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Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Mehmet OZKAN

Bu caligmanin amaci; 1:1 (v/v) oraninda portakal suyu eklenmis nar suyunun farkli
sicaklik (90°, 105° ve 150°C) ve siirelerde (sirasiyla; 30, 20, 10 dak) isitilmast
siresince, portakal suyundaki askorbik asit nedeniyle yiksek olan antosiyanin
parg¢alanma hizinin ¢esitli amino asitlerin (aspartik asit, prolin ve valin) kopigmentasyon
etkisinden faydalanilarak azaltilmasi potansiyelinin incelenmesidir. Bu amagla, nar ve
portakal suyundan olusan karisik meyve suyu orneklerinde; kopigmentasyon etkisini
belirlemek amaciyla; monomerik antosiyanin miktari, hiperkromik ve batokromik
degisimler, renk yogunlugu, polimerik renk ve polimerik renk orani degerlerindeki
degisimler belirlenmistir.

Antosiyaninlerin par¢alanmasina iligkin yarilanma 6mriinii; 105°C’de; aspartik asit 108
dak, valin 91 dak arttirirken, prolin 24.5 dak azaltmistir. Genel olarak, 1sitma sicakligi
arttikca antosiyanin stabilitesinde azalma gozlenmistir. Ancak; aspartik asit ve valin
iceren drnekler 90°C’ye gore 105°C’de daha yiiksek antosiyanin stabilitesi gostermistir.
90° ve 150°C sicakliklarda, eklenen amino asitler, antosiyanin stabilitesini artirmada
etkili olamamustir.

Kontrol grubunnun Amaks degerlerinde tiim sicakliklar igin %55.2-61.2 diizeyinde
azalma saptanmistir. Amaks degerlerinin azalma hizlar i¢in; 90°C’de kontrol grubuna
gore, degisim goriilmezken; 105°C’de aspartik asit eklenen Orneklerde %41.7, valin
eklenen Orneklerde ise, %47.5 oraninda daha az azalma goriilmiistiir. Sonuglar,
105°C’de, aspartik asit ve valin igeren Orneklerde kopigmentasyonun gergeklestigi
saptanirken, en 1yi kopigmentasyonun ise, valin i¢ceren 6rneklerde oldugu gézlenmistir.

Isitma boyunca, kontrol grubu ve amino asit igeren Orneklerdeki polimerik renk
olusumunun kopigmentasyondan kaynaklandigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, nar
ve portakal igeren karigik regel yapilmasi durumunda, kopigment kaynagi olarak
aspartik asit ve wvalin kullaniminin antosiyanin stabilitesini Onemli diizeyde
artirabilecegini gostermektedir.

Eylul 2019, 76 sayfa

Anahtar Kelimeler: Nar suyu, portakal suyu, antosiyanin, kopigment, askorbik asit,
aspartik asit, prolin, valin, 1s1] stabilite



ABSTRACT

Master Thesis

EFFECT OF AMINO ACIDS ADDED TO MIXED FRUIT JUICE CONSISTING OF
POMEGRANATE AND ORANGE ON THE THERMAL STABILITY OF
ANTHOCYANINS

Handenur UNAL

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZKAN

The purpose of this study was to investigate potential of various amino acids (aspartic
acid, proline and valine), which have copigmentation effects, on the decrease high
degradation rate of anthocyanins in orange juice added pomegranate juice (1:1, v/v) due
to ascorbic acid content of orange juice during heating at 90°, 105° and 150°C for 30,
20, 10 min, respectively.  For this purpose, monomeric anthocyanin content,
hyperchromic and batochromic changes, color density, polymeric color and polymeric
color ratio values were measured in the mixed fruit juice samples consisting of
pomegranate and orange juices to determine copigmentation effects.

At 105°C, aspartic acid increased half-life values for anthocyanin degradation by 108
min, valine by 91 min, and proline by 24.5 min. In general, as the heating temperature
increased, decrease in anthocyanin stability was observed. However, aspartic acid and
valine containing samples showed had higher anthocyanin stability at 90°C, as
compared to 105°C. At 90° and 150°C, added amino acids were not effective on
increasing anthocyanin stability.

Decrease (55.2-61.2%) in Amax Vvalues of control group was observed at all
temperatures. While no change in Amax values of all amino acid added samples was
observed at 90°C as compared to control groups, there was 41.7% less decrease
determined in aspartic acid added samples and 47.5% in valine added samples at 105°C.
Results showed that at 105°C, copigmentation was observed in aspartic acid and valine
containing samples, but best copigmentaion was achieved in valine containing samples.

Polymeric color formation during heating was found to arise from copigmentaion in
control group as well as amino acid containing samples. Results obtained from this
study showed that using aspartic acid and valine as a copigment source can increase
anthocyanin stability when jam is made form from the mixture of pomegranate and
oranges.

September 2019, 76 pages

Key Words: Pomegranate and orange juice, anthocyanin, copigment, ascorbic acid,
aspartic acid, proline, valine, thermal stability
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1. GIRIS

Islenmis veya islenmemis gidalarin giiniimiizde sadece besleyicilik, viicuda yararlilik
veya tat agisindan degerlendirilmedigi; goze hitap etmeyen gidalarin giinimiz tlketicisi
tarafindan tercih edilmedigi bilinen bir gercektir. Gidanin albenisini artiran en onemli
kriterlerden biri, aym1 zamanda gidanin kalitesi hakkinda da fikir veren, rengidir.
Gidalarda renk degisimi; gidalardaki bozulmanin gostergesi olabilir. Bu nedenle,

tiiketici tarafindan gidanin renginin begenilebilecek diizeyde olmasi gereklidir.

Cicek, meyve ve sebzelerde bulunan ve bunlarin kirmizi, mor ve mavi renklerinden
sorumlu olan pigmentler antosiyaninlerdir (Cemeroglu vd. 2001). Bu pigmentler dogada
dogal olarak bulunan renk maddeleri olmalarmin yaninda narin besleyici degerine de

katkida bulunmaktadir.

Antosiyaninler stabilitesi ¢ok diisiik olan; yani, kolayca degisime ugrayabilen
bilesiklerdir (Rein 2005). Yapidaki veya renkteki degisim cesitli etkenlerle gerceklesir.
Bunlar; antosiyaninin yapisi, pigment konsantrasyonu, pH, sicaklik, askorbik asit (AA)
varligi, kopigment varligi, metal iyonlari, enzimler, oksijen, sekerler ve sekerlerin
parcalanma driinleri (furfural ve hidroksimetilfurfural, HMF) ile kukurt dioksit (SO2)
gibi etkenler olabilir (Mazza ve Miniati 1993). Bu etkenlerin bazilar1 antosiyanin
stabilitesine olumlu etki gosterirken, bazilari da olumsuz etki gosterip antosiyaninlerin
pargalanmasina neden olmaktadir. AA, antosiyanin stabilitesi Gzerine olumsuz etki
gostermektedir. Kendisi okside olurken antosiyaninlerin par¢alanmasina neden olur ve

stabilitelerini azaltir.

Meyve suyu gibi bazi gidalara; besin degerini arttirmak, oksidasyonu (Rein 2005) ve
enzimatik esmerlesme reaksiyonlarini engellemek (Ozkan 2004, Kirca 2004) amaciyla
AA eklenmektedir. Bununla birlikte, AA ve antosiyanin bir arada bulundugunda
ortamda oksijen de varsa iki maddenin birbiriyle etkilesime girdigi ve bu etkilesim

sonucunda antosiyaninlerin parcalandigi; bunun sonucunda da gidanin renginin



karakteristik kirmizi-mavi rengini kaybettigi, fonksiyonel Ozelliklerinde ve besin
degerinde kayiplar meydana geldigi bilinmektedir (Garcia-Viguera ve Bridle 1999,
Pacheco-Palencia vd. 2007). Bu yiizden nar suyu gibi yogun antosiyanin iceren ve
bunun yaninda portakal suyu gibi yogun AA igeren iiriinlerden yapilacak karisimlarda
antosiyaninlerin kaybini engellemek icin dnlemler alinmalidir. Bu 6nlemlerden biri de,
antosiyaninleri baglaylp daha stabil olmalarimi saglayan ve bunun yaninda renk
yogunlugunu arttiran kopigment kaynaklarinin iiriine eklenmesidir. Bu nedenle bu
calismanin amaci; nar ve portakal suyundan olusan karisik meyve sularina kopigment
madde olarak ilave edilecek ¢esitli amino asitlerin (aspartik asit, prolin ve valin), ylksek
sicakliklarda (90°, 105° ve 150°C) ve farkli siirelerde antosiyanin stabilitesi izerine
etkisinin arastirllmasidir. Uygulanan sicakliklar boyunca meyve suyunun renk
yogunlugu ve stabilitesi kopigmentasyon etkisi ile arttirilarak, renk bozulmasinin

Onlenmesi amag¢lanmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Ulkemizde Nar ve Portakal Uretimi

Ulkemiz, meyve suyuna islenen meyve miktar1 bakimmdan diinyada iist siralarda yer
almaktadir. Ulkemizde, tropik meyveler disinda meyve suyu ve nektarma islenecek
bircok meyvelerin iiretilmesi nedeniyle, meyve suyu endiistrisi diger gida endiistrilerine

gore ¢ok daha gelismistir.

Ulkemizde meyve suyu ve nektarlarma islenen meyvelerin basinda visne, elma, kayisi,
seftali, nar, portakal, tzum ve gelmektedir.(Anonim 2011). Bu meyvelerden 6zellikle
nara olan ilgi ve buna bagh olarak artan talep son yillarda bu meyvenin {iretiminde de
artisa neden olmustur. TUIK 2019 verilerine gore; 1988 yilinda 1989 meyve veren
agactan 45,000 ton dretim yapilirken, 2018 yilinda 13,574 meyve veren agagtan
537,847 ton nar iretimi yapilmigtir. Nar iiretimi ile g¢esitli kaynaklarda farkli iiretim
degerleri verilmektedir. Son iiretim verilerine gore, lilkemiz bu {iiretim miktartyla
diinyada 8. sirada yer almistir (Anonim 2019). Nar iiretimine benzer sekilde, tilkemizde
nar suyu iretimi de hizla artmaktadir. 2006 yilinda, iilkemizde 46.6 bin ton nar meyve

suyuna islenirken, 2010 yilinda ise, 78.7 bin ton nar islenmistir (Akdag 2011).

Diinyada portakal, meyve suyu islemede en ¢ok tercih edilen turuncgildir. Son istatistiki
verilere gore tilkemizde 1 milyon 900 bin ton tretilmektedir (TUIK 2019). Diinyada en
onemli portakal dreticisi 17 milyon ton ile Brezilya olup bunu Cin (7,8 milyon ton),
Hindistan (7,3 milyon ton) ve ABD (6,1 milyon ton) takip etmektedir. Akdeniz
havzasinda en fazla iiretimi Ispanya 3,5 milyon ton ile gerceklestirmektedir. Ulkemiz
portakal tiretiminde 1,9 milyon ton Gretim ile 10. sirada yer almakta (TUIK 2019) ve bu
tiretim miktar1 ile dunya Uretiminin %2.5’ini gergeklestirmektedir (Anonim, 2017).
Ulkemizde 2006 yilinda 37,800 ton portakal meyve suyuna islenirken, 2010 yilinda bu
rakam %42 oraninda artarak 53,800 ton olmustur (Akdag 2011). Uretilen nar ve



portakalin 6nemli miktar1 meyve suyuna islendigi i¢in, bu iki meyvenin de endustriyel

oOnemi bulunmaktadir.

2.2. Nar ve Portakalin Saghk Acisindan Onemi ve Kimyasal Yapilari

Nar, sahip oldugu yiiksek antioksidan aktivite sayesinde 0Ozellikle kalp-damar
hastaliklar1 ve kanser gibi kronik hastaliklar1 onleyici etkisi bulunmaktadir. Yapilan
calismalar narin bilesiminde bulunan ve antioksiadan aktivite gosteren polifenollerin
(6zellikle hidrolize olabilen tanenlerin elajitanen grubu ile antosiyaninler) damarlarda
olusan dejenerasyonu, prostat kanserini ve ayni zamanda kiregleme olusumunu
engelledigi (Malik vd. 2005), hucreleri otooksidasyon sonucu olusan serbest radikallere
karst1 korudugu, kandaki glukoz seviyesini regiille edebildigi, hicreler arasi
koordinasyonundan sorumlu protein ve peptidlerin bir bélimdnin olusumunda rol
aldig1 ve kemik ekleminde olusan iltihab1 engelleyebildigi (Coskun 2006), Alzheimer
ve kalp hastaliklarinin iyilestirilmesinde olumlu etki gosterdigi ve bir¢ok kanser

rahatsizliklaria karsi viicut direncini artirdigini (Singh vd. 2008) gostermistir.

