madde veya sarf malzemesi gerekmez. Tahribatsiz, kullanici dostu, hizli,
guvenilir ve kusursuzdur. FTIR spektroskopisi, Olculecek dalga boylarinin tam
spektrumunu iceren genis banth bir 1sik kaynagindan gelen 1sik, interferometre adi
verilen bir cihazdan gegirilir. interferometre, verileri daha sonra islemek icin ézel bir
sekilde degistirir Isin, numuneye baglh bir emilimin gerceklestigi numuneden gegirilir.
Isik algilanir ve bir bilgisayara iletilir. Bilgisayar, emilimin her bir dalga boyunda ne
oldugunu ortaya cikarmak icin tim verileri isler ve Fourier Donlsum teknigini
kullanarak verilere karsilik gelen bir spektrum dretir. Bir FTIR analizér tarafindan
uretilen spektrumlar bircok veri noktasina dayandigindan, analiz edilen numunenin
oldukga hassas bir spektral parmak izi saglanmis olur. Bu anlamda, elde olunan
sonuglarin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi geleneksel yontem ve kimyasal analizlere
kiyasla daha iyidir (Mantsch, 2001).

FTIR spektroskopisinin gida endistrisinde kullanimi, et, sit, yag, tereyag,
yogunlastiriimis siit ve meyve sulari analizleri dahil olmak Uzere gelistirilmekte olan
cesitli yontemler ile birlikte yer almaktadir (Blyuksirit ve Kuleasan, 2014). Son yillarda
bircok calismada FTIR spektroskopisi kullanilarak fenolik bilesiklerin belirlenmesi
uzerine calisiimaktadir (Ricci vd., 2015). FTIR teknikleri melanin pigment yapisinda
ana fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi vermis, antosiyaninlerin 1630-1640 1/cm
arahginda pik olusturdugu belirlenmistir (Buyuksirt ve Kuleasan, 2014).
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Yapilan bir calismada dort sogan cesidinin (kirmizi, beyaz, san ve tatl) ve
soganciklarin, toplam fenolik madde igerigi ve toplam antioksidan kapasitesi FTIR
spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. Orneklerin toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivitesini tahmin etmek icin en kiicuk kismi kareler (Partial Least Square,
PLS) yontemi uygulanmistir. FTIR spektroskopisiyle 6lgllen referans degerleri ile elde
edilen tahmini degerler iyi bir korelasyon (r> 0,95) gdstermistir. Buna gore, sebzelerin
toplam antioksidan kapasitesini tahmin etmek icin orta kizilotesi spektroskopinin
kullaniimasinin, geleneksel kimyasal analizlere alternatif olarak hizli ve kesin oldugu
rapor edilmistir (Lu vd., 2011).

Tahir vd. (2017) balda fenolik bilesik icerigini ve antioksidan aktiviteyi belirlemek icin
FTIR spektroskopisini en kicuk kismi kareler yontemi (PLS) ile kombine ederek
kullanmislardir. FTIR icin belirlenen korelasyon katsayilari 0,9461 ila 0,9988 arasinda
degismistir. Elde edilen sonuclara gore, FTIR spektroskopisinin, baldaki fenolik
bilesikleri ve antioksidan etkinlikleri 6lgmek icin basit, hizli ve tahribatsiz bir yontem

oldugu bildirilmistir.

Fenolik bilesiklerin kirmizi saraplarin  duyusal 6zellikleri Uzerindeki 6nemi iyi
bilinmektedir. Bu acidan yapisinda bulunan fenolik bilesiklerin Gziim kabugundan
ekstrakte edilebilirligini kontrol etmek icin Gzim zari (Nogales-Bueno vd., 2017a) ve
cekirdeginde (Nogales-Bueno vd., 2017b) FTIR spektroskopisi kullanilmistir. Ayrica, i¢
ve UzUm kabugu yuzeyleri arasindaki spektral farkliliklar da incelenmistir. Buna gore
FTIR spektroskopisi fenolik bilesiklerin ekstrakte edilebilirligini belirlemede etkin
sekilde kullantimistir.

Yapilan baska bir calismada seftali ve kabakta ultrason ve solvent ekstraksiyonun
toplam fenolik bilesimine etkisini belirlemek igin FTIR spektroskopisi kullaniimistir.
Fenolik bilesiklerin balkabagi ve seftaliden ekstraksiyonunu optimize etmek igin
ultrason destekli ekstraksiyon (UAE) metodu kullaniimistir. Ekstraksiyon sicakliklari
(30, 40 ve 50 °C), ultrasonik gug¢ seviyeleri (%30, 50 ve 70) ve sireleri (10, 20 ve 30
dak) olarak uygulanmistir. Seftali ekstraktlarinda toplam fenolik madde icin en uygun
kosullar 41,53 °C sicaklik, %43,99 guc ve 27,86 dakika olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte, DPPH igin 41,60 °C sicaklik, %44,88 gii¢ ve 27,49 dakikanin optimum oldugu
rapor edilmistir.
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FTIR spektrumlari incelendiginde, kimyasal yapilarda ultrasonik islemden veya ¢dziici
ekstraksiyonundan kaynaklanan 6nemli bir degisiklik gortilmedigi gdzlenmistir
(Altemimi vd., 2016).

Okur vd. (2019), visne posasindan fenolik bilesiklerin ekstraktsiyonu igin farkl
metodlar (geleneksel, ultrason destekli, mikrodalga destekli ve yiksek basing
ekstraksiyon) uygulamistir. Elde edilen ekstraklarin fenolik bilesik icerigi FTIR
spektrosikopisi kullanilarak belirlenmistir. FTIR sonuclarina goére, farkli ekstraksiyon
tekniklerinin numunelerde 6nemli yapisal degisikliklere neden olmadigi gézlenmistir.
Spektrum analizi sonucunda 1800- 750 1/cm arasinda yer alan bantlar (parmak izi
bolgeleri) yaygin olarak bitkilerdeki polifenoller ile iliskilendirilmistir. 3000-3300 1/cm
hatta 2800 1/cm’e kadar uzayan bantlarin, aromatik halkanin C-H germe
titresimlerinden kaynaklandigi belirtilmistir. 1730 1/cm civarinda bulunan bant,
karbonil grubunun germe titresimine baglanmis ve sadece hidrolize edilebilir tanenler
icin mevcut olan bant olarak ifade edilmistir. 1500-1150 1/cm araligindaki bantlarin
CH (fenoller) ve OH titresimleri nedeniyle oldugu rapor edilmistir. 1014 1/cm’de
bulunan bant, piran halkasinin OH ikamesinin C — O esnemesini ifade etmekte ve
Ozellikle epikatesin ile iliskilendirilmektedir.

2.6 YUksek Performansli Sivi Kromatografisi

Yiksek Performanshi Sivi Kromatografisi kisaca HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) olarak adlandirilir. Analitik ayirma teknikleri arasinda tercih edilen
HPLC, fenolik bilesikleri belirlemede yaygin olarak kullaniimaktadir. HPLC yéntemi
laboratuvarlar, bilimsel calismalar ve sanayide bir¢cok alanda uygulanmaktadir.
Yontemde, sivi hareketli fazda bir karisimdaki bilesenler ¢ozuntur hale getirilerek
yiksek basing altinda kromatografi kolonundan ge¢cmeye zorlanirlar. HPLC teknigi
Ozellikle kantitatif tayinlerde ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozulabilen
bilesiklerin ayrilmasiyla sonu¢ vermektedir. HPLC yodntemi ile bircok bilesikleri
(pesitisitler, toksinler, ilaclar, proteinler, amino asitler ve seker bilesenleri) nitel ve nicel
olarak tespit edilebilmektedir. HPLC diizenegdi bes kisimdan olusmaktadir. Bunlar:
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Degazor; mobil fazda ¢ozinmus olarak bulunan hava kabarciklarinin giderilmesini
saglamakta,

Pompa; mobil fazin yiksek basingla hareketini ve kolona girisini saglamakta,
Ornekleyici; numunelerin kolon ve detektore génderilmesini saglamakta,

Kolon-kolon firini; bilesiklerinin ayirilmasi saglanmakta,

Detektor; bilesenleri tanimlamayi saglamaktadir (Karakaplan, 2019).

Fenolik bilesikler kompleks yapilari ve cesitliligi ile modern analitik teknikleri
kullanilarak belirlenmeye gereksinim duymaktadir. Bu nedenle HPLC teknigi ile yeterli
kalitede, hassasiyet ve makul bir zamanda fenolik bilesiklerin analizi

gerceklestirilmektedir (Karakaplan, 2019).

Literatiirde elmanin fenolik bilesik iceriginin belirlendigi bircok calisma bulunmaktadir.
Markowski ve Ptocharski (2006), arastirmasinda Jonagold, Sampion, Idared ve Topaz
elma cesitleri ve bu cesitlerin islenmis trunlerinde HPLC yontemi kullanarak fenolik
madde icerigini belirlemistir. Taze meyvelerde toplam fenolik madde miktari ortalama
olarak 857 mg/kg yas agirlik olarak belirlenirken, en yaygin bulunan grup flavonolleri
(417 mg/kg), fenolik asitler (229 mg/kg) takip etmistir. Bulanik meyve sularinda fenolik
bilesiklerin kaybi sadece %53'U olarak belirlenirken, berrak meyve sularinda ¢ok daha
fazla fenolik bilesik kaybi tespit edilmistir. Calisma sonunda elma cesitleri morfoloji
acisindan onemli farkliliklar gosterse de en yaygin bulunan fenolik bilesen grubu,
flavonoller olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte fenolik asitler, dihidrokalkonlar ve

kuersetin glikozitlerde bulunmustur.