Nar meyvesinin %352’sini nar daneleri olustururken, danelerin %78’1 meyve eti, %22’si
cekirdek; bilesim olarak ise %79’u su, %18’1 karbonhidrat, %1.1°1 protein ve %0.9’u
yagdan olusmaktadir (Turfan 2008). Nar suyu antosiyanin bakimindan oldukga
zengindir ve antosiyanin ¢esidi olarak da en ¢ok delfinidin, siyanidin ve pelargonidinin
3-glukozitleri ve 3,5-diglukozitleri (Du vd. 1975) igerir. Saglik agisindan 6nemli olan
bu bilesiklerin yaninda biinyesinde 1 g/L sitrik asit icerir (EI-Nemr vd. 1990). Nar, AA
(7 mg/L) bakimindan fakir bir iiriindiir (E1-Nemr vd. 1990). Icerdigi bu maddelerin
yaninda kalsiyum, magnezyum, potasyum gibi yasamsal mineraller; folin, folat, K

vitamini, gibi vicut icin gerekli mineral ve vitaminler agisindan da zengin bir tiriindiir.

Portakalin da i¢inde bulundugu turunggiller taze olarak tuketimlerinin yaninda islenerek

meyve suyu, marmelat ve recel olarak da tliketilmekte ve ayni zamanda kozmetik



sanayinde de ham madde olarak kullanilmaktadir (Akgiin, 2006). Portakalin meyve
suyu veya taze olarak tercih edilmesinin nedeni, insan sagligina olumlu etkisinin her
gecen giin daha fazla anlagilmasidir. Bunyesinde bulunan AA (53.2 mg/100 g) gucli bir
indirgen madde olup (Packer ve Puchs 1997), serbest radikallerin ve viicuttaki kararsiz
oksijen molekiillerinin etkilerini yok eder; dokularin baglanti noktalarinda kollajen
uretiminde rol alir, buna bagl olarak da yaralarin, kiriklarin iyilesmesine yardimer olur,
eksikliginde ise skorbiit hastaligina neden oldugu bilinmektedir (Packer ve Puchs 1997).
Portakal hem diisiik kalorisi ve doymus yag icerigi (0 g/100 g) hem de zengin lif icerigi
(2.4 /100 g) ile kilo kontroliine yardimci olurken, ayni zamanda lif igerigi toksik
maddelerin vicuttan hizlica uzaklastirilmasini saglayarak bagirsagi kanserden korur
(Usman ve Davidson 2014). Yine igerigindeki A vitamini (225 IU/100 g) ve B-
kompleks vitaminleriyle (0.2 mg/100 g) kansere karsi koruma saglar, potasyum ve
kalsiyum gibi minerallerle de kalp hizin1 ve kan basincini dengeleyip, viicuttaki sodyum

seviyesinin artmasini engelleyerek kontrol altinda tutar (Usman ve Davidson 2014).

2.3 Antosiyaninlerin Yapisi

Antosiyaninler; Yunanca’da anthos=¢icek ve kiaonos=mavi (Mazza ve Miniati 1993,
Castafieda-Ovando vd. 2009, Cavalcanti vd.2011) anlamina gelen; suda c¢ozlnen,
flavonoid olarak bilinen bitki bilesimlerinin en bilyiik ve yaygin gruplarindan birisi olup
(Mazza ve Miniati 1993, Clifford 2000), ayn1 zamanda birgok meyve, sebze ile
ciceklerin kirmizi, mor ve mavi renklerinden sorumlu renk maddeleridir (Glover ve
Martin 2012). Antosiyaninler 6zellikle meyvelerde bulunmakla birlikte, ayn1 zamanda
sebzelerde, koklerde, yumrularda, soganlarda, baklagillerde ve tahillarda da
bulunmaktadir. Antosiyanin igeren bazi yaprak ve cigekler diinyanin bazi bolgelerinde

geleneksel gida olarak tiketilmektedir (Bridle ve Timberlake 1997).

Antosiyaninler diger flavonoid bilesiklerle aym1 yapisal ozelliklere sahiptir ve diger
flavonoidler gibi yapisal olarak CsC3Ce biriminden olusan karbon iskeleti ile karakterize

edilirler (Geissman 1962). Bununla birlikte; diger flavonoidlerden farkli olarak



antosiyaninler goriiniir bolgedeki 15181 giiclii bir sekilde absorbe eder ve boylece farkl
bircok renkte gorultrler (Brouillard 1982). Antosiyaninler 2-fenilbonzopirilyum ya da
flavilyum tuzlarinin polihidroksil ve polimetoksil tiirevlerinin glikozitleridir (Mazza ve
Miniati 1993) (Sekil 2.1). Antosiyaninlerin esas bélimu aglikonu olup, pembeden-mora
kadar olan renklerin nedeni de, yapisinda konjuge ¢ift baglar1 igeren flavilyum

katyonudur (Rein 2005).

Sekil 2.1 Antosiyanin yapisi (Cavalcanti 2011)

Antosiyanidinler olarak da bilinen aglikon, dogada serbest olarak ¢ok az bulunur ve
genellikle seker ve organik asitler antosiyanidinlere baglanarak, antosiyaninleri
olustururlar. Antosiyaninler, antosiyanidinler gore suda ¢ok daha iyi cozunurler.
Flavilyum katyonunun R1 ve Rz pozisyonuna farkli hidroksil (—-OH) ya da metoksil (-
OCHs) gruplarinin baglanmasiyla dogadaki en yaygin 6 antosiyanidin olusur. Yapidaki
—OH ve —OCHs3s sayist antosiyanidinin rengini belirler. Cizelge 2.1'de bazi temel
antosiyanidinlerin hangi meyve ve sebzelerde bulundugu ve renkleri gosterilmistir. Bu
antosiyanidinlerin meyve ve sebzelerde dagilimi en yiiksekten en diisiige dogru su
sekilde siralanmaktadir; siyanidin  (%50), peonidin (%12), delfinidin (%12),
pelargonidin (%12), petunidindir (%7), malvidin (%7) (Castafieda-Ovando vd. 2009)
(Sekil 2.2). Cizelge 2.2'de ise; aglikona baglanan farkli gruplar ve bu gruplara bagl

olarak antosiyaninin aldig1 isimler verilmistir.



Cizelge 2.1 Bazi temel antosiyanidinlerin meyve ve sebzelerde bulunma durumu ve
renkleri (Wang vd. 1997)

Bilesik Renk Meyve ve sebze

Delfinidin Mavimsi kirmizi Konk(.).rd" dztmd, yaban mersini, siyah
frenk tzumi
Cilek, bogiirtlen, siyah frenk iiziimii,
visne, kirmizi lahana, yaban mersini,

Siyanidin Turuncu kirmizi kizileik, miirver, konkord tiziimii,
musir, kus tiziimii, ahududu, kirmizi
sogan

Pelargonidin Turuncu Cilek, misir

Malvinidin Mavimsi kirmizi Uziim, yaban mersini

Peonidin Kirmizi Visne, kizilcik, tath patates, erik

HO

Delphinidin Malvidin Petunidin

Sekil 2.2 Dogada yaygin olarak bulunan antosiyanidinler (Rein 2005)

Yukarida da bahsedildigi gibi, antiosiyanidin molekiiliiniin ikinci halkasindaki OH
grubundaki hidrojen (H) yerine seker baglanirsa antosiyanin olusur. Antosiyanin
molekiiliine en ¢ok baglanan sekerler; glukoz, galaktoz, ramnoz ve arabinozdur
(Brouillard 1982, Clifford 2000). Bu monosakkaritler tek tek antosiyaninlere
baglanabilirken, aym1 zamanda birden fazla seker de antosiyaninlere baglanarak,
diglukozitler (6rnegin, 6-O-a-L-ramnosil-D-glukozit ve 2-O-B-D-glukozil-D-glukozit)
(Clifford 2000)] ve hatta triglukozitler olusabilir (Brouillard 1982, Mazza ve Miniati
1993). Antosiyanidin glikozitlerinin en yaygin 4 grubu: 3-monozitler, 3-biyositler, 3,5-



diglikozitler ve 3,7-diglikozitler’dir (Mazza ve Miniati 1993). Antosiyaninler, aglikona
baglanan bu sekerlerin konumu ve adi dikkate alinarak adlandirilmaktadirlar (Clifford

2000).

Cizelge 2.2 Aglikona baglanan degisken gruplar ve bu degiskenlere bagli olarak
antosiyaninin aldig1 isimler (Clifford 2000)

Ri1 R2 Antosiyanin

H H Pelargonidin-3-glukozit
OH H Siyanidin-3-glukozit
OH OH Delfinidin-3-glukozit
OCHzs H Peonidin-3-glukozit
OCH3 OH Petunidin-3-glukozit
OCHzs OCHjs Malvidin-3-glukozit

Malvidin antosiyanidinine 3 ve 5 pozisyonlarina baglanan iki glukozdan olusan
malvidin 3,5-diglukozidin kimyasal yapisi Sekil 2.3'te gosterilmistir. Antosiyanin
molekilundeki OH gruplarmin sayisi, bu OH gruplarmin ne kadar metilasyon
gergeklestirdigi; molekiile baglanan sekerlerin yapisi, sayisi, baglanma yeri;
molekiildeki sekerlere baglanan alifatik ve aromatik asitlerin sayis1 ve yapisi

antosiyaninler arasindaki farkliligi belirlemektedir (Mazza ve Miniati 1993).

Sekil 2.3 Malvidin 3,5-diglukozit (Rein 2005)



Bazen antosiyanin molekilundeki sekerlere; ferulik, p-kumarik, kafeik ya da sinapik
asitler ile p-hidroksibenzoik, malonik veya asetik asitler baglanarak, agil gruplarimi
olusturmaktadir (Brouillard 1982). Bu organik asitler c¢ogunlukla antosiyanin
molekiiliindeki C3 sekerine baglansa da, bazen de sekerin 6-OH grubu veya daha diistik
ihtimalle 4-OH grubuna da baglanabilmektedir (Giusti ve Wrolstad 2003). Bu agillenme
antosiyanin molekiiliiniin satbilitesini artirmaktadir. Agil grubu iceren antosiyaninler
Ozellikle kirmizi lahana, kirmizi turp ve siyah havugta yaygin olarak bulunmaktadir

(Tiirky1lmaz 2009).

2.4 Nar Antosiyaninleri

Nar, yapisinda yogun antosiyanin igermekte ve ¢esitten ¢eside farklilik gosterse de narin
temel antosiyaninleri; siyanidin, delfinidin ve pelargonidinin 3-glukozit ve 3,5-
diglukozitleridir (Du vd. 1975).

Ulkemizde en yaygin olarak yetistirilen ve meyve suyuna islenen nar cesidi olan Hicaz
nardaki toplam monomerik antosiyanin miktari, 274 mg/L olarak hesaplanmigtir. Nar
suyunda; 6 adet anyosiyanin bilesigi, 3 adet diglikozit ve 3 adet de glikozit yapisinda
olmak iizere belirlenmistir. Toplam monomerik antosiyaninlerin 6énemli bir miktarini
%41.6 ile siyanidin 3,5-diglikozit olusturmustur. Bu bilesigin miktari, 113.91 mg/L
olarak belirlenmistir. Bu bilesigi ¢oktan aza dogru cy-3-glu (66.35 mg/L), delfinidin
3,5-diglikozit (57.06 mg/L), pelargonidin 3,5-diglikozit (25.23 mg/L), delfinidin 3-
glikozit (6.61 mg/L) ve pelargonidin-3-glikozit (4.72 mg/L) izlemistir (Kelebek ve
Canbas 2010). Diger yandan 8 farkli Iran ¢esidinde yapilan bir calismada, basat
antosiyanin delfinidin-3,5-diglikozit olarak belirlenmistir (Legua vd. 2010). Benzer
sekilde Harborne (1967) yaptig1 calismada, narin basat antosiyaninini delfinidin 3,5-
diglikozit olarak belirlemistir. Marti vd. (2001) ise, Mollar ¢esidi (Ispanya cesidi) narin
basat antosiyaninini Cy-3-glu olarak belirlemislerdir. Yapilan bu ¢alismalar, narin
cesidine gore, narin ve narlardan elde edilen nar sularmin antosiyanin igeriklerinin

degisebildigini gostermektedir.



2.5 Antosiyaninlerin Stabilitesini Etkileyen Faktorler

Antosiyaninler birgok faktorun etkisi ile kolayca pargalanabilmektedirler. Bu faktdrlerin
basinda sicaklik, oksijen ve pH gelmektedir (Rein 2005). Ayrica antosiyaninler;
enzimler, metal iyonlar, AA, hidrojen peroksit ve 1sik tarafindan da
parcalanabilmektedirler. Antosiyaninlerin stabilitesi ilizerine, antosiyaninin yapist ve
konsantrasyonu da etkilidir. Antosiyaninler pargalandiklarinda gerek kendilerine 6zgii
renklerini gerekse de saglik iizerine olan olumlu etkilerini kaybetmektedirler. Asagida

antosiyaninlerin stabilitesine etki eden faktorler kisaca aciklanmastir.