Rana ve Bhushan (2016), yaptiklari derleme makalede, taze elmada, yapraklarda, agac
kabugunda ve posada bulunan fenolik bilesiklerin potansiyelini degerlendirmistir.
Ayrica yapilan derlemede sivi kromatografisine dayali gelistirilmis enstriimantasyon
yontemlerinin (HPLC, UPLC, LC / MS / MS) fenolik bilesiklerin degerlendirmesini
daha hizli ve guvenilir hale getirdigi rapor edilmistir. ElIma cesitlerinde bulunan
polifenollerin, konsantrasyonlar farkli olmasina ragmen hemen hemen ayni oldugu
bildirilmistir. Elmalardaki polifenollerin yapisal siniflari arasinda flavonollerin
(kuersetin, kamferol ve rutin), dihidrokalkonlarin (floretin ve floridzin), flavan-3-ollerin
(epikatesin ve prosiyanidinler) ve fenolik asitlerin (kafeik asit ve kumarik asit)

bulundugu belirtilmistir.
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Kalinowska vd. (2014), yaptigi ¢alismada elmanin yapisindaki fenolik bilesikleri ve
onlarin biyolojik 6zelliklerini 6zellikle saglikla ilgili yonlerine vurgu yaparak 6zetlemis
ve derlermistir. EImanin bireysel fenolik bilesiklerinin konsantrasyonunun ayni oranda
olmayip meyvenin cesidine, olgunluguna, yetistirme kosullarina ve bulundugu kisima
bagh oldugu rapor edilmistir. Yenilebilir meyveler arasinda elmanin, nihai emilim igin
kanda en yuksek miktarda serbest fenolige neden oldugu sonucuna varilmistir. Genel
olarak, elma kabugu ete gore toplam fenolik bilesikler, toplam prosiyanidinler ve
toplam flavonoidler agisindan daha zengindir ancak bazi bireysel fenolik bilesiklerin
elma cesidine bagh olarak ette kabuktan daha fazla bulundugu belirlenmistir. Elstar,
Fuji, Mclintosh, Pinova, Red Delicious gibi elma gesitlerinde ete gdére kabukta
klorojenik asit daha fazla bulunmusken, Idared, Golden Delicious, Granny Smith,
Reineta gibi c¢esitlerde ette kabugundan daha fazla klorojenik asit belirlenmistir. EIma
cesitlerinden bagimsiz olarak kuersetin, katesin, epikatesin, floridzin, prosiyanidin B> ve
Cz’in elmanin kabugunda etinden daha yiiksek oranda bulundugu rapor edilmistir.

Lee vd., (2003), elmadaki her bir fitokimyasalin toplam antioksidan kapasitesine
katkisini belirlemistir. Alti elma gesidinin (Golden Delicious, Cortland, Monroe, Rhode
Island Greening, Empire, ve NY674) baslica fitokimyasallari tanimlanmis ve miktarlari
belirlenmistir. Ayrica elma fitokimyasallarinin toplam antioksidan aktivitesine katkilart,
bir 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-stlfonik asit) radikal supirme deneyi
kullanilarak belirlenmis ve C vitamini esdegeri antioksidan kapasite (VCEAC) olarak
ifade edilmistir. Alti elma cesidinde major fenoliklerin ortalama konsantrasyonlari (mg /
100 g taze elma agirhgi); kuersetin glikozitler, 13,20; prosiyanidin B2, 9,35; klorojenik
asit, 9,02; epikatesin, 8,65; floretin glikozitler, 5,59 olarak belirlenmistir. 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 Ol¢ulmustir. 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)
seklinde siralanmistir. Bu sonuclara gore, kuersetin, epikatesin ve prosiyanidin B> gibi
flavonoidlerin, elmalarin toplam antioksidan aktivitesine C vitamininden daha fazla

katkida bulundugunu goéstermistir.
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Yapilan calismalarda elmalarin, (-)- katesin ve (-)- epikatesin (flavan-3-oller veya
flavanoller), floridzin (dihidrokalkon glikozitler), kuersetin (flavonoller), klorojenik asit
(fenolik asitler), siyanidin-3-0-galaktosid (antosiyaninler) ve hidroksisinamatlar (p-
kumarik asit) gibi fenolik bilesikleri icerdigi belirlenmistir. Genel olarak, her bir elma
icin polifenolik bilesikler 19,6 ila 55,8 (flavan-3-oller), 17,7-33,1 (flavonoller) ve 10,6-
80,3 (klorojenik asit) mg olarak belirlenmis; en dustk degerler floridzin (her bir elmada
1,0-9,3 mg/100 g) ve antosiyanin (her bir elmada 0,1-6,5 mg) icin kaydedilmistir

(Francini ve Sebastiani, 2013).

2.7 Termosonikasyon Uygulamasinin Fenolik Bilesikler ve Antioksidan Aktiviteye
Etkisi

Isil olmayan bir islemin etkinligini belirlemek igin, enzim inaktivasyonu ile birlikte
uygulanan prosesin gidanin kalite parametreleri zerindeki etkisi de incelenmelidir.
Yapilan ¢alismalarda ultrason isleminin C vitamini igerigi, fenolik bilesik icerigi, renk,
bulaniklik stabilitesi ve viskozite gibi meyve sulari icin énemli olan kalite parametreleri
Uzerine ¢ok az etkisi oldugu gozlenmistir. Termosonikasyon (isi-ultrason)
uygulamasinin tek basina ultrason uygulamasina goére meyve sularinda isil isleme
kiyasla daha distk sicaklik ve sirelerde enzimleri inaktive ettigi ve askorbik asit,
toplam fenolik, flavonoidler ve flavonoller Uzerine daha az kayba neden oldugu

bildirilmistir.

Literatlirde ultrason ya da termosonikasyon uygulamasinin fenolik bilesiklere etkisi
genelde toplam feneolik madde ve antioksidan aktivite degisimi ile ifade edilmektedir.
Bununla birlikte bireysel fenoliklere termosonikasyon uygulamasinin etkisinin

incelendigi ¢calismalar sinirhdir.

Baslar ve Ertugay (2013), arastirmalarinda farkli elma cesitlerinde 1sil islem ve dusuk
sicaklikta (40, 50 ve 60 °C) ultrason uygulamasi yapmislar ve toplam fenolik madde
kayiplarini belirlemislerdir. EIma sularinin toplam fenolik madde miktarinin 190-200
mg GAE/L arasinda degistigi belirlenmistir. Toplam fenolik maddedeki kayip 1sil
islemde (90 °C, 1 dak) %21-26 arasindayken, termosonikasyon islemi ile maksimum

kaybi %15 olarak tespit etmistir.
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Abid vd. (2014), yaptigi calismasinda taze elma (Fuji) suyuna ultrasonik banyo (25
kHz, 30 dak, 0,06 W/cm?®) ve prob tipi ultrason (20 kHz, 5 ve 10 dak, 0,30W/cm?®)
kullanarak termosonikasyon islemi uygulamis, elma sularinin askorbik asit, toplam
fenolik madde, flavonoidler, flavonoller, pH, titre edilebilir asitlik, antioksidan aktivite
degerleri incelenmistir. Taze elma suyunun toplam fenolik icerigi 697,49 ug GAE/g
olarak belirlenmis ve 20 °C disik islem sicakliginda tim ultrason uygulamalari icin
toplam fenolik madde artmistir. Ancak islem sicakhigi 40 °C’'den 60 °C'ye yukseldikce,
biyoaktif bilesiklerin degradasyonu da artmis, yani sicakligin bu bilesiklerin seviyeleri
Uzerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gorulmustir. Prob tipi ultrasonda belirlenen
toplam fenolik madde degerleri, 60 °C’deki ultrasonik banyoda bulunan degerlere oranla
daha yiksek bulunmustur. Bununla birlikte calisma kapsaminda elma suyu icin
belirlenen kosullar saglandiginda elde olunan DPPH radikalinin % inhibisyon degeri
sirastyla 30, 60 ve 90 dak (artan siireye bagli olarak); 39,71 + 1,03, 43,38 + 1,48, 46,94
+ 0,86 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore slre arttikca antioksidan

aktivitenin arttigi saptanmistir.

Benzer sekilde yapilan baska bir calismada bulanik elma suyuna isil isleme alternatif bir
uygulama olan dustk sicakliklarda (42-67 °C) ultrason uygulanmistir. Ayrica ¢ozinmus
gazlarin (nitrojen ve karbondioksit) etkisi de incelenmistir. Uygulama sonunda elma
suyunda toplam fenolik bilesikler, termosonikasyon uygulanmayan elma suyuna gore
artmistir. Bununla birlikte toplam fenolik madde icerigindeki 6nemli farklilik 60-67
°C'de havanin azot ile yer degistirmesi sonucu gézlenmistir (lllera, 2018).