2.5.1 Sicakhik

Ozellikle meyve suyu retiminde pastérizasyon ve depolama gibi sicaklikligin oldugu
islemler nedeniyle, sicakligin antosiyaninler Uzerindeki etkisi son derece Onemlidir.
Antosiyaninler sicakligin etkisiyle renksiz hale gelirler. Renk bozulmasi ile sicaklik
arasinda logaritmik bir iligki vardir (Mescher 1953). Proses sicakligindaki her 10°C’lik
artisin, antosiyaninlerin parcalanma hizini genel olarak 2 kat artirdigr belirtilmektedir
(Cemeroglu vd. 1994). Bununla birlikte, Turfan (2008) nar sularinin depolanmasinda,
sicakligin 10°C artmasinin, antosiyaninlerin parcalanma hizim1 3.5 kat (yaklasik)
arttirdigini belirlemistir (Turfan 2008). pH 2—4 arasinda sicaklik artigi; antosiyaninlerin
glikozil kisimlarini kaybetmesine neden olmaktadir (Adams 1973). Glikozil kismini
kaybeden antosiyanidinler daha az stabil oldugundan renk kaybi yasanmaktadir (Rein
2005). Sekil 2.4’te, termal degradasyon sonucu olusan kumarin-3-glukozitin reaksiyonu
verilmistir (Rein 2005).
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Sekil 2.4 pH 3.7°de 1sitmayla hizlanan ve kumarin-3-glukozit olusumuna neden olan
reaksiyon (Rein 2005)

Sadilova vd. (2007) pH 3.5’te ve pH 1’de 95°C’de 6 saat 1sitilmig siyah havug, miirver
yemisi ve ¢ilek ekstraktlariyla yaptiklar1 ¢alismada; 1sitmanin antosiyaninler tzerine
etkisini belirlemislerdir. En fazla asillenmis antosiyanin igeren siyah havug
antosiyaninlerinin 1sitmaya karsi daha dayanikli oldugu (en yiiksek ti> degeri) tespit
edilmistir. Isitilmis miirver yemisi ve gilek ekstraktlarinda ise, ¢calkon glikozitleri tespit
edilmistir.  Asillenmis antosiyaninler icgin asil-glikozit kismi once flavilyum
molekilunden ayrilmis ve biitiin ekstraktlar icin, termal degradasyon drunleri olarak
fenolik asitler ve floroglukanaldehit sirasiyla B ve A halkasinin kalintilart olarak

belirlenmistir.

Sicakligin  antosiyaninler tizerine dogrudan etkisi disinda, dolayli etkisi de
bulunmaktadir. Gidaya uygulanan 1sitma islemlerinde dogrudan antosiyaninlerin
parcalanmasinin yani sira furfural ve hidroksimetil furfural (HMF) gibi karbohidratlarin
parcalanma firiinleri de olusur; bunlar da antosiyaninlerle tepkimeye girerek

parcalanmalarina neden olurlar (Shenoy 2018).

2.5.2 Oksijen

Oksijen antosiyanin stabilitesine olumsuz etki gosteren en énemli faktérlerden biridir.
Antosiyaninlerin C halkasinda bulunan doymamis yapiya oksijen etki ederek renksiz

calkon yapilarinin olusmasina neden olur. Antosiyaninlerin parcalanmasinda, oksijen ve

11



sicaklik birlikte diger tiim faktorlere gore en biiyiik etkiyi gostermektedir (Rein 2005).
Ayn1 zamanda oksijenin antosiyanin stabilitesini azaltmasinda pH da etkilidir; ytksek
pH'larda oksijen, antosiyaninlerin stabilitesini azaltmakta daha etkilidir (Markasis,
1982).

Oksijen dogrudan antosiyaninleri pargalayabildigi gibi oksijenin ortamda bulunan diger
maddeleri okside etmesiyle olusan oksitlenmis maddeler de antosiyaninlerle etkilesime
girerek renksiz ve kahverengi bilesiklerin olusumuna neden olabilir (Rein 2005).
AA'nin okside olmasi sonucu olusan DHA, H2O> (hidrojen peroksit) gibi oksitlenmis

maddelerin antosiyaninleri etkilemesi bu duruma 6rnek olarak verilebilir.

2.5.3 pH

Ortamin pH derecesi antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen en 6nemli faktorlerden
birisidir. Antosiyaninler asidik ortamda, alkali ortama gore daha stabildir (Rein 2005).
Asitligin artmasi pigmentin stabilitesi tizerinde koruyucu etki gostermektedir (Sekil 2.5)
(Meschter 1953).
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Sekil 2.5 Degisen pH degerlerine gore antosiyanin konsantrasyonundaki
degisim (Meschter 1953)
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Denge halinde olan dort antosiyanin tiirii, ortam pH’sina bagli olarak denge durumu
renksiz karbinol psddobaz (KB) ve ¢ formlara dogru doniisiir (Bridle ve Timberlake
1997) (Sekil 2.6). Asidik kosullar altinda (pH<2) antosiyanin, flavilyum katyonu olarak
kirmiz1 renkte bulunur ve pH degerinin artmasiyla hizli bir sekilde yapisindaki protonu
kaybedip mavi ya da mor renkteki kuonidal baza doniigiir. Flavilyum katyonunda
hidrasyon sonucu ise, renksiz ¢alkon (C) ile dengeye ulasan karbinol ya da psddobaz
olusur (Sekil 2.6) (Cavalcanti 2011).
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Sekil 2.6 Antosiyanin tiirleri arasindaki denge (Cavalcanti vd. 2011)

2.5.4 Isik

Antosiyaninlerin biyosentezi igin 151k elzem olmakla birlikte antosiyanin par¢alanmasini
hizlandirmaktadir (Markasis 1982, Bechtold ve Mussak 2009). Uziim suyunda yapilan
bir caligmada karanlikta bekletilen antosiyanin pigmenlerinin %30’nun, 1sikta

bekletilenlerin ise %50’sine yakininin pargalandigi; en ¢ok pigment kaybi ise floresan
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1sikta oldugu gozlemlenmistir (Palamidis ve Markakis 1975). Yani karanlik ortamda,
1s1kl1 ortama gore daha az antosiyanin par¢alanmaktadir. Yapilan calismalar, seker
iceren ortamlarda, 15181n antosiyaninler iizerine olumsuz etkisinin arttigini géstermistir

(Amr ve Al-Tamimi 2007, Cavalcanti vd. 2011).

2.5.5 Enzimler

Enzimler, bircok reakisyonun hizin1 artiran Katalizorlerdir.  Antosiyaninlerin
par¢alnamsina neden olan baslica enzimler; peroksidaz, polifenol oksidaz (PPO)
enzimleridir (Kader vd. 1997). Antosiyaninler, ortamda bulunan diger fenoliklerin
oksidasyonu ile olusan O-kinonlar ile reaksiyona girerek parcalanabilmektedirler.
Yapilan ¢alismalar PPO enziminin 1limli bir 1sitma ile aktivitesini kaybettigini
gostermistir (Patras vd. 2010). Bunun disinda, antosiyanidaz olarak da adlandirilan
glukosidazlar da, antosiyaninlerin yapisindaki seker ve aglikon arasindaki bagi
parcalamaktadirlar. Parcalanma gerceklestiginde antosiyanidin (aglikon) tek basina

kararsiz bir sekilde kalir ve bunun sonucu 6nemli diizeyde renk kaybi gergeklesir.

2.5.6 Metal iyonlari

Antosiyaninler demir (Fe), kalay, bakir (C) ve aliminyum ile metal kompleksi
olusturarak stabilitelerini arttirabilirler (Markasis 1974). Baz1 kompleksleri olusturma
yeteneginin antosiyaninlerin B halkasindaki orto-dihidroksil diizenlenmesiyle iliskili
oldugu ve bu orto-dihidroksil yapi1 siyanidin, delfinidin ve petunidinin yapisinda
bulunurken, yani bu (¢ antosiyanidin metal-antosiyanin kompleksi olustururken,
glikozitleri olusturabilirken; malvidin, pelargonidin ve peonidin ise, bu yapiy1
icermediklerinden metallerle kompleks olusturamamaktadir (Boulton 2001). Gida
endustrisinde antosiyanin-metal kompleksleri, genel olarak istenmeyen bir durum olup,

antosiyanin  iceren  gidalara  metal = kontaminasyonun  oldugu  seklinde
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degerlendirilmektedir. Bunun yaninda, saglik acgisindan zararli olmayacak diizeyde

metal eklenerek antosiyaninlerin stabiliteleri artirilabilir (Castafieda-Ovando vd. 2009).

2.5.7 Antosiyanin yapis1 ve konsantrasyonu

Antosiyaninlere baglanan maddelerin ¢esidi ve bu maddelerin baglanma bigimleri,
antosiyaninlerin stabiliteleri tzerine etkilidir. Hidroksilasyon derecesinin de antosiyanin
stabilitesi Uzerinde Onemli etkisi olup, bu etki -OH gruplarmin sayist arttikca
stabilitenin azalmasi seklindedir (Cavalcanti vd. 2011). -OCH3 gruplarinin artmasi ise

stabiliteyi arttirmaktadir.

Ortamdaki antosiyaninlerin konsantrasyonu, hem stabilite hem de renk tonuna etki
etmektedir etkilidir. Yuksek antosiyanin konsantrasyonu, bir yandan renk uzerinde
koruyucu etki gosterirken (Giusti ve Wrolstad 2003) diger yandan renk yogunlugunu da
artirmaktadir. Bu etkilerin molekiiller aras1 kopigmentasyon veya kendiliginden

birlesme yoluyla olustugu sanilmaktadir (Mazza ve Miniati 1993).

2.6 Askorbik Asit

AA aynigabilir iki protonu bulunan hekzanoik seker asididir (Pisoschi vd. 2014).
Formili CeHgOs'dir. AA'daki 4 ve 5 asimetrik karbon sayesinde dort adet izomeri
olusturabilir; D ve L enantiomerleri ve izoaskorbik asit bu sekilde olusur. Dogal olarak
olusan askorbat ise L konfigiirasyonuna sahiptir (Linskens ve Jackson 1987). AA'nin iki
izomeri olan D-Askorbik asit ve L-izoaskorbik asit C vitamini aktivitesi gostermedikleri
icin simdiye kadar ticari olarak ilgi gormemistir (Schuler 1990). C vitamini (L-Askorbik
asit) ise, y- lakton yapisinda olan AA'nin L enantiyomerini temsil eden, suda ¢oziinen,
antioksidan olan biyokimyasal ve islevsel olarak aktif formudur (Pisoschi vd. 2014). C

vitamininin enodiol 6zelligi (lakton halka ile konjuge olan karbonil grubu) bu 6zelligi
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saglamaktadir (Kirca ve Cemeroglu 2001). Eger L-Askorbik asit okside olursa
dehidroaskorbik asit (DHA) olusur (Schuler 1990). AA hizlica pargalanip Yyeni
bilesiklere doniisebilmektedir. Sekil 2.7'de AA'nin gesitli izomerleri gosterilmektedir.

?HzOII fl LOH fl LOH

HCOH,.O HCOH,.O. HocH O

0 o 0
1 B )
H ol o 0 H OH

L-Askorbik asit L-Dehidroaskorbik asit L-lzoaskorbik asit
'(III{;,OH
HOCH 0. H O H O
0. 0 (o]
! licor HCO!
d hY HOtC oy oH Homd ¢ o
L-lzodehidroaskerbik asit D-Askorbik asit D-Dehidroaskorbik asit

Sekil 2.7 AA'nin gesitli izomerleri (Kirca ve Cemeroglu 2001)

AA, oksijeni baglayarak oksijenin diger bilesikleri pargalamasini onlemektedir. Bu
ozelligi ile fenolik ve flavor bilesiklerini oksidasyona karsi korudugundan dolay:
gidalarda antioksidan olarak kullanimi ¢ok yaygindir (Pisoschi vd. 2014). Sarap
Uzerinde yapilan caligmalar, AA'nin fenolik bilesiklerin oksidasyonunu dogrudan
engellemesinden ¢ok, antioksidan 6zelligi sayesinde sarapta olusan molekiiler oksijeni

baglamasindan kaynaklandigini gostermistir (Pisoschi vd. 2014).

AA'nin kendisi antosiyaninlerin Stabilitesini azaltip parcalanmasimi hizlandirdig: gibi
parcalanma triinleri de bu etkileri gostermektedir. Burada parcalanma mekanizmasi ve
parcalanma tirlinleri agiklanacak olup bu flirlinlerin antosiyanin stabilitesi {izerinde nasil

bir etkide bulundugu tartigilacaktir.
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2.6.1 AA'nin degradasyonu

AA kararsiz bir yapida olmasi nedeniyle bircok faktoriin etkisiyle hizla
parcalanmaktadir. Parcalanma aerobik degradasyon, anaerobik degradasyon ve
enzimatik degradasyon olmak tizere 3 farkli sekilde meydana gelmektedir. Aerobik ve
asit kosullarda AA, DHA’ya okside olur ve DHA'nin hidrolize olmasiyla 2,3-diketo-L-
gulonik asit olusur (Deutsch 1998). Daha sonra, halkanin kirilmasi ve su molekdlinin
eklenmesiyle de DHA'nin delaktonize formu olusur (Yuan ve Chen 1998). Daha ileri
asamalarda ise, furfural olusur. Furfural hem amino asitlerle reaksiyona girerek
enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarina katilmakta, hem de polimerize olarak

esmer bilesikler olusturabilmektedir (Cemeroglu ve Acar 1986) (Sekil 2.8).
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CHy CHy A + 5% solutions 0:"2 0
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OH / dN?ON
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&b H=C-OH 3
0 ~0H
B~Hydroxyfurtural HOH + COp Brown 0
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CHa0H COp+ ]
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“ é S + [—S £ amino ocids L= Xylosone
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Sekil 2.8 AA'nin par¢alanma mekanizmasi (Bauernfeind ve Pinkert 1970)
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Furfural gibi hidroksimetilfurfural (HMF) da AA'nin pargalanma firiinlerinden birisidir
(Eskin 1990). HMF olusumunun bazi aragtirmalarda sifirinct derece, bazilarinda birinci
derece, bazilarinda ise ikinci derece reaksiyon kinetigine uygun olarak gerceklestigi

belirlenmistir (Burdurlu vd. 2006).

DHA'da AA gibi vitamin ozelligi gosterir (Kirca ve Cemeroglu 2001, Mercali vd.
2014). AA'nin DHA'ya doniisiim reaksiyonu geri dontigiimliidiir. Ancak; DHA, AA'ya
sadece pH 6.5'in altindayken tekrar doniisebilir; bu pH'nin iizerinde DHA vitamin
aktivitesini kaybeder. Bununla birlikte; DHA'nin hidrolize olmas1 geri doniistimsiizdiir
ve bu rekasiyon sonucu vitamin aktivitesini kaybeder (Udenfriend vd. 1952). AA'nin
DHA'ya dontisiimiinde H kayb1 olursa hidrojen peroksit (H202) olusur. Bu reaksiyon
Sekil 2.9'da gosterilmistir. Cu™ ve Fe*® gibi metaller katalizorliigiinde gerceklesen bu
reaksiyon cok az miktarda metalle bile ok fazla hizlanmaktadir. Ayrica; Fe'3, Cu*?a

gore oksidasyona kars1 daha reaktiftir (Khan ve Martell 1967).

H H /0\
I / AN
OH—C—C—C C=0 + 2Cu**
RN
HOH H C—C
-
OH OH
H o 0
RN
OH—C—C—C C=—=0 - 2Cut 4+ 2H*
I 1IN

IHOH H C—C
.
0 0

2Cut + 2H* 4 0Oy — 2Cu*+ + H.0.

Sekil 2.9 H20> olusumu (Udenfriend vd. 1952)

H20., oksijen gibi davranarak nitrojen atmosferinde AA'y1 degrade edebilir. H2O2, ¢ok

aktiftir ve hemen reaksiyona girerek asil hidroksilasyon reaksiyonuna girecek maddeleri
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olusturur (Udenfriend vd. 1952). Bu nedenle H20:'in ortamda fazla olmasi AA

degradasyonunu hizlandirir (Ozkan vd. 2004).

Acrobik kosullardan farkli olarak anaerobik kosullarda; DHA 6nemli miktarda olusmaz.
Onun yerine halkanin kirilip su molekiiliiniin eklenmesiyle AA degrade olur ve
dekarboksilasyon ve molekiiller arasi yeniden diizenlenme ve dehidrasyonla furfural
meydana gelir (Yuan ve Chen 1998) (Sekil 2.9). Ara urun olarak ksilozon, 3-
deoksipentozan, fuankarboksilik asit olusur; bu bilesikler de amino asitlerle reaksiyona
girerek esmer renkli bilesikleri olustururlar (Kirca ve Cemeroglu 2001). Aerobik
kosullarla baslayan AA'min parcalanma siireci oksijenin bitmesiyle, ¢cogu zaman
depolama sirasinda anaerobik kosullarda devam eder. Enzimatik yolla AA’nin
pargalanmasi basta AA oksidaz, daha sonra sitokrom oksidaz peroksidaz ve fenol

oksidaz gibi enzimler tarafindan katalize edilmektedir (Kirca ve Cemeroglu 2001).

AA'nin degradasyonunu; sicaklik, su aktivitesi (aw), pH ve 151k gibi fiziksel faktorler
yaninda oksijen, fenolik bilesikler, sekerler, metal iyonlar1 ve siilfitler gibi kimyasal
faktorler de etkilemektedir. Gerek proses gerekse depolama sicakliginin artmasiyla AA
degradasyonu hizlanmaktadir (Udenfriend vd. 1952, Marti vd. 2001, Choi vd. 2002,
Talcott 2003, Sadilova vd. 2009). AA stabilitesi genel olarak sicakligin azalmasiyla
artsa da, yapilan calismalar dondurularak depolanan gidalarda bile AA kaybinin
meydana geldigini gostermistir (Hui 2006). Sicakligin etkisine benzer sekilde; aw
arttikca da AA pargalanma hizi artmaktadir. Bu artisin nedeni; sulu fazin
seyreltilmesiyle viskozitenin azalmasi ve bdylece reaktantlarin hareket edebilirliklerinin

artmasi (mobilitenin artmas1) oldugu iddia edilmektedir (Kirca ve Cemeroglu 2001).

Isigin AA degradasyonuna cok biiyiik bir etkisi bulunmamaktadir. Oksijen varliginin
AA degradasyonu tizerindeki etkisi ise, daha ¢ok diger faktorlere baghdir. Bilindigi gibi
AA hem aerobik hem de anaerobik ortamda degrade olabilmektedir. pH derecesi de,
AA degradasyonunu etkileyen faktorlerden birisidir. Huelin (1953) genis bir pH

araliginda AA degradasyonunu incelemis, en hizli degradasyonun pH 3—4 arasinda
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oldugunu belirlemigtir. Ayrica AA'min anaerobik par¢alanma iirlinleri olan CO:
miktarinin pH iizerine sinirh bir etkisinin oldugu, furfuralin olusumun ise, pH’nin
artmastyla birlikte azaldigini, pH 5—6'da furfural olusumunun ihmal edilebilecek diizeye

indigini saptamustir (Kirca ve Cemeroglu 2001).

Sicaklik, 151k ve pH derecesi gibi ¢evresel faktorler disinda; gidanin bilesimi de AA
parcalanmasi lizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Fenolik bilesiklerin alt gruplarindan olan
flavonoller metal iyonlariyla ¢elat yapma yetenegindedirler (Ozkan vd. 2004). Bu
nedenle; flavonoller metal iyonlarinin AA'y1 par¢alanmasi tizerindeki olumsuz etkisini
onleyerek, AA'y1 stabilize edici bir 6zellige sahiptir (Kirca ve Cemeroglu 2001).
Fenolik maddeler gibi, sekerlerin AA degradasyonuna etkisi seker ¢esidine ve sicakliga
bagl olarak degismektedir. Ornegin, glukoz, sakaroz ve sorbitol diisiik sicakliklarda
(23°, 33° ve 45°C) AA’y1 pargalanmaktan korurken, yiiksek sicakliklarda (70°, 80° ve
90°C) aktif karbonilleriyle AA pargalanmasini hizlandirmaktadir (Hui 2006). Silfitler
ise; AA'nin enzimatik olmayan yolla esmerlesmesini dnleyen en 6nemli bilesiklerdendir
(Hui 2006). Meyve sularina eklenen SOz, Cu iyonlart varliginda AA oksidasyonu ile
olusan H20'1 azaltarak dolayli yoldan AA'y1 oksidasyona kars1 korumaktadir (Kirca ve
Cemeroglu 2001). Ancak, bilindigi tizere, meyve sularmna siilfit eklenemsi
yasaklanmistir. Siilfitler ise; AA'nin enzimatik olmayan yolla esmerlesmesini 6nleyen

en 6nemli bilesiklerdendir (Hui 2006).

2.6.2 AA'nin parc¢alanma iiriinleri

Notr ve asit ¢ozeltilerde AA'nin degradasyon iriinleri ¢cogunlukla furan ve tiirevleridir.
Aerobik degradasyonla DHA, 2,3-diketo-L-gulonik asit ve bu maddenin oksidasyonuyla
okzalik asit olugur. H20; ise; AA’nin DHA'ya okside olmasi sonucu olusur. Anaerobik
degradasyonla furan, ksilozon, 3- deoksipentozan meydana gelir. Furfural ve HMF hem

aerobik hem de anaerobik degradasyonla olusan bilesiklerdendir.
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2.7 AA’min Antosiyanin Stabilitesi Uzerine Etkisi

Bu bolimde AA ve parcalanma iiriinlerinden bazilarinin antosiyaninler iizerine nasil

etki ettigi aciklanmistir.

2.7.1 AAve DHA

AA’nin antosiyanin parcalanma hizim1 artirdigt bircok calismada gosterilmistir
(Meschter 1953, Mart1” vd. 2002, Choi vd. 2002, Talcott vd. 2003, Sadilova vd. 2009,
Leong vd. 2017). Sondheimer ve Kertesz (1952)'e gore en fazla antosiyanin kaybi, AA
oksidasyonuna en uygun kosullarda gerceklesmektedir. Parcalanmamis AA varliginda,
antosiyanin kaybinin énemli diizeyde olmadig1 ortaya konulmustur (Rababah vd. 2005).
Bu durum; antosiyanin kaybi iizerine AA'nin kendisinden ¢ok, AA’nin oksidasyonu
sonucunda olusan iriinlerin neden oldugunu gostermektedir (Jackman vd. 1987).
Antosiyanin ve AA arasindaki reaksiyon ¢ogunlukla oksijen varliginda gergeklesse de
(Markasis vd. 1957, Starr ve Francis 1968), oksijensiz ortamda (Markasis vd. 1957) da
gerceklesebilmektedir. Bununla birlikte antosiyanin degradasyonunda oksijen ve AA'in
birlikte bulunmasinin sinerjik etki yaptig1 gosterilmistir (Starr ve Francis 1968). AA’in
pargalanmasi sonucunda olusan H2O2 ve DHA gibi renksiz ve stabilitesi diisiik olan
urinler antosiyaninler ile reaksiyona girerek, antosiyaninlerin rengini kaybetmesine

neden olmaktadirlar (Poei- Langston ve Wrolstad 1981).

Sicaklik, AA ve antosiyaninler arasindaki tepkimeyi etkilemektedir. Sicakligin
artmasiyla antosiyaninler hizla parcalanmaktadirlar. Sicakligin artisi ile renkli
antosiyanin renksiz ¢ formuna doniismektedir (Jackman ve Smith 1996). Marti vd.
(2002) tarafindan yapilan bir calismada; AA eklenen nar suyunda, antosiyaninlerin
yiiksek sicaklikta daha hizli pargalandigi, buna karsin diisiik sicaklikta antosiyaninlerin

daha stabil oldugu ortaya konulmustur.
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+4°C’de depolanan meyve suyuna eklenen AA'nin, antosiyanin kaybina etkisinin ¢ok
onemli diizeyde olmadigr gozlenmistir (Choi vd. 2002). Bazi aragtirmacilar AA'nin
disiik sicakliklarda antosiyanini parcalamak yerine, onu stabilize -ettigini ileri
sirmektedirler (Jackman vd. 1987). Bu konuda yapilan bir arastirmada, AA'in
antosiyaninlerin rengine 6nemli bir etkisinin olmadigi, sadece eklendigi ilk asamada

rengin biraz koyulastig1 gdzlemlenmistir (Sistrunk ve Cash 1970).

Ortamda bulunan eser miktarda Fe ve Cu'in AA parcalanmasina neden sebep oldugu
bilinmektedir (Rababah vd. 2005). Buna benzer sekilde, Shrikhande ve Francis (1974)
antosiyaninlerin de AA degradasyonunda gergeklesen zincir reaksiyonlarinda Cu
iyonlar1 gibi (Silverblatt vd. 1943) davranarak, antosiyaninleri parcalayabilecegini ileri

stirmistiir (Jackman vd. 1987).

AA'nin DHA'ya doniisiimiinde H kaybi oldugunda, H20; olusacagina daha once
deginilmisti. Bu ylizden reaksiyonun AA ile mi yoksa DHA ile mi basladigi ¢ok
onemlidir. Sondheimer ve Kertesz (1952) cilek sularinda yaptiklari bir calismada,
AA'nin DHA'ya okside olurken olugsan H2O2'nin ¢ilek suyundaki basat antosiyanin olan
pelargonidin 3-monoglukozidin par¢alanmasinda rol alabilecegini ortaya koymuslardir.
Farkli miktarlarda AA ve DHA eklenen ¢ilek sularinda renk kaybi incelendiginde; AA
eklenen oOrneklerde renk kaybinin, DHA eklenen 6rneklere gére daha fazla oldugu

gorilmiistiir.