Isil islem ve termosonikasyonun isleme ve depolama sirasinda, ferulik asit ve meyan
0z ile kopigmente edilmis yabanmersini suyunun renk ve antosiyanin stabilitesi
uzerindeki etkisini incelemek icgin yapilan bir ¢calismada, meyve suyu 1 dakika boyunca
90 £ 1 °C’ de 1s1l isleme tabi tutulmustur. Ultrasonik uygulama 20 kHz frekans %70 ve
%100 genlikte 45 °C’de 5 dakika boyunca uygulanmistir. Isil islem 6rnek icerigindeki
fitokimyasal bilesikleri olumsuz etkilerken, 06zellikle disik genlikte uygulanan
termosonikasyon isleminin fenolik bilesenler (izerinde ©nemli bir degisiklik
gostermedigi rapor edilmistir. Depolama sirasinda antosiyaninlerin par¢alanmasinda ve
numunelerin renk kararsizhiginda da benzer bir egilim g6zlenmistir. Ana antosiyanin
olarak pelargonidin-3-glukozit (%80,32) tanimlanirken bunu siyanidin-3-glukozit

(%16,49) ve pelargonidin-3,5-diglukozit (%2,70) takip etmistir. Kontrol numunesinin
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toplam fenolik madde ve DPPH'in yiizde inhibisyonu, sirasiyla 1074 mg GAE/100 ml
ve %83,91 olarak belirlenmistir. Isil islem toplam fenolikleri 15-255 mg/100 ml
miktarinda ve DPPH inhibisyon yiizdesini %1,43-3,23 oraninda azaltirken, 6zellikle
%70 genlik ve 45 °C’de yapilan termosonikasyonun, isil islemle karsilastirildiginda
meyve suyu Orneklerinin toplam fenolik ve antioksidan aktivitesi tzerinde kicuk bir
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ozellikle meyan 6zii ile yapilan kopigmentasyon,
depolama sirasinda antosiyaninlerin ve iyi korunmus pelargonidin 3-glukozidin yari
omrund ve meyve suyunun renk parametrelerini 6nemli 6lctide arttirmistir. Bu
calismaya gore, meyan ekstraktinin sentetik kopyalara iyi bir alternatif olabilecegi ve
termosonikasyon uygulamasinin kopyalanma reaksiyonunun etkinligini korudugu
belirlenmistir (Chitgar vd., 2018).

Yapilan baska bir ¢alismada, termosonikasyon (20, 30, 40, 50, 60 °C, 1 saat ve 20 kHz)
ile durultulma isleminin elma suyunun reolojik ve bazi fiziko-kimyasal 6zellikler (briks,
pH, titre edilebilir asitlik, renk, bulanikhk degeri ve toplam fenolik icerigi) lzerine
etkileri incelenmistir. Termosonikasyon uygulanan elma suyunun toplam fenolik
iceriginin kontrol 6rneginden daha yiiksek oldugu ve artan termosonikasyon sicakhgi ile
(20-60 °C) toplam fenolik maddenin arttigi gorilmustar. Elma sularinin toplam fenolik
madde icerigi 195 pug GAE/g ile 242,1 pug GAE/g arasinda belirlenirken, kontrol elma
suyunun toplam fenolik madde icerigi ise 176,74 ug GAE/g olarak bulunmustur. Buna
gore, termosonikasyon uygulamasinin elma suyunun fenolik bilesiklerini 6nemli dlcude
gelistirdigi belirlenmistir. Sonugcta, sonikasyon teknolojisinin insan saghgi agisindan,
iyilestirilmis kalitede elma suyunun islenmesi icin basariyla kullanilabilecegi rapor
edilmistir (Ozyurt vd., 2019).
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BOLUM III

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyal

Bu calismada, meyve suyu uretiminde kullanilarak taze elma (Red Chief) yerel
ureticilerden saglanmistir. Meyveler, meyve suyu eldesinden énce +4 C sicaklikta

muhafaza edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Meyve suyu uretimi

Meyve suyu; elmalarin yikanmasi ve boélunmesi ile blenderdan (Arnica AA 1233
GH21530 Orbital Mix, Tirkiye) gecirilerek kaba parcalarin alinmasi ile 4 Kkatli
tilbentten suzilerek elde edilmistir. Taze sikilmis meyve sularindan kontrol olarak

ayrilmistir.

3.2.2 Termosonikasyon uygulamasi

Elde edilen taze meyve suyu Hielscher (Dr. Hielscher GmbH, Germany) marka UP400S
(24 kHz, 400 W, genlik 20-100%, darbeli mod devir faktori: 0,00-1,0) model ultrason
cihazi kullanarak pastorize edilmistir. Termosonikasyonda 22 mm capa sahip prob
kullanilmistir. Farkh sicaklik, sure ve genligin taze elma suyu Uzerinde etkisini
belirlemek icin termosonikasyon 24 kHz sabit frekansta, farkli genlik seviyelerinde
(60,80 ve 100%), farkh sicakliklarda (40, 50, 60 °C) ve farkl surelerde (5, 10, 15, 20,
25, 30 dakika) uygulanmistir. 200 ml taze meyve suyu 7 cm ¢ap ve 9,5 cm uzunluguna
sahip cam beher icine konulmus ve meyve suyu icine ultrason probu 2,5 cm derinlikte
daldiriimistir. Orneklerin sicakligini sabit tutmak icin, icinde meyve suyu bulunan cam
beher su banyosu icine yerlestirilmistir. Termosonikasyon sirasinda sicaklik surekli
yukseleceginden, uygulamada kullanilan sogutma suyu sicakhigi islem ©ncesinde
deneysel olarak belirlenmistir. islem boyunca meyve suyu sicakhgi ultrason cihazinda

bulunan dijital sicaklik olcer kullanilarak kontrol edilmistir. Ornekler enzim
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aktivitelerinin 6lcumu icin termosonikasyon uygulamasinin hemen sonrasinda buzlu su

banyosuna alinmistir.

3.2.3 Kalan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

3.2.3.1 Kalan PPO aktivitesinin belirlenmesi

PPO enzim aktivitesi 6lciimleri Baltacioglu vd. (2015) tarafindan kullanilan yontemde
bazi degisiklikler yapilarak spektrofotometrik (Thermo Scientific marka Evolution 300,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) yodntemle belirlenmistir. Enzim
aktivitesini belirlemek icin test tipine, 2 ml 50 mM (pH=6,5) potasyum fosfat tamponu
ve substrat olarak 0,3 ml K-fosfat tamponu (pH=6,5) i¢inde ¢6ziinmis 0,25 M katesol
(Sigma) solusyonu eklenmistir. Reaksiyon 0,3 ml érnek ilave edildigi anda baslamistir.
Vorteks ile karistirildiktan sonra spektrofotometrede absorbans degerleri 3 dakika
boyunca 5 saniyede bir kaydedilmistir. Aktivite dlcum sicakligr 25 £ 2 °C olarak
belirlenmistir. Zamana Karsi cizilen Aaso grafiginin ilk dogrusal kisminin egimi
olusturulmasiyla, PPO enzim aktivitesi birim zamanda absorbanstaki 0,001’lik degisim
olarak ifade edilmistir. Kalan enzim aktivitesi kontroliin aktivitesine oranla ytizde

olarak ifade edilmistir.

3.2.3.2 Kalan POD aktivitesinin belirlenmesi

Inaktivasyon sonunda POD enzim aktivitesi olciimleri Abid vd. (2014) tarafindan
kullanilan yéntem modifiye edilerek spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Bu
amacla Thermo Scientific marka Evolution 300 model (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) spektrofotometre kullanilmistir. Peroksidaz aktivitesi igin substrat
olarak pirogallol kullaniimistir. Test tliplerine konulacaklar asagida listelenmistir:

Test Sahit
100 mM potasyum fosfat tamponu (pH=6) 1,52 ml 2,52 ml
%?5’lik pirogallol 0,32 ml 0,32 ml
0,147 M Hidrojen peroksit sollisyonu 0,16 ml 0,16 ml
Ornek (meyve suyu) 1,00 ml 0,00 ml
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En son H20: ilave edilip ve reaksiyon baslatiimistir. Spektrofotometrede 5 saniyede bir
olacak sekilde 3 dakika boyunca absorbansdaki artis degerlerleri kaydedilmistir.
Aktivite 6l¢im sicakhgr 25 = 2 °C olacak sekilde belirlenmistir. Enzim aktivitesi
zamana Karsi cizilen 420 nm’de belirlenen absorbans grafiginin ilk dogrusal kisminin
egiminin belirlenmesiyle, birim zamanda absorbanstaki 0,001’lik degisim olarak ifade
edilmistir. Kalan enzim aktivitesi kontroliin aktivitesine oranla ytizde olarak ifade

edilmistir.