Flavonoller, AA ve antosiyaninlerin karsilikli pargalanma reaksiyonlarini engelleyici
etki gosterir. Bu etki flavonollerin antioksidan aktivitesi ve kopigment olarak davranma
yetenegiyle aciklanmaktadir. Flavonoid bilesikler ve antosiyaninler arasindaki zayif
etkilesim (kopigmentasyon), AA ve antosiyanin kompleksinin olusumunu engellemekte
ya da engelleyemese de en azindan yavaglatmaktadir. Bu sayede hem pigment hem de

AA stabilizasyonu saglanmaktadir (Jackman vd. 1987).
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2.7.2 H202

H20,, antosiyaninlerin stabilitesini azaltan diger bir maddedir. Bunun baslica nedeni,
flavilyum tuzlarmin elektron eksikliginden dolayr peroksitlerin etkisine ¢ok agik
olmasidir (Jurd 1972). Sondheimer ve Kertesz (1952), AA'nin aerobik degradasyonu
sonucu olusan H202 varliginda antosiyaninleri hizla pargalandigimi ortaya
koymuslardir. H2O2'in antosiyanin stabilitesine etkisi antosiyanin kompozisyonuna bagl
olarak degismektedir. Nitekim; visne, nar ve ¢ilek antosiyaninlerinin H2O> etkisine kars1
stabilitelerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, visne antosiyaninleri en stabil bulunurken,

bunu nar ve ¢ilek antosiyaninleri izlemistir (Ozkan vd. 2002).

H202'in antosiyaninlerle reaksiyonunda renksiz bilesikler olusmaktadir. Buna 6rnek
olarak, renkli malvinin, renksiz malvona doniismesi verilebilir (Karrer ve Meuron 1932)
(Sekil 2.10). H20: iceren sulu cozeltide malvidin-3,5-diglukozidin heterosiklik
halkasina H207’in niikleofilik etkisi antosiyaninin 2 ve 3 pozisyonlarinin arasinda
kirlma  seklinde gergeklesmektedir (Hrazdina, 1970). Bunun sonucunda;
trihidroksimadelik asidin esterleri ya da malvonun o-benzoiloksifenil asetik asit formu

olugmaktadir (Jackman vd. 1987). Bu reaksiyon pH 1-3 arasinda gerceklesmektedir.

OCH OCH,
’ OH
AN OH o |l \.
HO %\’)/IV HO. (o) 8 NF OCH,
P o
s - “OCH H,0 o
l e ‘ OCH,4 By \!//\:/H
\//\/\OG \I/\(.:_ C0,G
0G 0G R
malvin malvon

Sekil 2.10 H,O katalizorliigiinde malvinin malvona dontisimii (R=H ya da -OH,
bilinmeyen) (Pridham 1965)
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Malvinin malvona doniisimii disinda, 3-siibstitiie (bagli) flavilyum tuzlari renksiz
enolik benzoatlara ve malvona benzeyen benzoil esterlerine okside de olabilmektedir
(Jurd 1972). Sekil 2.11'de bu bilesiklerin kimyasal yapilar1 verilmistir. Ayrica Sekil
2.12'de enolik benzoatlardan benzoil esterleri olusumu da gosterilmektedir. Flavilyum
tuzlariin enolik benzoatlara oksidasyonunun Baeyer-Villiger Mekanizmasi (Sekil 2.13)
ile gerceklestigi, bu mekanizmayla birlikte B halkasinin kaybolmasiyla kumarin

(kumarin-3,5-diglukozit gibi, Sekil 2.14) olustugu bildirilmistir.

OH
O O
Z SR CH,COOR

renksiz enolik benzoatlan benzoil esterleri

Sekil 2.11 Flavilyum tuzlariin oksidasyon iirtinleri (Jurd 1972)

['I_.'l N
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SOHO— OH' o~ _0C0—{ “W—OH 1 e OC0—{ »— OH
Y O; - I‘ h | \ / — |'\’/ H’ “\._—,
5 R ="SCcH—COR =" CH,COO0R

Sekil 2.12 Enolik benzoatlardan benzoil esterleri olusumu (Jurd 1972)
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Sekil 2.14 Kumarin 3, 5- diglukozit (Jurd 1972)

Jurd (1972)'un 6nerdigi reaksiyon mekanizmasinda, halkanin kirilmasi renk kaybina
neden olurken; son iirlin olarak da pentavalent (5 degerli) karbon olusmaktadir. Bu
reaksiyona karsi, Stebbins vd. (2016) siyanidin-3-O-B-glukozit (cy-3-glu) ve AA ile
yaptiklar bir ¢caligmada yeni bir mekanizma Onermistir. Bu mekanizmada Fe veya Cu
ile katalizlenen reaksiyonda olusan H2O2’in pargalanma iiriinii olan hidroksi radikali
(OH¥*), cy-3-glu'in orto konumunda olan C-6 pozisyonuna etki edip; “Bilesik 1 adin1
verdikleri maddeyi olusturmaktadir (Sekil 2.15). Bu maddenin de antosiyaninlerin
parcalanmasina neden olan 0O-kinonlarin olusumunun artmasmna neden oldugu

bildirilmistir (Von Elbe ve Schwartz 1996).
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Sekil 2.15 H20; ile cy-3-glu tepkimesinin mekanizmasi (Stebbins vd. 2016)
2.7.3 Furfural ve HMF

Daha once de deginildigi lizere, furfural ve HMF, AA degradasyon {irlinlerindendir. Bu
bilesiklerin kimyasal yapilari, Sekil 2.16'da verilmistir.

Furfural " HMF

Sekil 2.16 Furfural ve HMF'nin kimyasal yapilar1 (Clark ve Deswarte 2015)
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Furfural ve HMF, antosiyaninlerle reaksiyona girip, antosiyaninlerin farkli yollarla
parcalanmalarina neden olmaktadirlar. Sicaklig1 artmasiyla, bu bilesiklerin olusumu da
arttirmaktadir. Narenciye suyu ekstaktlariyla yapilan bir ¢alismada, depolama sirasinda
AA kaybiyla HMF olusumu arasinda énemli bir korelasyon (0.780-0.967) saptanmistir
(p<0.05) (Burdurlu vd. 2006). Yine ayni ¢alismada, depolama sicakliginin artmasiyla

AA miktariin azaldigi, HMF miktarinin ise, arttig1 gézlemlenmistir.

Meschter (1953) tarafindan ¢ilek sularinda yapilan bir ¢alismada, furfural ve HMF'nin
her ikisinin de antosiyanin kaybina neden oldugu, ancak; bu etkinin yiiksek miktarda
(1200 mg/kg furfural ve 1200 mg/kg HMF) furfural ve HMF eklenmesi durumunda
gerceklestigi ortaya konulmustur. Bunu da; furfural ve HMF nin ¢ileklerde bulunan ve
AA gibi antosiyaninlerin stabilitesini azaltan maddelere oranla diisiik miktarda
bulunmasina baglamistir. Bu iki maddenin etkisi kiyaslandiginda ise, furfuralin HMF'ye

gore daha az miktarlarda daha ¢ok antosiyanin kaybina neden oldugu belirlenmistir.

Furfural ve HMF’nin antosiyaninlerle raksiyonu sonucunda koyu kahverengi bilesikler
olusmaktadir (Es-Safi vd. 2000). Es-Safi vd. (2000), furfural ya da HMF ve
antosiyaninler arasinda ¢esitli kondensasyon mekanizmalarimin 6nerildigini  ve
bunlardan birinin de Tinsley ve Bockian (1960) tarafindan 6nerilen bir mekanizma
oldugunu bildirmistir. Sekil 2.17°de yer alan sema 1'de siyanidin keto-psddobaz ile
furfuralin  Onerilen kondenzasyon reaksiyonu gosterilmektedir. Ayni zamanda
arastirmacilarin 6nerdikleri baska bir mekanizma olan antosiyaninin B halkasinin iki -
OH grubuyla tepkimeye giren furfuralin reaksiyonu da, sema 2’de (Sekil 2.17)
gosterilmektedir. Onerilen diger bir mekanizma olan iki siyanidin anhidrobaz ile

reaksiyona giren furfural da sema 3’te (Sekil 2.17) gosterilmektedir.
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Sekil 2.17 Cy ve furfural arasindaki kondensasyon reaksiyonlar1 (Tinsley ve Bockian
1960)

2.8 Kopigmentasyon

Antosiyaninler, kopigment olarak adlandirilan maddelerle kopigmentasyon
reaksiyonuna girerek daha stabil bir yapiya kavusurlar. Boylece; sicaklik, pH, AA gibi
stabilitelerini azaltan faktorlere karsi daha stabil hale gelirler. Kopigmentasyon
reaksiyonu, kopigment Ozelligi gosteren madde ile antosiyaninin arasinda olusan
etkilesim sonucu gergeklesmektedir. Kopigment olarak davranan baglica molekuller;
flavonoidler, polifenoller, amino asitler, organik asitler ve antosiyaninlerin kendisidir
(Mazza ve Miniati 1993). Kopigmentin asil gorevi, flavilyum katyonu ile renksiz
kuonidal baz (KB) arasindaki hidrasyon reaksiyonunu kontrol etmektir (Mazza ve
Miniati 1993).

28



Kopigmentler ¢ogunlukla kendi basina renksizdir; fakat antosiyanin bulunan ortamlara
eklendiklerinde; antosiyanin stabilitesini ve renk yogunlugunu arttirirlar (Kirca, 2004).
Renk yogunlugunun artmasi, hiperkromik etkiyi (AA) (ayn1 zamanda Amaks degerindeki
degisimi ifade eder) ve antosiyaninlerin goriiniir bolgedeki maksimum dalga boyunun

(Amaks) degisimi olarak agiklanan batokromik etki (mavilesme etkisi) ile Slgiilmektedir
(Rein 2005).

Kopigmentasyon etkilesimi dort farkl1 yolla gerceklesebilir. ilk olarak, eger kopigment
diger bir antosiyaninse kendiliginden birlesme ya da molekiil ici etkilesim olusur. ikinci
olarak, etkilesim metal ile oldugunda kompleks olusur. Uciincii olarak, kopigmentin
serbest elektron ciftiyle bulunmasi durumunda molekiiller arasi etkilesim olusur. Son
olarak da, en kompleks durum olan aglikon, seker, kopigment ve protonlarla
kopigmentasyon olusur (Castafieda-Ovando vd. 2009). Asagida, kopigment olarak

davranan molekiillerin etki mekanizmalar1 aciklanmistir.

2.8.1 Antosiyaninler

Antosiyaninler kendi aralarinda etkilesime girerek daha stabil yapilar olusturabilirler.
Burada antosiyanin molekiilii bir kopigment gibi davranmaktadir. Asen vd. (1972)
yaptiklar1 bir calismada, antosiyanin konsantrasyonunu 10#ten 10%ye artirarak renk
yogunlugunda 300 kat artis gozlemlemisler ve bdylece kopigmentasyonun
gerceklestigini ortaya koymuslardir (Rein 2005). Antosiyaninlerin kendiliginden
birlesmesi, yani antosiyaninlerin kopigmentasyonu saraplarin olgunlasmasinda da
olugsmakta ve kopigmentasyonun olgunlasmis sarabin rengine katkida bulundugu 6ne
strilmektedir (Bechtold ve Mussak 2009).

Antosiyaninler molekiil i¢i kopigmentasyonla da daha stabil bir yapiya
kavusabilmektedirler. Bu reaksiyon, antosiyaninin flavilyum katyonu ile kuonidal baz
formu arasindaki etkilesim ile olusur (Asen vd. 1972). Burada O©nemli olan
antosiyaninin yapisidir. Ornegin, antosiyaninin glikozilasyon derecesinin artmasinin

kopigmentasyon etkisini arttirdig: belirtilmistir (Mazza ve Brouillard 1990).
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2.8.2 Organik asitler

Organik asitler yapisinda karboksil ((COOH) grubu tasiyan organik bilesiklerdir.
Meyve ve sebzelerin yapisinda yaygin olarak bulunurlar. Cogu mikroorganizmanin
gelisimini  engellemesi nedeniyle, organik asitler gidalarda koruyucu olarak
kullanilmaktadirlar (Theron ve Lues 2010). Bu o6zelliginin yaninda, organik asitler
antosiyaninlerle kopigmentasyon etkilesimine girip antosiyaninlerin stabilitesini

arttirirlar. Sekil 2.18'de kopigmentasyona katilan 6nemli organik asitler verilmistir.

[ ] (] [a] '] [ o
A Y .
HaT oH H I HCY oH Y oH oy
O+ u]

- - .j i - -. - - - - -
asetik asit oksalik asit malonik asit malik asit stiksinilk asit

Sekil 2.18 Kopigmentasyona katilan 6nemli organik asitlerin yapilar1 (Rein 2005)

Organik asitler, antosiyaninin glikozil birimlerine ester baglar1 ile baglanirlar, bu
reaksiyona antosiyaninin agillenmesi de denilmektedir (Rein 2005). Antosiyanin
stabilitesi ve renk yogunlugu, antosiyaninlerdeki organik asitler gibi agil gruplarinin

artmasina bagl olarak artig gdstermektedir (Mazza ve Miniati 1993).
2.8.3 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler; bitkilerin biiylimesi, gelismesi ve korunmasinda islevleri olan genis
bir molekdl grubunu temsil etmektedir (Vermerris ve Nicholson 2008). Fenolik
maddeler U¢ gruba ayrilmaktadirlar, bunlar; hidroksisinamik asitler, hidroksibenzoik
asitler ve flavonoidlerdir. Flavonoidler bes kisimda incelenmekte olup bunlar;
katesinler, flavonoller, antosiyanidinler, proantosiyanidinler (I6ykoantosiyanidinler) ve

flavanonlardir (Cemeroglu ve Acar, 1986).
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Fenolik bilesikler kopigment olarak davranabilen bilesikler olup, bu o&zellikleri ile
antosiyanin stabilitesini arttirmaktadir (Sadilova vd. 2009). Yapilan bir¢ok ¢alismada,
fenolik maddelerin saraplarda, meyve sularinda ve meyve f{iriinlerinde bulunan
antosiyaninlerle etkilesime girerek, gerek antosiyaninlerin stabilitelerini artirdiklar
gerekse de renk yogunlugunu artirdiklari ortaya konulmustur (Cavalcanti vd. 2011).
Kopigment olarak davranan Onemli fenolik asitlerin yapilari, Sekil 2.19'da

gosterilmektedir.
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Sekil 2.19 Kopigment olarak davranan dnemli fenolik asitlerin yapilari

Eiro ve Heinonen (2002), fenolik asitler disinda (gallik, elajik, ferulik, klorojenik, ve
kafeik asitler) flavonoid yapidaki kuersetin ve rutinin de iyi kopigment olarak etki
gosterdigini bildirmislerdir. Uziim kabugu ekstraktinda yapilan ¢alismada, kafeik,
ferulik, gallik ve tannik asitin tiimiiniin kopigmentasyon etkisi gosterdigi, ancak en iyi

etkiyi tannik asidin gosterdigi ortaya konulmustur (Gauche vd. 2010).
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Brenes vd. (2005), kirmizi {izim suyu antosiyaninlerinin polifenoller ile
kopigmentasyonunun AA degradasyonunu hem 25°C hem de 35°C depolamada
yavaslatarak, DHA gibi AA parcalanma iirlinlerinin antosiyaninlerle etkilesime
girmesini engelledigini ve bu yolla gerek kirmizi iiziim suyu antosiyaninlerinin gerekse

de AA'nin stabilitelerinin arttigin1 gostermislerdir.

2.8.4 Amino asitler

Amino asitler hem amino hem de asit gruplart igeren organik bilesikler olup,
proteinlerin yap1 taglaridir. Amino asitler biinyelerindeki yan zincirinin yapisina gore
smiflandirilirlar. Amino asitler bu 6zelliklerine goére alifatik, aromatik, asidik,
hidroksilik gibi gruplara ayrilirlar. Amino asidin a-C atomuna baglanan amino (—NH>)
ve asit (-COOH) gruplar reaktif gruplar olup, bu gruplar sayesinde amino asitler ¢esitli

reaksiyonlara katilabilirler.

Calismamizda kullandigimiz aspartik asit, prolin ve valin amino asitlerinin kimyasal

yapilar1 Sekil 2.20°de verilmistir.

M

Aspartilc Asit Prolin Valin

Sekil 2.20 Calismamizda kullandigimiz amino asitlerin kimyasal yapilari

Prolin de temel amino asitlerden olmayip diger amino asitlerden farkli olarak —NH>

grubu yerine imino grubu (-NH) icerir ve hidrofobik 6zellik gosterir (Naik 2012).
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Prolin; kemik, lif ve eklemlerde bulunan kollajen proteininin yap1 tasidir; bu nedenle
viiclidun hareketle ilgili fonksiyonlarinda biiyiik bir 6neme sahiptir (Anonim 2019).
Calismamizda kullandigimiz diger amino asit olan valin ise, esansiyel amino asitlerden
biridir ve viicut tarafindan sentezlenemedigi i¢cin mutlaka disaridan alinmasi zorunludur.
Alifatik amino asitlerden olan valin de, prolin gibi hidrofobik 0zellik gostermektedir
(Naik 2012). Valin, viicutta fiziksel aktivite sirasinda kaslarin zarar gormesini engeller,

bunun disinda bagisiklik sistemine de olumlu katkida bulunur (Anonim 2019).

Amino asitler, tim bu yasamsal Ozeliklerinin yaninda, antosiyaninlerle etkilesime
girerek kopigment gibi davranabilmektedirler. Antosiyaninler proteinlere kovalent ya da
kovalent olmayan bir sekilde baglanabilir. Kovalent olmayan bag; hidrofobik, van der
Waals, H bagi ve iyonik bagi ifade etmektedir. Kovalent olmayan bu etkilesimlerin
cogu geri doniisiimlii olup, kovalent etkilesime gore ¢ok daha zayiftir (Sui vd. 2018).
Hidrofilik dzellik gdsteren amino asitler, hidrofobik ¢zellik gésteren amino asitlere gore
suda daha fazla ¢oziindiigiinden antosiyaninlerle olan kopigmentasyon reaksiyonunda
daha etkindirler. Soya proteinleri izolatlar1 ve siyah piring antosiyaninlerinin
etkilesimlerinin incelendigi bir arastirmada, antosiyaninlerin soya proteinleriyle
kovalent olmayan bagdan ziyade giiclii ve stabil kovalent bag ile baglanmis olduklari
saptanmistir (Sui vd. 2018). Bununla birlikte Li vd. (2017), Giiney Cin'de yetisen
tropikal bir meyve olan ligi meyvesinin meyve kabugu ekstrakti (antosiyanin kaynag)
ile gluten proteinin yapisinda bulunan gliadinin (protein kaynagi) etkilesimini igeren
calismalarinda, H baglar1 ve van der Waals kuvvetleri tarafindan giiclii bir sekilde
etkilesim geciren antosiyanin-protein kompleksi olustugunu gézlemlemislerdir. Ayni
sekilde Chung vd. (2015) ile Zhou vd. (2014), antosiyanin-amino asit kompleksinin
olusumunu kovalent olmayan bir bag olan H bag ve van der Waals baglar ile

olustugunu bildirmislerdir.

Antosiyaninlerin amino asitlerle kovalent ya da kovalent olmayan bir sekilde
baglanmasi amino asidin yapisindaki ¢esitli gruplara baglanmasi ile ger¢ceklesmektedir.
Ornegin, yapisinda siilfidril (-SH) grubu iceren amino asit bulunduran proteinler ile

reaksiyona giren antosiyaninler, proteindeki -SH gruplariyla kovalent ya da kovalent
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olmayan etkilesimle SH-antosiyanin kompleksi olusturur ve bu kompleksin biyik
ihtimalle antosiyaninlerdeki -OH gruplariyla proteinlerdeki -SH grubu arasindaki
etkilesim 1ile olustugu ileri stiriilmektedir (Sui vd. 2018). Ayrica; Tang vd. (2014)
antosiyaninlerin hemiketal formunun baskin oldugu pH 4 ve 5'te, B halkasindaki —OH
grup sayisindaki artisin antosiyaninlerin insan serum albiimini ile etkilesimini
azalttigini, yani kopigmentasyon etkisinin azaldigimi saptamislardir. Yani B
halkasindaki —OH grubu sayis1 delfinidin>siyanidin>pelargonidin seklindeyken,
etkilesim tam tersi olan pelargonidin>siyanidin>delfinidin seklindedir. Bu ylizden B
halkasindaki —OH gruplarmin sayis1 antosiyanin-protein etkilesiminde, yani

kopigmentasyonda, 6nemli rol oynamaktadir (Li vd. 2017).

Amino asitlerin antosiyaninlerle kopigmentasyonu, antosiyaninlerin sicaklik, 1s1k, H20,
(He vd. 2016) ve AA’ya (Chung vd. 2015, 2017) kars1 stabilitesini arttirmaktadir.
Amino asit ¢esidi ya da proteindeki amino asit kompozisyonu, aminoasitlerin
antosiyaninlerle olan kopigmentasyonunu etkilemektedir. Ornegin, pH 3.32’de
siyanidin 3,5-diglukozit ¢ozeltileriyle yapilan bir ¢alismada arjinin ve prolin eklenmis
ve bu amino asitlerin hiperkromik etkiyi yaklasik %20 kadar artirdig1 gériilmiistiir (yani
kopigmentasyon gerceklesmistir.) (Asen vd. 1972). Yine pH 3.32’de siyanidin 3,5-
diglukozit c¢ozeltileriyle yapilan bir calisma prolin, glutamik asit, glisin, alanin ve
aspartik asidin hiperkromik etkiyi artirarak, absorbans degerlerinin sirasiyla 0.25, 0.09,
0.06, 0.05 ve 0.03 Abs’ye ulasmasmi sagladigi;; bununla birlikte antosiyanin

stabilitesinin arttig1 saptanmustir (Ferreira da Silva vd. 2005).

Amino asitlerin antosiyaninlerle etkilesimi yaninda; amino asitler sekerlerle reaksiyona
girerek, Maillard reaksiyonu olarak adlandirilan enzimatik olmayan esmerlesmeye de
neden olmaktadirlar. AA, esmerlesmeye neden olan amino gruplariyla reaksiyona giren
aktif karbonil gruplarina sahiptir ve bu reaksiyon sicaklik, siire, pH ve Oz igeriginden
etkilenmektedir (Gaonkar 1995). Bu da gosteriyor ki nar antosiyaninleri katilan amino
asitlerle kopigmentasyon tepkimesi igine girmezse; AA antosiyaninlerin yapisinin
bozulmasina neden olup renk degisimi olacak veya amino asitlerle etkilesim igine girip

Maillard tepkimesiyle esmerlesme ger¢eklesecektir.
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Amino asitler ayn1 zamanda beslenmede c¢ok ©nemli bir yer tutarlar. Vucudun
tiretemedigi 8 esansiyel amino asidin disaridan gidalarla alinmasi zorunludur (valin de
esansiyel amino asitlerden biridir). Amino asitler vicutta buyik 6lcuide hormon Gretimi,
kas yapisi, sinir sistemi, hayati organlarin calismasi, hiicresel isleyisi desteklerler.
Amino asitlerin viicutta eksikligi protein sentezini durdurur ve yorgunluk, sinirlilik,
hormonal dengesizlik ve depresyona neden olur (Anonim 2019). Kopigment olarak
amino asitlerin gidalara eklenmesi ayni zamanda viicuda amino asit alinmasini da

saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Nar ve portakal suyu
Materyal olarak arastirmamizda “Hicaz” ¢esidi nar (Punica granatum) ve “Valencia”
cesidi portakal (Citrus sinensis) kullamlmistir. Narlar ve portakallar, Antalya

yoresinden temin edilmistir.

3.1.2 Kopigment kaynaklari

Kopigment kaynagi olarak aspartik asit, prolin ve valin amino asitleri kullanilmistir. Bu
amino asitler Sigma-Aldrich firmasindan (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, A.B.D.)

tedarik edilmistir.

3.1.3 Kimyasallar

Analizlerde kullanilan kimyasallar analitik veya yiiksek saflikta kimyasallar olup,
Merck firmasindan (Merck Co., Darmstad, Almanya) temin edilmistir. Tiim analizlerde

ultra saf su kullanilmistir (Millipore Simplicity UV, Molsheim, Fransa).

3.2 Yontem

3.2.1 Nar ve portakalin meyve suyuna islenmesi

Calismamizda kullanilacak narlar, portakallar, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nde
bulunan Meyve Suyu Pilot Isletmesi’'nde islenmistir. Narlar ve portakallar, hava

puskiirtmeli yitkama makinasinda etkin bir sekilde yikanmistir. Daha sonra, narlar doérde

36



boliintip, paketli pres makinesinde (Bucher-Guyer, Niederweningen, Isvigre) preslenmis
ve ham nar suyu elde edilmistir. Buna karsin portakallar ikiye boliiniip, kollu bir
ekstraktorde (Cancan Gida Ltd. Sti., Sakarya) preslenerek, portakal ham suyu elde
edilmistir. Daha sonra, kaba partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in elde edilen meyve ham
sular1 sirastyla 2 mm ve 710 um gozenek capindaki iki elekten gecirilmistir. Onceden
bir otoklavda (ALP-CLG-40M, ALP Co. Ltd. Tokyo, Japonya) sterilize edilmis cam
kavanozlara doldurulan meyve ham sular1 analizler yapilana kadar —25°C’de derin
dondurucuda (MDF-U731M, Panasonic Healthcare Co., Ltd., Tokyo, Japonya)
depolama yapilmistir. Sekil 3.1°de meyve sularin dretim akim semasi

gosterilmektedir..