3.2.4 Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocaltaeu metoduna gére yapilmistir (Singleton ve
Rossi, 1965). Ekstrakt eldesi icin, éncelikle 15’ser ml falkon tuplerinde 2 g elma suyu
alinmis ve %80’lik metanol (%1°‘lik HCI iceren) ile 10 ml’ye tamamlanmis ve oda
sicakhginda, 1sik almayacak sekilde 240 dak calkalanmasi ile ekstraksiyon
tamamlanmistir. Sonrasinda ekstrakt 9000 rpm, 15 dak, +4 C’de santriflij edilerek,
ornek stzllmis tip icine ahinmistir. 100 pl 6rnek uzerine 0,75 ml Folin- Ciocaltaeu
cozeltisi (suda, %10’luk) eklenmis ve oda sicakhiginda 5 dakika bekletilmistir. 0,75 ml
Na2COs (suda,75 g/L) ilave edilerek kuvvetlice karistirlimistir. Oda sicakhiginda
karanlikta 1,5 saat bekletilmis ve sonra 725 nm’de 6rneklerin absorbanslari okunmustur.
farkl konsantrasyonlardaki gallik asit ¢oOzeltilerine de uygulanmistir. Ekstraktlarin
absorbanslari, cizilen gallik asit kalibrasyon egrisinden okunarak toplam fenolik madde

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

3.2.5 DPPH yo6ntemiyle antioksidan aktivite tayini

Serbest radikal yakalama etkinligi deneyi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
kullanilarak Blois’in metoduna gore calisiimistir (Blois, 1958). Metod ekstraktlarin bir
proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH c¢dzeltisinin rengini
acmas! esasina dayanir. Reaksiyon karisiminin absorbansinin dismesi yiiksek serbest
radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Ekstraktlardan 100’er ul alinarak, 3,9 ml 0,1
mM DPPH (%80 metanolde) cozeltisi ilave edilmistir. Vortekslendikten sonra oda
kosullarinda karanlikta 30 dakika bekletilerek 517 nm’de absorbanslari okunmustur.
Ornek yerine 100 pl metanol (%80°lik) kullanilarak ayni sartlarda kontrol olarak
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kullaniimistir. Kontrolun absorbansi gunlik olarak oOl¢ilmustur. % DPPH radikali
giderme aktivitesi asagida verilen formul ile hesaplanmistir:

: iin Absorbans: —Ornck Absorbans
% DPPH Radikali Ciderme Akaviles: — Kdnirolin Adsorbaris anek Absartiing o R
K.ontrol Absorbans:

Orneklerin farkh konsantrasyonlara (20, 40, 60, 80, 100 pl) Kkarsi hesaplanan
%inhibisyon degerleri ile olusturulan grafikte lineer regreasyon ile ECso degerleri (%50

inhibisyona neden olan) bulunmus ve miktarlari mg/ml olarak belirtilmistir.

3.2.6 Fenolik madde degisiminin FTIR spektroskopisi kullanilarak belirlenmesi

Calismada Fourier Donuisiim Kizil Otesi (FTIR) spektroskopisi kullanilarak uygulanan
inaktivasyon yonteminin fenolik madde icerigine etkisi belirlenmistir. Nigde Omer
Halisdemir Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda bulunan ATR hiicresine
sahip FTIR spektroskopisi (Bruker, Almanya) kullanilarak, 2 1/cm ¢Ozunurlukte 128
tarama yapilarak 400-4000 1/cm bolgesinde Orneklerin absorbsiyon spektrumu elde
edilmistir. Orneklerdeki metanol o6nce etiivde ugurulduktan sonra dondurarak
kurutucuda kurutulmus, bdylece ekstraksiyon solventinin (metanol, %80) karisiminin

bantlari kapatmasi dnlenmistir.

3.2.7. HPLC yontemi ile fenolik madde belirlenmesi

Elma suyunun fenolik icerigini belirlemek icin HPLC ydntemi uygulanmistir (Kusgu ve
Bulantekin, 2016). Ekstrakt eldesi igin, dncelikle 15’ser ml falkon tliplerinde 2 g elma
suyu uzerine %80’lik metanol (%1°lik HCI igeren) ile 10 ml’ye tamamlanmis ve oda
sicakliginda, 1sik almayacak sekilde 240 dakika calkalanmasi ile ekstraksiyon
tamamlamistir. Sonrasinda ekstrakt 9000 rpm, 15 dak, +4 C’de santrifij edilerek, 6rnek
szulmus tap icine alinmistir. Enjeksiyon oOncesinde ekstraktlar, 0,45um teflon
membran filtreden gecirilmis ve kahverengi siselere doldurulmustur. Ardindan,
kahverengi siselerdeki ekstraktlarin 20 ul'si SIL-10AD vp otomatik 6rnekleme sistemi
ile HPLC'ye (Shimadzu Corporation, Kyoto Japan) enjekte edilmistir. HPLC sistemi bir
pompa (LC-10ADvp), bir kolon sicakhidi kontrol firini (CTO-10Avp), bir degazor
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moduli (DGU- 14A) ve bir detektorden (DAD dedektdr (Amax=278nm)) olusmaktadir.
Kromatografik ayirmalar Eclipse XDB-C18 kolonunda ((250x4,60 mm) 5 mikron,
Agilent) yapiimistir. Mobil faz %3 asetik asit (A) ve metanolden (B) olusmaktadir.
Slpernatantlar, asagidaki ikili gradyana gore ydritalmastir: gradyan %7 B ile
baslatiimis ve 20 dakikada %28 B’ ye ulasmistir, sonrasinda 28 dakikada %25 B, 35
dakikada %30 B, 50 dakikada %30 B, 60 dakikada %33 B, 62 dakikada %42 B, 70
dakikada %50 B, 73 dakikada %70 B, 75 dakikada %80 B, 80 dakikada %100 B ve 81
dakikada %7 B olacak sekilde program yuratulmustir. HPLC ile elde edilen standart

kromotogram EK 1’ de gosterilmistir.

3.2.8 istatiksel analiz

Veriler Minitab (16 versiyon, Minitab Inc., State College, PA, ABD) paket programi
kullanilarak %95 glvenlik arahiginda analiz edilmis, verilerin analizinde genel lineer

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

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Termosonik Uygulama ile PPO inaktivasyonu

PPO enzim aktivite 6lcimi icin en kolay yol drin olusumunun belirlenmesidir.
Enzimatik esmerlesme reaksiyonunda kinonlardan olusan renkli bilesiklerin optik
yogunlugu spektrofotometrik olarak 6lgllmektedir. Katesol, PPO enzim aktivite 6lcimi
icin en uygun substrattir (Toralles vd., 2005). Bu calismada da PPO enzim aktivite
Olciminde kullanilacak optimum substrat konsantrasyonunu belirlemek igin, farkli
substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hizlari belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, enzim aktivitesinin belirlenmesi icin optimum substrat konsantrasyonu 0,25 M

katesol olarak secilmistir.

Gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda tat, koku, renk gibi genel kalite 6zellikleri
ile besinsel degerine daha az etki saflayacak, cesitli enzimleri inaktive etmek igin
alternatif pastorizasyon ve sterilizasyon yontemleri Uzerinde ylksek gugli ultrason
dalgalar yalniz olarak veya diger muhafaza yontemleri ile birlikte kullaniimaktadir
(Demirtas, 2018). Elde edilen elma suyunda analizde belirlenen kosullar saglanarak
termosonikasyon islemi gergeklestirilmis, kalan enzim aktivitesi kontrolln aktivitesine
oranla yiizde olarak ifade edilmistir. Buna gore elma suyunda PPO enzimi igin farkl
genlik, sicaklik ve sirelerde belirlenen kalan enzim aktivitesi Sekil 4.1 de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. TS islem sonunda elma suyunda PPO’nun kalan enzim aktivitesi
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Genel olarak her bir genlik degeri icgin artan sicaklik ve sire ile PPO enzim aktivitesi
azalmaktadir. Sicakhgin, surenin ve sicaklik-stre etkilesiminin PPO enzim aktivitesi

uzerine etkisi énemli bulunmustur (p<0,05).

%60 genlik 40°C sicaklikta 30 dakika sonunda kalan PPO enzim aktivitesi; %21,235 +
2,184, 50°C sicaklikta 30 dakika sonunda; %9,741 + 1,075 olarak belirlenmistir. 60°C
sicaklikta 20 dakika islem sonunda kalan enzim aktivitesi degeri %1,233 + 0,1202’dir.
%60 genlik 60°C sicaklik, 25 ve 30 dakika islem sireleri sonunda PPO enzim aktivitesi
gorilmemistir yani enzim tamamen inaktive olmustur. %60 genlik de@erinde artan

sicaklik ve sire ile PPO enzim aktivitesi azalmistir.

%80 genlik 40°C sicaklik uygulamasi ile artan slreye bagh olarak 30 dakika islem
sonunda elma suyunda kalan PPO enzim aktivitesi %2,256 + 0,085°dir. Ayni genlikte
50 °C 15 dakika termosonikasyon uygulamasi sonunda mimimum aktivite %10,726 +
0,226 gorilurken ayni sicaklikta 20 dakika sonunda %30,501 + 1,232, 25 dakika
sonunda %25,040 + 0,175 ve 30 dakika islem sonunda %35,620 + 0,694 olarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesindeki bu artisin nedeni distk sicakliklarda uygulanan
ultrasonik islemenin sireye bagh olarak enzimin konformasyonunu degistirmesi ve
bunun sonucunda daha yuksek bir enzim-substrat etkilesimi ile ilgili olabilecegi
dustnilmektedir (Cruz vd., 2006). Analiz ile %80 genlik de@erinde artan sicaklik
sonunda en disuk aktivite 60 °C 15 dakika sonunda %2,395 + 0,211 olarak
saptanmistir.

%100 genlik uygulanan termosonikasyon isleminde, 40 °C sicaklikta artan stireye bagl
olarak kalan enzim aktivitesi azalmistir. Enzim aktivitesi en disik %2100 genlik 40 °C
30 dakikada %1,594 + 0,204 ve 50 °C 30 dakika islem sonunda %1,670 = 0,028 olarak
belirlenmistir. Ayni genlikte 60 °C sicaklikta 5 dakika termosonik uygulama sonunda
kalan enzim aktivitesi artarak %44,934 + 0,693 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde
yapilan calismalarda hafif 1s1 uygulamalarinda (<65 °C) ultrason giicu arttirildiginda
aktivite artisi gozlenmistir (Kuldiloke, 2002). %2100 genlikte, 60 °C sicaklikta 30
dakika sonunda kalan PPO aktivitesi %1,111 + 0,392 olarak belirlenirken 70 °C’de 15

dakika sonunda PPO enzimi tamamen (%99,8) inaktive olmustur.
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Genel olarak, PPO yuksek sicakliklara karsi dayanikli degildir. Sicaklik arahgi 70-90 °C
de uygulanan isil islem enzimin Katalitik aktivitesini yok eder ya da kismen inaktive
eder (Demirtas, 2018). Bu slrecte inaktivasyon icin gerekli olan zaman Grinin yapisina
baglidir. Calismamiza kiyasla Abid vd. (2014) tarafindan termosonikasyon uygulamasi
ile elma suyunda PPO enzimlerinin 60°C sicaklik 10 dakika sure sonunda %93,85
oraninda inaktive edildigi belirlenmistir. Benzer sekilde Silva vd. (2015) yaptigi
calismada, elma kuplerinde ve elma suyunda (23°C- 60°C) dustk sicakliklar ve 5- 20
dakika islem siresi uygulanan ultrason uygulamasi ile PPO i¢in maksimum dizeyde
(%57'lik) bir azalma gozlemistir. Yapilan baska bir ¢alismada bulanik elma suyunda
dustik sicakhklarda (42-67 °C) uygulanan ultrason uygulamasinda PPO, en yuksek
sicaklikta (67 °C), 1.15 W/mL gi¢ yogunlugunda calisirken neredeyse tamamen
inaktive (%3 = 1) elde edilmistir. Dusuk guc¢ yogunlugu degerlerinde, belli bir
inaktivasyona ulasmak icin daha yiksek sicakliklarda calismak gerektigi rapor
edilmistir (lllera vd., 2018).

4.2 Termosonik Uygulama ile POD inaktivasyonu
Elma suyuna, analizde belirlenen kosullar saglanarak termosonik uygulama
gerceklestirilmis, kalan enzim aktivitesi kontroliin aktivitesine oranla yiizde olarak ifade

edilmistir. Buna gore elma suyunda POD enzimi igin farkl genlik, sicaklik ve surelerde

belirlenen kalan enzim aktivitesi Sekil 4.2° de gosterilmektedir.
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Ayni grafikteki farkli harfler (a, b, c...), dederler arasinda énemli bir fark oldugunu géstermektedir.

Sekil 4.2. TS islem sonunda elma suyunda POD’un enziminin kalan enzim aktivitesi
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Sonuglar incelendiginde termosonikasyon islem sonunda elma POD enziminin, PPO
enzimine kiyasla daha direngli oldugu belirlenmistir. Fakat benzer sekilde her bir genlik
degeri icin, artan sicaklik ve sire ile elma POD enziminin aktivitesinin azaldigi
belirlenmistir (p<0,05). Ayrica sicakligin, sirenin ve sicaklik-sire etkilesiminin PPO

enzim aktivitesi Uzerine etkisi 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Elma POD enzimi ic¢in kalan enzim aktivitesi degerleri incelendiginde, %60 genlik 40
ve 50°C sicakliklarda artan sureye bagli olarak enzim aktivitesinde azalma gézlenmis ve
en diusuk POD aktivite degerleri 30 dakika sonunda sirasiyla; %25,505 + 3,580 ve
25,000 £ 0,000’dir. %60 genlik ve sabit sire ile artan sicakliga gore enzim aktivitesinde
azalma gortlmustir. Ancak 60°C 15 dakika da minimum kalan aktivite degeri %28,763
+ 0,931 iken 60 °C 30 dakika sonunda kalan enzim aktivitesi artis gostererek %36,111 +
1,577 olarak tespit edilmistir. Bu artis benzer sekilde 40-80 °C sicaklik araliginda
ultrason islemi uygulanan su teresi POD enzimi igin de g0zlenmis ve
iliskilendirilebilmektedir (Cruz vd., 2006).

%80 genlik uygulanan termosonikasyon isleminde distk sicaklikta (40°C) artan sre ile
aktivite artisi gozlense de 30 dakika sonunda aktivite azalmistir. %80 genlik 40°C 30
dakikada kalan POD aktivite deQeri %31,494 + 0,637°dir. Ayni genlikte ylksek
sicakliklarda (50 ve 60 °C) uygulanan termosonikasyon isleminde inaktivasyonun arttigi
g6zlenmis; 50 °C 30 dakika sonunda %10,162 + 0,317 ve 60 °C 15 dakikada %13,108 +
0,926 ile minimum kalan POD aktivite degeri bulunmustur.

POD enzimi icin 40 °C’de, %100 genlikte kalan enzim aktivitesinde artan sureye bagh
olarak inaktivasyon etkili bir sekilde saglanmis minimum kalan POD enzim aktivitesi
30 dakika sonunda %11,013 * 0,643 olarak saptanmistir. Kalan enzim aktivitesi, ayni
genlikte 50°C sicaklikta termosonikasyon uygulamasindan sonra 15 dakikada %10,245
+ 0,347 gorulurken, 60 °C 30 dakika termosonik uygulama sonunda %10,242 + 0,598
ile minimum enzim aktivitesine ulasiimistir. Bununla birlikte termosonikasyon
isleminde sicaklik artisi POD enzim inaktivasyonunu arttirmig, 70 °C 15 dakika islem

sonunda elma suyunun POD enzimi %94,5 oraninda inaktive olmustur.
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Calismamiza kiyasla termosonikasyon uygulamasi ile elma suyu POD enzimlerinin
60°C sicaklik ve 10 dakika islem sonunda %85 oraninda inaktive edildigi belirlenmistir
(Abid vd., 2014). Benzer sekilde yapilan bir ¢alismada (Golden delicious) elma suyuna
dusik sicakliklardaki (40, 50 ve 60 °C) ultrason uygulamasi ile elde edilen sonuclar 60
° C'nin Uzerindeki sicakliklarda, 1stya dayanikli POD enziminin duyarlihgini arttirdigini
ve %40 inaktivasyon sagladigini gostermektedir (Baslar ve Ertugay, 2013). Silva vd.
(2015) ise yaptigi calismada elma kuplerinde ve elma suyunda ultrasonik gugc
yogunlugundaki artisa bagll olarak enzim aktivasyonunun azaldigini ve maksimum

POD aktivitesi kaybinin %15 oldugu saptamistir.

4.3 Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini Folin- Ciocaltaeu yontemine gore yapilmistir. Standart
olarak gallik asit kullaniimis, farkli konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltileri
kullanilarak cizilen gallik asit kalibrasyon egrisinden toplam fenolik madde
konsantrasyonu, esdeger gallik asit olarak hesaplanmistir (mg GAE/kg yas agirhk).
Toplam fenolik madde standart egrisi Sekil 4.3” de gosterilmektedir.

Toplam Fenolik Madde Standart Kurve

0,7
06 - y = 0,0061x + 0,0023
05 - R2 = 0,9967

Absorbans

O I I I I I
0 20 40 60 80 100 120

Gallik asit konsantrasyonu (mg/kg)

Sekil 4.3. Toplam fenolik madde standart egrisi

Termosonikasyon uygulama sonrasinda fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin tup igine
elma suyundan 2 g alinmis, %21’lik HCI iceren %80’lik metanol ile 10 ml’ye
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tamamlanmis ve 4 saat siire calkalama sonunda ekstrakte edilmistir. Orneklerde bulunan
toplam fenolik bilesik miktarlarindaki degisim Sekil 4.4’ de gosterilmektedir.
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Ayni grafikteki farkli harfler (a, b, c...), degerler arasinda énemli bir fark oldugunu gdstermektedir.

Sekil 4.4. EIma suyunda toplam fenolik madde miktarindaki degisim
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Termosonikasyon islemi ile farkh genlik, sire ve sicaklikta elde edilen 6rneklerde
toplam fenolik bilesik miktari belirlenmis ve toplam fenolik maddede gdzlenen bu
degisime, sicakhgin, strenin ve sicaklik-sire etkilesiminin etkisi 6nemli bulunmustur
(p<0,05). Taze elma suyunda 401,209 + 6,203 mg GAE/kg yas agirlik olarak toplam
fenolik madde belirlenmistir.

%60 genlikte sabit stire distnuldigunde disuk sicakliklarda (40-50 °C) sicaklik arttikca
toplam fenolik madde miktarinda artis saptanmistir. %60 genlik 40 °C 5 dakika 328,79
* 4,200, 50 °C 5 dakika 412,72 + 13,501. Bununla birlikte, %60 genlik 60 °C sicaklikta
5 dakika sonunda toplam fenolik madde yine artis gostermis ve 425,916 + 6,309 mg
GAE/kg yas agirlik olarak belirlenmistir. Toplam fenolik bilesikteki bu artisin nedeni
ultrason etkisi ile olusan kavitasyonun hicre duvarini yikmasi ve bu bilesiklerin
salinmasini saglamasindan kaynaklanabilecegi dusunilmektedir (Feng vd., 2011).
Ancak 60 °C islem sicakhginda artan sirenin etkisine bagli olarak elma sularinda
toplam fenolik madde miktari azalmistir. 60 °C termosonik islem sicakhiginda elde
edilen toplam fenolik maddedeki duslsin, elmanin yapisindaki esmerlesmeye neden
olan POD gibi enzimlerin isiya olan direncinden yeterli inaktive olmamasi sonucunda
bu enzimlerin substrat olarak fenolik maddeleri kullanmasi ve fenolik maddelerin

yuksek sicaklikta bozulabilecegi ile ilgili olabilecegi dustniimektedir.