[ Nar ] [ Portakal ]
¢ v

[ Yikama ]

' '

[ Dérde bolme [ Ikiye bolme ]

' '

[ Paketli pres [ Kollu ekstraktorde pres ]

' '

[ Nar ham suyu [ Portakal ham suyu ]

Kaba partikiillerin uzaklastirilmasi

(2 mm ve 710 uM gozenek capli elek)

'

[ Cam kavanozlara dolum ]

'

[ Depolama (-25°C) ]

Sekil 3.1 Nar ve portakal suyu iiretimi akim semasi
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3.2.2 Nar suyuna kopigment ilavesi ve portakal suyunun eklenmesi

Nar ve portakal sular1 +4°C’de sicaklik kontrollii bir inkiibatorde (MIR 153, Sanyo Co.,
Ltd., Osaka, Japonya) ¢ozdiiriilmiis, nar suyu Orneklerine laboratuvarda yapilan 6n
calismalarda belirlenen farkli oranlarda (1:1, 1:2.5, 1:5 ve 1:10) amino asit ilaveleri
yapilmistir. Kopigmentasyonun gerceklestigini gosteren Amaks degerinde en uygun artis,
1:5 oraninda saptanmistir. Buna bagli olarak nar sularina kopigment olarak aspartik asit,
prolin ve valin amino asitleri, 1:5 (antosiyanin: kopigment) oraninda eklenmis, daha
sonra Orneklere 30°C’de 15 dak boyunca ultrasonik bir banyoda (Elmasonic S 180 (H),
Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Almanya) sonikasyona tabi tutulmus ve bdylece
kopigmentlerin tamamen ¢ozilindiiriilmesi saglanmistir. Kopigment eklenmis nar sulari
sularina 1:1 (v:v) oraninda portakal sulari eklenmistir. Hazirlanan kopigment ilave
edilmis karisik meyve sular1 her grupta her amino asit ¢esidinden 6rnek olacak sekilde
gruplara ayrilarak, biri 90°C’de su banyosunda (WB 14, Memmert GmbH + Co. KG,
Schwabach, Almanya), digerleri 105° ve 150°C’de yag banyosunda (Heto, IBN 18,
Lillerod, Danimarka) isitilmistir. Daha sonra hazirlanan meyve sularindan; isitma
baslangicinda ve 90°C’de 30 dak, 105°C’de 20 dak, 150°C’de ise, 10 dak araliklarla 6
kez ornek almmis ve Ornekler buzlu su banyosunda oda sicakligina kadar
sogutulmustur. Ayn1 zamanda portakal suyu eklemeden de ornekler alinmis, bdylece
kopigment yapabilecek bilesiklerin etkisi de ortaya konulmustur. Meyve suyu
orneklerinden bulaniklik olusturabilecek maddelerin uzaklastirilmasi i¢in +4°C’de 8000
X g’de 5 dak siire boyunca santriflj (3K 15, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Postfach,
Almanya) edilmistir. Hazirlanan bu orneklerde, asagida detaylari1 verilen analizler

uygulanmustir.

3.2.3 Kimyasal analizler

3.2.3.1 Hiperkromik ve batokromik etkinin belirlenmesi

Hiperkromik ve batokromik etkinin olusmasi kopigmentasyonun olustugunu gésteren

kriterlerden biridir. Bu etkileri gorebilmek amaciyla amino asit eklenmis Ornek
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gruplarindan 1’er mL alinarak, ultra saf suyla 5 mL’ye, elde edilen seyreltik 6rnekten de
1 mL alinarak, 10 mL’ye potasyum kloriir tampon ¢ozeltisi (0.025 M) (pH 1.0) ile
tamamlanmistir. Daha sonra 6rnekler i¢in PVDF filtre (0.45 pum goézenek capl)
(Sartarious AG) kullanilmig, érneklerin UV-VIS spektrofotmetrede (ThermoScientific
Evolution 201, Cambridge, Ingiltere) 400-600 nm araliginda, maksimum absorbans
verdikleri dalga boylar1 (Avissmaks) ve bu dalga boyundaki absorbans degerleri (Amaks)
belirlenmistir. Hiperkromik degisim (AAmaks), maksimum absorbans degerinde meydana
gelen degisimi; bathokromik degisim (Alvismaks) iSe, maksimum dalga boyunda

meydana gelen degisimi temsil etmektedir (Rein 2005).

3.2.3.2 Toplam monomerik antosiyanin tayini

pH 1.0’da renkli formun (oksonium), buna karsin pH 4.5’de, renksiz formun (karbinol
psddobaz-hemiketal form) antosiyaninlerde hakim olmasindan yararlanarak Giusti ve
Wrolstad (2001)’1in gelistirdigi pH diferansiyel metoduna gore belirlenmistir. Bu pH
degerlerindeki absorbans degerleri arasindaki ayrim monomerik antosiyanin miktari ile
paralellik gostermektedir. Nar antosiyaninlerinin maksimum dalga boyu (Avis-maks) 0lan
512 nm’de antosiyanin miktar1 ve bulaniklik i¢in ise 700 nm’deki absorbans degerleri
belirlenmistir. Yapilan analizlerin ¢ogu spektrofotometrenin sinir1 olarak kabul edilen
Ozkan vd. (2010)’nin de belirttigi zere 1.2 degerinin (absorbans degeri) asagisinda
yuratilmesi icin ornekler 20 seyreltme faktori ve potasyum Klordr (0.025 M) (pH 1.0)
ve sodyum asetat tampon c¢ozeltisi (0.4 M) (pH 4.5) ile seyreltilmistir. 15 dak sonra
dengeye gelen drnekler PVDF filtre kullanilarak (0.45 um gézenek capli) (Sartarious
AQG) filtrelenmislerdir. Absorbans degerlerini okumak i¢in, sahidi (damitik su) ve 6rnegi
ayni anda igine alabilen spektrofotometre (¢ift huzmeli;double-beam) (ThermoScientific
Evolution 201) kullanilmistir. Spektrofotometre igin ise bir kez kullanilan kiivetler (1
cm tabaka kalinligina sahip) kullanilmisgtir. (Brand Gmbh, Postfach, Wertheim,

Almanya). 3.1 No'lu esitlik monomerik antosiyanin miktari igin esas alinmustir.

Monomerik antosiyanin
miktar1 (mg/L) = (A) (MW) (Sf) 1000 (1/L) (1/¢) (3.1)
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Esitlikte;

A . Absorbanslar aras1 fark (belirlenen pH degerlerindeki absorbanslarin
farki),

MW : Baz alinacak antosiyanidinin molekiil agirlig1 (Dalton),

St . Seyreltme faktord,

L . Tabaka kalinlig1 (Absorbans 6l¢iim kiiveti)(cm),

€ . Molar absorpsiyon katsayisi (L/cm mg).

Narin basat antosiyanini olan cy-3-glu’in (g) degeri (molar absorbans degeri) e=26 900
L cm ! mol ve (MW) degeri (molekiil agirhigl)) MW=449.2 g mol* (Giusti ve Wrolstad
2001) temel alinmis ve hesaplamalar buna goére yapilmistir. Seyreltme faktori de

yukarida belirtildigi gibi 20 olarak alinmugtir.

3.2.3.3 Antosiyanin parcalanma olcutleri degerlerinin tespiti

9 ¢

Antosiyaninlerin par¢alanma 0l¢iitleri denildiginde, “renk yogunlugu,” “polimerik renk”
ve “polimerik renk oran1” degerleri anlagilmaktadir. Bu {i¢ deger de, Giusti ve Wrolstad
(2001)’mn Onerdikleri yonteme gore hesaplanmistir. Bu analiz i¢in oOrnekler diger
analizde kullanilan seyreltme faktorii (20) kullanilarak ultra saf suyla seyreltilmis ve bu
sayede ortam pH’sinin degismeden kalmasi saglanmistir. Seyreltilen meyve suyu
ornekleri PVDF filtre (0.45 pum gozenek ¢apli) (Sartarious AG) kullanilarak
filtrelenmistir. Seyreltilmis 6rneklerden 2.8 mL alinarak iki adet spektrofotometre
klvetine (tabaka kalinligi 1 cm olan) (Brand Gmbh) de konulmustur. Daha sonra bu
kivetlerin bir tanesine ¢ozelti olarak 0.2 mL bisulfit (%20, w/v, K2S20s) digerine ise
0.2 mL damitik su eklenmis ve 15 dakika dengeye gelmeleri i¢in kendi hallerine
birakilmiglardir. Bisiilfit ¢ozeltisi eklenmis ornekteki monomerik antosiyaninlerin
stilffonik asit kompleksi (renksiz) olustururken, polimerik antosiyanin-tanen
kompleksleri ve melanoidin pigmentleri bistlfitin etkisine dayanmislardir. Renkli olan
bu pigmentlerin miktar1 daha fazla oldukg¢a, 420 nm'de spektrofotometrede goriinen

absorbans degerleri de artmaktadir. Her iki kuvet de 15 dak bekletmeden sonra
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spektrofotometrede absorbans degerleri ultra saf suya karsi belli dalga boylarinda (420
nm, 512 nm (Avis-maks) Ve 700 nm) ol¢iilmistiir. Elde edilen sonuglar kullanilarak renk

yogunlugu, polimerik renk, ve polimerik renk orani belirlenmistir.

Renk yogunlugu

Renk yogunlugu degeri, 3.2 No’lu esitlik kullanilarak belirlenmistir. Guisti ve Wrolstad
(2001)’a gore bu deger, bistlfit yerine damitik su eklenen 6rnegin, 512 nm ve 420 nm

dalga boylarinda 6l¢iilen absorbanslar toplami ile gosterilmektedir.

Renk yogunlugu = [(AAs12nm — A700nm) + (A420 nm— A700nm)] X St (3.2)

Esitlikte;

St : Seyreltme faktori

Polimerik renk

Polimerik renk degeri, 3.3 No'lu esitlik kullanilarak belirlenmistir. Guisti ve Wrolstad
(2001)’a gore bu deger, bisiilfit katilan Ornekteki, 512 nm ve 420 nm dalga boylarinda

olculen absorbanslar toplamini ifade etmektedir.

Polimerik renk = [(As12 nm — A700nm) + (A420nm— A700 nm)] X St (3.3)

Polimerik renk orani

Polimerik renk ile renk yogunlugu arasindaki oran, polimerik renk oranini vermektedir
(Guisti ve Wrolstad 2001). Bu oranin artmasi, polimerik rengin artmasini, yani
antosiyaninlerin pargalandigini (polimerik antosiyanin-tanen kompleksleri) ve esmer
renkli pigmentlerin (melanoidin pigmentleri) olustugunu gostermektedir. Bu deger, 3.4

No'lu esitlik kullanilarak belirlenmistir.
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Polimerik renk orani (%) = (Polimerik renk/ Renk yogunlugu) x 100 (3.4)

3.2.4 Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Bu calismada, nar-portakal suyu karisimlarina eklenen kopigmentlerin (amino asitlerin)
farkli sicakliklarda isitilmasi sonucunda nar suyu antosiyaninlerinin parcalanmasi ve
buna bagli olarak olusan polimerik renk olusumunun kinetikleri incelenmistir. Bunun
icin, sifirinci ve birinci dereceden kinetik modelleri gosteren asagida verilen 3.5 ve 3.6

No’lu esitlikler kullanilmistir.

Kinetik parametrelerin belirlenmesinde, Ozkan vd. (2010)nin onerdigi yontemler

kullantlmistir.

Sifirinci derece icin:

C= +kot + Co (parcalanma veya olusum) (3.5)

Birinci derece icin:

INC==+tkit + InCy (parcalanma veya olusum) (3.6)

Esitliklerde;
Co : Bilesenin baslangigtaki konsantrasyonu (mg/100 g veya %),
C : Bilesenin t siire 1sitma sonundaki konsantrasyonu (mg/100 g veya %),
k : Reaksiyonun hiz sabiti (dak™?),
t : Zaman (dak).