%80 genlikte dusuk sicakliklarda (40 °C) kisa sure (5, 10 ve 15 dakika) islem uygulanan
orneklerde toplam fenolik madde miktari kontrole kiyasla artmis ve 40 °C 5, 10 ve 15
dakika streler sonunda elde edilen fenolik madde miktari sirasiyla 352,622 + 4,630,
386,946 + 6,556, 514,042 + 18,439 mg GAE/Kg yas agirhk olarak saptanmistir. %80
genlik 50 °C sicaklik icin 25 dakikaya kadar toplam fenolik madde miktari azalmis ve
bu stireden sonra artis gostermistir. Farkli stireler kiyaslandiginda en yiiksek toplam
fenolik madde miktari 30 dakika sonunda 352,464 + 2,282 mg GAE/kg yas agirlik
olarak belirlenmistir. 60 °C sicaklikta ise artan sure ile genel anlamda toplam fenolik
madde miktarinin arttigi tespit edilmistir. Bunun nedeni enzim inaktivasyonu ile
ortamda substrat olan fenolik bilesiklerin enzimler tarafindan kullaniilmamasi
sonucunda artmis olabilecegidir. %80 genlik 60 °C sicaklik 15 dakikada 586,055 +
1,261 mg GAE/Kkg yas agirlik olarak saptanmistir. Ayni sicaklik araliginda 20, 25 ve 30

dakika sureler sonunda elde edilen fenolik madde miktarlari sirasiyla, 471,172 + 1,612,
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548,43 + 18,233, 544,397 + 3,116 mg GAE/Kg yas agirlik olarak belirlenirken kontrole
gore artis saglanmistir.

%100 genlik 40 ve 50 °C sicaklikta slre arttikga 10 dakikadan sonra toplam fenolik
madde miktarinda azalma goézlenmistir. %100 genlik 40 °C 5 dakika sonunda 351,23 +
2,050 mg GAE/Kg yas agirlik, 30 dakika sonunda 243,078 + 2,256 mg GAE/kg yas
agirhk olarak belirlenmistir. %100 genlik 50 °C 5 dakika sonunda 445,377 + 2,111 mg
GAE/kg yas agirhik, 50 °C 30 dakika sonunda 207,267 £ 6,354 mg GAE/kg yas agirlik
olarak belirlenmistir. %100 genlik 60 °C sicaklikta 10 dakika stireye kadar azalmis,
sonrasinda 25 dakikaya kadar artmis ve 30 dakika sonunda azaldigi saptanmistir. %2100
genlik 60 °C sicaklikta 30 dakika sonunda 276,047 + 4,167 mg GAE/Kg yas agirlik
olarak kontrole kiyasla azalmistir. Toplam fenolik maddedeki artisin nedeninin enzim
inaktivasyonu ile birlikte PPO gibi enzimlerin fenolik bilesikleri substrat olarak
kullanmamasi olabilecedi dustnilmektedir. Azalmasi ise fenolik bilesiklerin uzun siire
sonunda parcalanmasi ile aciklanabilmektedir. Benzer sekilde %100 genlik 70 °C
sicakliklarda 10 dakika sonunda 412,344 + 4,204 mg GAE/kg yas agirlik ve 20
dakikada 457,633 + 6,464 mg GAE/kg yas agirlik olarak saptanmistir. %100 genlik 70
°C sicaklikta 10 ve 20 dakika streler sonunda kontrole gére artis gdzlenmistir. Bunun
sebebi elma suyu yapisindaki enzimlerim inaktive edilmesi sonunda ortamda substrat

olan fenolik maddelerin daha fazla olmasi distnulmektedir.

Bununla birlikte termosonikasyon (isi-ultrason) uygulamasinin elma sularinda daha
dustik sicaklik ve sirelerde enzimleri inaktive ettigi ve askorbik asit, toplam fenolik
madde Uzerine daha az kayba neden oldugu bildirilmistir. Onceki calismalarda; farkli
elma cesitlerinde dlsik sicaklikta (40, 50 ve 60 °C) ultrason uygulamasi yapiimis ve
toplam fenolik madde kayiplari maksimum %15 olarak tespit edilmistir (Baslar ve
Ertugay,2013). Abid vd. (2014) yaptigi calismada taze elma (Fuji) suyuna ultrasonik
banyo (25 kHz, 30 dak, 0,06 W/cm®) ve prob tipi ultrason (20 kHz, 5 ve 10 dak, 0,30
W/cm®) kullanarak termosonikasyon islemi uygulamis, 697,49 pg GAE/g olarak
belirlenen taze elma suyunun toplam fenolik igerigi, 20 °C disuk islem sicakliginda
kontrole kiyasla artmistir. Ancak islem sicakligi 40 °C'den 60 °C'ye yikseldikce,
biyoaktif bilesiklerin degradasyonu da artmis, yani sicakligin bu bilesiklerin seviyeleri
uzerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gorulmustir. Prob tipi ultrasonda belirlenen

toplam fenolik madde degerleri, 60 °C'deki ultrasonik banyoda bulunan deg@erlere oranla
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daha yuksek bulunmustur. Benzer sekilde yapilan baska bir ¢alismada bulanik elma
suyuna 1sil isleme alternatif bir uygulama olan disuk sicakliklarda (42-67 °C) ultrason
uygulamis ve ¢6zinmdis gazlarin (nitrojen ve karbondioksit) etkisi de incelenerek elma
suyunda toplam fenolik madde miktarinin, kontrole gore arttigi belirlenmistir. Bununla
birlikte toplam fenolik madde icerigindeki énemli farklilik 60-67 °C’de havanin azot ile
yer degistirmesi sonucu gozlenmistir (lllera, 2018). Chitgar vd. (2018) tarafindan
yabanmersini suyunun renk ve antosiyanin stabilitesi izerindeki etkisini incelemek icin
yapilan bir calismada, kontrol numunesinin toplam fenolik madde miktari 1074 mg
GAE/100 ml olarak belirlenmistir. %70 genlik ve 45 °C'de yapilan termosonikasyonun,
1sil islemle karsilastirildiginda meyve suyu érneklerinin toplam fenolik madde Gzerinde

klcuk bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

4.4 DPPH Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini

Yontemde belirtildigi sekilde ekstrakte edilen elma suyu o6rneklerinde antioksidan
aktivite DPPH yontemi kullanilarak belirlenmis, 6rnek miktarina karsi hesaplanmis olan
ylzde inhibisyon degerleri, lineer regresyon analizi uygulanarak bir grafige aktariimis
ve egrinin denklemi kullanilarak ECso degeri (radikalin %50’sinin inhibisyonunu
saglayan miktar) hesaplanmistir. Bu deger ne kadar klcik olursa, antioksidan aktivite o
kadar yiksek demektir (Cemeroglu, 2010). Farkl genlik, sicaklik ve slrenin etkisiyle
elma suyu orneklerinde bulunan ECso degerleri Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.
Termosonikasyon islem sonunda ekstrakte edilen elma suyu 6rneklerinde bulunan ECso

degerlerideki degisim Sekil 4.5° de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1. TS islemi ile elma suyu 6rneklerinde bulunan ECso degerleri

Siire %060 genlik
(dak.) Sicaklik (°C)
40 50 60
28,39 + 0,25 28,39 + 0,25 28,39 + 0,25
51,84 + 0,07 46,40 + 0,329 33,70 + 0,09
10 44,15 +0,06" 42,81+ 0,29 43,32 +0,12M
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 + 0,40™ 62,81 + 0,50°
Siire %080 genlik
(dak.) Sicaklik (°C)
40 50 60
28,39 £ 0,25 28,39 + 0,25 28,39 + 0,25
5 40,65 + 0,18 46,51 +0,17" 28,29 + 0,36"
10 53,19 + 0,27° 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+ 0,179 47,12 +0,48"
25 56,42 + 0,25¢ 73,80 + 0,26° 45,26 + 0,49'
30 55,04 + 0,26° 58,32 + 0,23¢ 41,36 + 0,46
Siire %0100 genlik
(dak.) Sicaklik (°C)
40 50 60 70
0 28,39 + 0,25 28,39 + 0,25 28,39 + 0,25 28,39 + 0,25
55,82 + 1,379¢ 33,08 £ 0,22" 51,61 +0,03%" | 37,23 +1,30"
10 58,82 £ 0,41%%¢ | 52 14 +0,40°" 66,98 +0,06° | 45,05+ 1,939
15 55,55 + 0,38¢¢ 45,47 + 0,26 84,36 + 0,08 | 52,24 + 2,46°
20 54,14 + 0,36%" | 58,96 +0,29°%¢ | 63,89+0,05%¢ | 36,91 +1,229"
25 115,94 +0,82% | 50,77 +8,66°%¢ | 63,99 + 0,04°¢
30 55,99 + 0,32%¢ | 59,78 + 11,10%*f | 53,63 + 0,076°"

Ayni genlikteki farkli harfler (a, b, c...), degerler arasinda 6nemli bir fark oldugunu géstermektedir.
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Ayni grafikteki farkl harfler (a, b, c...), degerler arasinda énemli bir fark oldugunu gostermektedir.
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Analiz sonunda Orneklerde termosonikasyon islemi uygulanan her bir sicaklik degeri
icin, sure arttikca ECso de@eri azalmis yani antioksidan aktivite degeri artis gostermistir.
Toplam fenolik maddenin artmasina bagl olarak genel anlamda antioksidan aktivitede
artmaktadir. Antioksidan aktivitede go6zlenen bu degisime, sicakhgin, slrenin ve
sicaklik-siire  etkilesiminin  etkisi  6nemli  bulunmustur (p<0,05). Elma suyu
ekstraktlarinda %60 genlikte sicaklik ve slre arttikca, ECso degerlerinin azaldigi

gozlenmistir. Kontrol 6rneginin ECso degeri 28,391 mg/ml olarak bulunmustur

%60 genlik 40, 50, 60°C sicaklik 5 ve 10 dakika termosonikasyon uygulamasi sonunda
ECso degerleri sirasiyla 51,844 + 0,075, 46,401+ 0,320, 33,692 + 0,097 ve 44,157 +
0,061, 42,809 + 0,287, 43,322 + 0,125 mg/ml’dir. Bununla birlikte artan sicaklik ve siire
ile (15, 20, 30 dak) ECso degerinde kontrole kiyasla artis gézlenmis ya da daha az bir
azalis saptanmistir. Bu anlamda sicakhgin elma suyunda bulunan fenolik bilesiklerin
parcalanmasi ile antioksidan aktivitede azalma olabilecegi distnulmektedir.

%80 genlikte 40°C 5 dakika stire sonunda elde edilen ECso degeri, 40,656 + 0,187 ve 30
dakika sonunda, 55,035 + 0,257, 50 °C 5 dakika strede 46,504 + 0,168 ve 30 dakika
islem sonunda 58,328 + 0,227°dir. Ayni sekilde 60°C 5 dakikada 28,290 + 0,365 ve 30
dakika sonunda 41,360 + 0,461 dir. %80 genlik ayni sicaklik araliginda artan sure ile

ECso degerleri artmistir. Bu anlamda antioksidan aktivitenin azaldigi saptanmistir.

%100 genlikte ylksek sicakliklarda artan sure ile iliskilendirildiginde ECso degerleri
azalmistir. %100 genlik 40°C 5 dakika 55,825 + 1,370 iken %2100 genlik 70° 20
dakikadaki ECso degeri 36,0902 + 1,218 mg/ml’dir. Bunun nedeni ekstrakte edilen
fenolik madde miktarindaki artisa paralel olarak antioksidan aktivitenin artmasindan
kaynaklanmaktadir. Benzer sekilde Abid vd. (2014), yaptigi calismasinda taze elma
(Fuji) suyunda termosonikasyon islemi ile belirledigi kosullar kapsaminda DPPH
radikalinin % inhibisyon degerini sirasiyla 30, 60 ve 90 dk (artan streye bagli olarak);
39,71 £ 1,03, 43,38 £ 1,48, 46,94 £ 0,86 olarak bulmustur. Antioksidan aktivitedeki bu
azalisin sebebi, elma suyunda ultrasonik uygulama sirasinda olusan kavitasyon
nedeniyle askorbik asit ve polifenolik bilesiklerinin miktarinda azalis ile ilgili oldugu
bildirilmistir.
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4.5 FTIR Calismalari

Bu calismada fenolik bilesiklerin FTIR spektroskopisi kullanilarak analizi yapiimistir.
Bu amacla farkli genlik (%60, 80, 100) sabit sure (15 dak) ve sicaklik (60 °C)
uygulanmis 6rnekler ile farkh sicaklik (40, 50, 60, 70 °C), sabit stire (15 dak) ve genlik
(%100) uygulanmis orneklerde FTIR spektroskopisi kullanilarak fenolik bilesenler
incelenmistir. Kontrol 6rnegi olarak termosonik islem uygulanmamis elma suyu
ekstrakti alinarak oda sicakhginda (25 °C) FTIR spektrumlari belirlenmistir. Farkli
genlik sabit sicaklik ve suredeki elma suyu drneklerinin FTIR spektrumlari Sekil 4.6 ve
aynistirilmis FTIR spektrumlari 4.7°de gosterilmis, 1- kontrol (taze meyve suyu), 2-
%60 60 °C 15 dak, 3- %80 60 °C 15 dak, 4- %100 60 °C 15 dak islem goren drnekleri

ifade etmektedir.
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Sekil 4.6. TS uygulama sonunda elma suyu 6rneklerinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.7. TS islem sonunda elma suyu orneklerinin ayristiriimis FTIR spektrumlari

Spektrum analizi sonucunda 1800- 750 1/cm arasinda yer alan bantlar (parmak izi
bolgeleri) yaygin olarak bitkilerdeki polifenoller ile iligskilendirilmistir. 3000—-3300 1/cm
hatta 2800 1/cm’e kadar uzayan bantlarin, aromatik halkanin C-H germe
titresimlerinden kaynaklandigi belirtilmistir (Okur vd., 2019). Farkli genlik, sabit
sicaklik ve surelerde termosonikasyon uygulanan elma suyunun aynstirilmis FTIR
spektrumu incelendiginde fenolik bilesiklerde 6nemli bir degisiklik olmamistir.
Literatrde, aril (hidroksibenzoik asitler) ve / veya a, B-doymamis (hidroksisinamik
asitler) karboksilik asit yapilari (C=0) germe titresimleri, 1715-1680 1/cm bolgesindeki
bantlari gostermektedir. Ayrica klorojenik asit, 1720 1/cm civarinda bir bant
vermektedir (Abbas vd., 2017). 1500-1150 1/cm araligindaki bantlarin CH (fenoller) ve
OH titresimleri nedeniyle oldugu rapor edilmistir. 1014 1/cm’de bulunan bant, piran
halkasinin OH ikamesinin C — O esnemesini ifade etmekte ve dzellikle epikatesin ile
iliskilendirilmektedir (Okur vd., 2019).

Farkli sicakliklar, sabit stire ve genlikteki elma suyu dérneklerinin FTIR spektrumlari

Sekil 4.8 ve ayristiriimis FTIR spektrumlari 4.9’de gosterilmektedir.

44



-
L=
[72}
o]
<
=
=
g
Dalga sayisi (1/cm)
Sekil 4.8. TS uygulama sonunda elma suyu 6rneklerinin FTIR spektrumlari
33065  2939,11 1674,94 10144
, - 1729,909 1
=2
333046 297793 1717374 1P73:98 ,
=3
—1012,48
332482  2926,57 1717,374 167398 3
E R e
-1
0 101345
=2 2926,57
< 3306,50 1715445 167398 4
= 101441
5
s
332578 292464 1717374 167398 [ ' L
] '.,u_r_
= f__\'-uj,_______ e _\’._/ g
L= — i
20008 3800 2000 2600 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (1/cm)

Sekil 4.9. TS islem sonunda elma suyunun ayristiritimis FTIR spektrumlari
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Elde edilen spektrum analizinde, 1- kontrol (taze meyve suyu), 2- %100 40 °C 15 dak,
3- %100 50 °C 15 dak, 4- %100 60 °C 15, 5- %100 70 °C 15 dak islem goren ornekleri
ifade etmektedir. Daha 6nce yapilan spektrum analizi sonucuna benzer sekilde 1800-
750 1/cm arasinda yer alan bantlar (parmak izi bdlgeleri) yaygin olarak bitkilerdeki
polifenoller ile iliskilendirilmistir. 3000-3300 1/cm hatta 2800 1/cm’e kadar uzayan
bantlarin, aromatik halkanin C-H germe titresimlerinden kaynaklandigi belirtilmistir
(Okur vd., 2019). Farkli sicakliklar, sabit sure ve genlikte termosonikasyon uygulanan
elma suyunun ayristiritlmis FTIR spektrumu incelendiginde fenolik bilesiklerde énemli
bir degisiklik olmadigi belirlenmistir. Literaturde, 1715-1680 1/cm bdélgesindeki bantlar,
aril (hidroksibenzoik asitler) ve / veya a, B-doymamis (hidroksisinamik asitler)
karboksilik asit yapilari (C=0) germe titresimlerinden kaynaklandigi gosterilmistir.
Ayrica 1720 1/cm civarinda klorojenik asit bir bant vermektedir (Abbas vd., 2017).
1500-1150 1/cm araligindaki bantlarin CH (fenoller) ve OH titresimleri nedeniyle
oldugu rapor edilmistir. 1014 1/cm’de bulunan bant, piran halkasinin OH ikamesinin C
— O esnemesini ifade etmekte ve 6zellikle epikatesin ile iliskilendirilmektedir (Okur vd.,
2019).

4.6 HPLC Calismalari
Elma suyunun fenolik icerigini belirlemek ve farkh islem kosullarinda degisimini
incelemek i¢cin HPLC yontemi uygulanmistir. Buna gore kontrol ornegi ve farkli

kosullarda islem goren elma sularinda belirlenen fenolik bilesikler ve miktarlari Cizelge

4.2’ de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.2. HPLC ile belirlenen fenolik bilesikler ve miktarlari

Katesin Kloro!emk Kaf?'k Epikatesin | Kamferol

Numune (ma/kg) asit asit (malkg) | (mg/kg)

(mg/kg) | (mg/kg)

Kontrol 6 215 145 3
%60-60 °C -15dk 5 18 13 5
%80-60 °C -15dk 11,5 18,5 22 4
%100-40 °C -15dk 15 15 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 45 6,5 5 4

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

Taze elma suyunda HPLC Yodntemi ile belirlenen fenolik bilesikler katesin, kolorojenik
asit, epiktesin ve kamferoldur ve miktarlari sirasiyla 6,0, 21,5, 14,5 ve 3,0 mg/kg olarak
bulunmustur. %60 genlik 60 °C sicaklik ve 15 dakika islem sonunda HPLC ile fenolik
bilesik icerigindeki katesin (5,0 mg/kg), kolorojenik asit (18,0 mg/kg) ve epiktesin (13,0
mg/kg) miktari kontrole kiyasla azalirken kamferol miktari (5,0 mg/kg) artmistir. %80
genlik 60 °C sicakhk 15 dakika siire sonunda HPLC ile elde olunan sonucglara gore
katesin (11,5 mg/kg), epikatesin (22 mg/kg) ve kamferol (4,0 mg/kg) miktari kontrole
kiyasla artarken kolorojenik asit (18,5 mg/kg) miktari azalmistir.

%100 genlik farkh sicakhklar (40, 50, 60, 70 °C) ve 15 dakika temosonik islem
uygulanan elma suyu 6rneklerinde HPLC yontemi ile belirlenen fenolik bilesiklerin
miktarlari kontrole gore disuk oldugu saptanmistir. Ancak durum kamferol miktari igin
ayni degildir. %2100 genlik 40 °C 15 dakika uygulanan elma suyu 6rneginde kamferol
miktar1 11,0 mg/kg diizeyinde oldugu gorilmustir. Bununla birlikte %100 genlikte 40
°C ve 50 °C sicaklik 15 dakika strede termosonikasyon islemi uygulanan érneklerde

HPLC ile kafeik asit 1,5 mg/kg olarak miktari tespit edilmistir.
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Cahsmamiza kiyasla Markowski ve Ptocharski (2006), arastirmasinda Jonagold,
Sampion, ldared ve Topaz elma cesitleri ve bu gesitlerin islenmis Urlnlerinde HPLC
yontemi kullanarak yaygin bulunan fenolik bilesenlerden, flavonolleri (kuersetin),
fenolik asitler ve dihidrokalkonlar tespit etmistir. Benzer sekilde Rana ve Bhushan
(2016), yaptiklari derleme makalede, taze elmada, yapraklarda, aga¢ kabugunda ve
posada polifenollerin yapisal siniflari arasinda flavonoller (kuersetin, kamferol ve rutin),
dihidrokalkonlar (floretin ve floridzin), flavan-3-oller (epikatesin ve prosiyanidinler) ve
fenolik asitler (kafeik asit ve kumarik asit) bulundugu belirtilmistir. Yapilan baska bir
calismada elma kabugu ete gore toplam fenolik bilesikler, toplam prosiyanidinler ve
toplam flavonoidler agisindan daha zengin oldugu ve cesitlerden bagimsiz olarak
kuersetin, katesin, epikatesin, floridzin, prosiyanidin B> ve C:’in elmanin kabugunda
etinden daha yliksek oranda bulundugu rapor edilmistir (Kalinowska vd., 2014). Genel
olarak, her bir elma icin polifenolik bilesikler 19,6 ila 55,8 (flavan-3-oller), 17,7-33,1
(flavonoller) ve 10,6-80,3 (klorojenik asit) mg olarak belirlenmis; en disik degerler
floridzin (her bir elmada 1,0-9,3 mg/100 g elma) ve antosiyanin (her bir elmada 0,1-6,5
mg/100 g elma) i¢in kaydedilmistir (Francini ve Sebastiani, 2013).

48



BOLUM V

SONUCLAR

Yapilan ¢alismada farkli genlik (%60, 80, 100) farkli sicaklik (40, 50, 60 ve 70 °C) ve
strelerin (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika) saglandigi termosonikasyon uygulamasi ile
meyve suyuna en ¢ok islenen driinler arasinda olan elma suyu iginde bulunan fenolik
bilesiklerdeki degisimin FTIR spektroskopi ve HPLC kullanilarak belirlenmesi ve
enzimatik esmerlesmeye neden olan PPO, POD enzimlerinin inaktivasyonu
incelenmistir. Buna gore, genel olarak artan gug, sicaklik ve sure ile enzim
inaktivasyonu artmistir. PPO enzimi icin %100 genlik 70 °C sicakhkta 15 dakika
sonunda kalan enzim aktivitesi %0,214 + 0,004 ile %99'luk inaktivasyon saglanirken,
POD enzimi igin %5,507 + 0,181 kalan enzim aktivitesi %100 genlik 70 °C sicakhk 15
dakika stre sonunda saptanmis, %94,5 oranla inaktivasyon saglanmistir. EIma POD

enziminin PPO’ a gore I1siya daha direncli oldugu belirlenmistir.

Isil islemlere gore, gida kalitesini korumasi gibi avantajlari ile termosonikasyon
isleminin gida endustrisinde kullanimi giin gegtikge dnem kazanmaktadir. Antioksidan
Ozellik gosteren fenolik bilesenler (biyoflavonoid) beslenme fizyolojisi ve saglik
uzerindeki olumlu etkileri nedeniyle tlketiciler tarafindan yogun ilgi gérmekte ve
fonksiyonel gidalara olan talep artmaktadir. Termosonikasyon islemi ile belirlenen
kosullar dahilinde elde edilen 6rneklerden, %60 genlik i¢in sabit stre dustnulduginde
dusiik sicakhklarda (40-50 °C) sure arttikca toplam fenolik madde miktarinda artis
saptanmistir. Ancak 60 °C islem sicakliginda artan sirenin etkisine bagli olarak elma
sularinda toplam fenolik madde miktari azalmistir. %80 genlikte dusuk sicakliklarda (40
°C) kisa sure (5, 10 ve 15 dakika) islem uygulanan 6rneklerde toplam fenolik madde
miktar1 kontrole kiyasla artmis, ayni kosullarda stre arttikca azalis g6zlenmistir. %80
genlik ve 60 °C sicaklik uygulamasinda fenolik bilesiklerin daha iyi korundugu
belirlenmis ve 15 dakika stire sonunda toplam fenolik madde miktar1 586,055 + 1,261
mg GAE/kg YA olarak saptanmistir. %100 genlik 40 ve 50 °C sicaklikta sure arttikga
10 dakikadan sonra toplam fenolik madde miktarinda azalma gozlenmistir. %2100 genlik
60 °C sicaklikta 10 dakika slreye kadar azalan fenolik madde miktari, 25 dakikaya
kadar artmis ve 30 dakika sonunda azaldigi saptanmistir. 70 °C sicaklikta artan sire ile

toplam fenolik madde artis gosterse de elde edilen miktarlar % 80 genlik 60 °C
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sicaklikta elde edilen degerlerden dusiktir. Buna gore yiksek giculn fenolik bilesikler
Uzerinde tahrip edici etkisi oldugu gorulmistir. Termosonikasyon uygulama sonunda
elma suyunda %60, %80 ve %100 genliklerde genel olarak her bir sicaklik degeri icin
ECso degeri, kontrol Ornegine kiyasla artmis, yani antioksidan aktivite azalmistir.
Bununla beraber toplam fenolik madde icin elde edilen degerlere benzer sekilde
antioksidan aktivitenin en iyi korundugu termosonikasyon uygulamasi olarak %80
genlik, 60 °C sicaklik ve 15 dakika silire belirlenmistir. Bu kosullarda ECso degeri
32,096 + 0,386 mg/ml olarak saptanmistir.

FTIR spektroskopisi ile farkli genlik, farklh sicaklik ve sabit stredeki (15 dak)
orneklerden elde ettigimiz ayristirtimis spektrumlar incelendiginde fenolik bilesiklerde
onemli bir degisiklik olmadigi tespit edilmistir. FTIR spektrumlari parmak izi bélgesi
incelendiginde epikatesin ve Klorojenik asitle uyumlu spesifik bantlar oldugu
belirlenmistir. FTIR sonuglari ile HPLC sonuglari paralellik gostermektedir. Farkli bitki
Ozleri ve gida oOrneklerinde fenolik bilesiklerin analizi icin kullanilan yaygin ve
guvenilir yontem olarak HPLC ile taze ve islem gérmis elma suyunda fenolik
bilesiklerden katesin, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin, ve kamferol saptanmis ve
miktarlari mg/kg olarak belirtilmistir. %60 60 °C 15 dak islem sonunda elma suyunun
fenolik bilesik icerigindeki katesin (5,0 mg/kg), kolorojenik asit (18,0 mg/kg) ve
epiktesin (13,0 mg/kg) miktari kontrole kiyasla azalirken kamferol miktari (5,0 mg/kg)
artmis ayni sekilde %80 60 °C 15dk sure sonunda katesin (11,5 mg/kg), epikatesin (2,2
mg/kg) ve kamferol (4,0 mg/kg) miktar artis gosterirken kolorojenik asit (18,5 mg/kg)
miktar1 azalmistir. %100 genlik farkh sicakliklar (40, 50, 60, 70 °C) ve 15 dakika
termosonik islem uygulanan elma suyu orneklerinde HPLC yoéntemi ile belirlenen
fenolik bilesiklerin miktarlari kontrole gore dusik oldugu saptanmistir. Buna gore FTIR

ve HPLC ile belirlenen fenolik bilesik iceriginin uyumlu oldugu goralmistar.

Yapilan bu ¢alisma ile elma suyuna uygulanan termosonikasyon islemi ile farkl genlik,
sicaklik ve siirenin PPO ve POD enzimi ile fenolik bilesik ve antioksidan aktiviteye
etkisi belirlenmis ve termosonikasyon uygulamasinin enzim inaktivasyonunu saglarken,
fenolik bilesikleri arttirdigi gozlenmistir. Bu sonuglara gore termosonikasyon
uygulamasi elma sularinin islenmesinde gelecek vaat eden bir ydntem olarak

Onerilebilmektedir.
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