Reaksiyon hiz sabitinin (k) belirlenmesi:

Yapilan analizlere iliskin siireler aritmetik olcekli bir grafik kagidinin “x” eksenine,

(Y]

Ol¢iilen konsantrasyon degerleri ise “y” eksenine yerlestirilmistir. Benzer bir bi¢cimde,

€6,

stireler yari-logarimik bir grafik kagidinin aritmetik “x” eksenine, buna karsin
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konsantrasyon degerleri ise, yari-lograitmik eksene herhangi bir transformasyon islemi
yapilmadan yerlestirilmistir. Cizilen grafiklere dogrusal regresyon analizi uygulanmis
ve bu egrilerin denklemleri hesaplanmistir. Ayrica denklemlerden elde edilen egim

degerleri kullanilarak 3.7 ve 3.8 No’lu esitliklerden k degerleri (reaksiyon hiz sabitleri)

belirlenmistir.
Ko = (egim)  (Sifirinct derece) (3.7)
ki = (egim) x 2.303  (Birinci derece) (3.8)

k degerleri, her bir 1sitma sicakligi ve her bir amino asit i¢in hesaplanmis ve kontrol

grubuna goére Kk degerlerinin ne kadar degistigi “%” (% etki degeri) olarak

hesaplanmustir.

Yarilanma siiresinin (t12) belirlenmesi

Bir reaktantin 1sitma sonunda konsantrasyonunun baslangi¢ konsantrasyonunun yarisina
diismesi i¢in gereken siire “yarilanma siiresi, t12” olarak tanimlanmaktadir. ti> degeri,
birinci dereceden parcalanma reaksiyonlar igin hesaplanir. Olusum reaksiyonlari i¢in

t12 degeri hesaplanmaz. Hesaplamada agagida verilen 3.9 No’lu esitlik kullanilmistir.

ty2 = — In (1/2) x 1/k (3.9)

3.2.5 Istatistik degerlendirme

Meyve suyu orneklerine eklenen farkli amino asitlerin farkli sicakliklarda ve surelerde
1sitilmas1 sonucu yapilan analizlere ait sonuglar, varyans analizi ile iki tekrarli bir
sekilde degerlendirilmistir. Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak, ortalamalar
arasindaki farklarmn 6nemli olup olmadig1 belirlenmistir. Istatistik degerlendirme igin,

"SPSS" paket program1 (IBM SPSS Statistics Version 22) kullanilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Kangik Meyve Sularmin Isitilmalari Sdresince Monomerik Antosiyanin
I¢erigindeki Degisimler

Farkli sicaklik ve stirelerde 1sitilan, ¢esitli kopigment kaynaklari igeren meyve sularinin
toplam monomerik antosiyanin miktarindaki degisim EK 1’de verilmistir. Cizelge
4.1°de 1sitma islemi Oncesinde Orneklerin toplam monomerik antosiyanin miktarlari

gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 Meyve sularmin isitma islemi oncesi toplam monomerik antosiyanin

miktarlart
Kopigment kaynagi Monomerik antosiyanin miktar1 (mg/L)"
Kontrol-1"" 2465+0.7a"
Kontrol-2""" 1235+0.7¢
Aspartik asit 123.5+0.7¢c
Prolin 126.0+0.0b
Valin 1255+ 0.7b

*: Monomerik antosiyanin miktari, pelargonidin-3-glukozid temel alinarak hesaplanmustir.
**a-C: Ayni siitundaki ortalamalar arasindaki fark 6nemli degildir (p>0.05).

*** Kontrol-1: Nar suyu

****Kontrol-2: Nar suyu + portakal suyu

Kopigment olarak amino asitlerin ve portakal suyunun eklenmedigi sadece nar suyu
bulunan kontrol grubu i¢in 1sitma islemi 6ncesi monomerik antosiyanin miktar1 246.5
mg/L olarak belirlenmistir. Buna karsin portakal suyunun eklendigi fakat amino asit
eklenmeyen kontrol grubunun yine 1sitma oncesi antosiyanin miktar1 123.5 mg/L olarak
belirlenmistir. Yiiksek orandaki (%49.9) bu azalmadan portakalin bunyesinde bulunan
AA (53.2 mg/100 g, Packer ve Puchs 1997)’nin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.
AA’ni antosiyanin parcalanma hizini arttirdigr bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Mart1’
vd. 2002, Choi vd. 2002, Talcott vd. 2003, Sadilova vd. 2009, Leong vd. 2017).
Meschter (1953), ¢ilek iirlinlerinde yaptig1 ¢alismada, antosiyaninlerin AA ve AA

degradasyon drlnlerinden olan DHA, H2O> ve furfuralin varliginda daha hizl
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parcalandigini gostermistir. Antosiyanin kaybina AA’nin etkisinden ¢ok (Rababah vd.
2005) AA'nin oksidasyonu sonucunda olusan iiriinler neden olmaktadir (Jackman vd.
1987). AA'min aerobik degradasyonu sonucu olusan H2O2 varhiginda antosiyanin
parcalanma tepkimesinin hizlandigi bildirilmistir (Sondheimer ve Kertesz 1952, Jurd
1972). Buna ek olarak; ortamda bulunan eser miktarda Fe ve Cu'in AA pargalanmasina
neden oldugu biliniyorken (Rababah vd. 2005), Shrikhande ve Francis (1974)
antosiyaninlerin de AA degradasyonunda gergeklesen zincir reaksiyonlarda Cu iyonlari
gibi (Silverblatt vd. 1943) davranabilecegini 6ne siirmiistiir (Jackman vd. 1987). Bu
yiizden ortamda bulunan antosiyaninlerin AA degradasyonuna neden olabilecegi,
pargalanan AA sonucu olusan DHA, furfural ve H2O2 gibi Urtinlerin de antosiyaninlerin
par¢alanmasina neden olabilecegi diisliniilmektedir. Monomerik antosiyanin degerinin
portakal suyu katilmig Ornekte daha diisiik olmasmin nedeni, monomerik
antosiyaninlerin AA ve AA degradasyon iirlinleri varliginda parcalanmasi olabilecegi
gibi diger bilesiklerle polimerize olmasi da olabilir. Nitekim furfural ve HMF
bilesiklerinin antosiyaninlerle reaksiyona girip, koyu kahverengi bilesikler olusturdugu
(Es-Safi vd. 2000) bilinmektedir. Yine bunun sonucunda da monomerik antosiyanin

degerinde azalma goriilmesi mantikli bulunmustur.

Isitma Oncesinde eklenen amino asitlerin; portakal suyunun antosiyaninler iizerine
pargalayici etkisini 6nleyemedigi belirlenmistir (p>0.05). Ancak; farkli sicakliklarda
1sitma  siresince antosiyanin stabilitesi Uzerine amino asitlerin etkisini ortaya
koyabilmek i¢in; 1sitma siiresince orneklerin igerdigi antosiyanin miktarindaki degisim
her sicaklik ve amino asit ¢esidi igin grafige aktarilmis, hem aritmetik hem de yari

[}

logaritmik Olgekli grafikte, orneklerin antosiyanin igerigine iliskin veriler “y” eksenine,
1sitma siireleri ise, “x” eksenine yerlestirilerek dogrusal egriler elde edilmistir. Elde
edilen dogrusal egrilere ait R? degerleri yar1 logaritmik egride daha yiiksek oldugu igin
antosiyaninlerin pargalanma kinetiginin birinci dereceden reaksiyon kinetigine uygun
olarak gerceklestigi sonucuna ulasilmistir. Benzer sekilde, Sadilova vd. (2009) de; AA
ve cesitli tatlandirict eklenmis siyah havug, miirver meyvesi ve ¢ilek Orneklerinin
antosiyanin stabilitesi iizerine sicakligin etkisini inceledikleri ¢alismada antosiyaninlerin

birinci dereceden reaksiyon kinetigine uygun olarak parcalandigini ortaya koymuslardir.
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Dahas1 antosiyanin igerigi ve bilesimi farklt olan Orneklerle ortam sicaklig
farketmeksizin benzer sonuglar elde edilmistir (Cemeroglu vd. 1994, Tirkyilmaz vd.
2012, Chung vd. 2017). Cizelge 4.2'de karisik meyve sularmin 90°, 105° ve 150°C
sicakliga farkl stirelerde maruz kalmalar1 nedeniyle parcalanan antosiyaninlerine iliskin

Kinetik parametreler gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 Farkli sicakliklarda 1sitma siiresince karisik meyve sularinin parcalanan
antosiyaninlerine ait kinetik parametreler

Solcakhk Kopigment _kx 1073 t R?2
(°C) (dak ?) (dak)
Kontrol 6.287 110.2 0.996
90°C Aspartik asit 6.402 108.3 0.990
Prolin 6.471 107.1 0.991
Valin 6.564 105.6 0.990
Kontrol 1.071 64.9 0.890
Aspartik asit 0.401 173.0 0.947
105°C Prolin 1.713 40.5 0.896
Valin 0.444 155.0 0.876
Kontrol 2.621 26.4 0.842
Aspartik asit 5.981 11.6 0.763
150°C Prolin 7.616 9.1 0.796
Valin 5.288 13.1 0.713

Amino asitlerin  antosiyaninlerin  stabilitesi Uzerine etkileri ti2 degerlerinin
karsilagtirilmasiyla ortaya konulmustur. Farkli sicaklik (90°, 105°, 150°C)
uygulamalariyla kontrol grubu igin t12 degerleri, sirasiyla 110.2, 64.9 ve 26.4 dak olarak
hesaplanmigtir.  Goriildiigli  gibi, sicakliin  artmasiyla kontrol grubu i¢in
antosiyaninlerin ti» degerleri azalmaktadir. Meschter (1953) cileklerin renginin oda
sicakliginda (20°C) ty/2 degerleri 1300 saat iken, sicakligin 38°C’ye yiikselmesi halinde
bu degerin 240 saate diisecegini ¢alismasinda gostermistir. Buzdolab1 sicakliginda ise

(4°C) cileklerin renk agisindan korunmasimin 6000-8000 saat (250-320 giin) araligina
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kadar yiikseldigini bildirmistir. Bu durum c¢alismamizda prolin i¢eren 6rnekte sicaklik
artisina bagl olarak ayni sekilde gozlenirken, aspartik asit ve valin igeren orneklerde
farkli sekilde gergeklesmistir. Aspartik asit ve valin igeren Orneklerde 105°C
sicakliktaki ti, degerinin 90°C sicakliktaki degerlere gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Yine bu deger 150°C’de azalma gostermistir (Cizelge 4.2). Bu sonuglar;
nar ve partakaldan karigik regel yapilmasi durumunda, kopigment kaynagi olarak
aspartik asit ve valinin kullanilmasinin antosiyanin stabilitesi agisindan onemli fayda

saglayacagini gostermektedir.

Aspartik asit ve valin eklenen drneklerde; 105°C’de daha yiiksek antosiyanin stabilitesi
saglanmasmin nedeninin, bu sicaklikta daha 1sitmanin baslangicinda uygun
“antosiyanin:kopigment” oraninin  yakalanmis olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Bilindigi gibi, antosiyanin stabilitesini ve renk yogunlugunu artiran
kopigmentasyon  Uzerine  etkili en  Onemli  faktorlerden  birisi  de,
“antosiyanin:kopigment” oranidir. En uygun oranin bulunmasi halinde, yiiksek oranda
diizeyde kopigmentasyon meydana gelmektedir. Nar sularinda; delfinidin, pelargonidin
ve siyanidinin-3-glukozit ve 3,5-diglukozit formlari bulunmaktadir. Isitma nedeniyle;
parcalanma sirasinda ilk olarak diglukozit yapidan bir seker molekiiliiniin ayrilmasi
gerceklesmektedir. Bu ayrilma sonucunda; 3-glukozit yapisindaki antosiyanin miktari
artmaktadir. Yapilan caligmalar, 3,5-diglukozidik yapilarin 3-glukozidik yapilara gore
daha stabil oldugunu gostermistir (Turfan vd. 2011, Tirkyilmaz vd. 2012). Belli bir
1sitma stiresinde; diisiik sicakliga gore yiiksek sicakliklarda daha yiiksek miktarda 3,5-
diglukozidik yap1 3-glukozidik yapiya doniisecektir. Kopigmentasyona 3,5-diglukozidik
yaptya gore daha yatkin olan 3-glukozidik yapidaki antosiyanin miktarinin 90°C’ye
gore 105°C’de daha hizli artmasi nedeniyle; daha 1sitma baslangicinda, nar suyunda
bulunan ve yeni olusan 3-glukozidik antosiyanin konsantrasyonu aspartik asit ve valin
ile kopigmentasyon olusturmaya hazir hale gelecektir. Kuskusuz, 150°C’de 105°C’ye
gore daha hizli 3-glukozidik yapida antosiyanin olusacaktir. Ancak; 150°C’de diger iki
1sitma sicakligindan (90° ve 105°C) ¢ok daha yiiksek bir hizla 3-glukozidik yapidaki
antosiyaninler parcalanacaktir. Dolayisiyla; 3-glukozidik yapidaki antosiyanin
miktarinin artigina firsat vermeyen bir ortam s6z konusu olacaktir. Sonug olarak, uygun

“antosiyanin:kopigment” oraninin yakalanmasi giiclesecektir. Bu nedenlerle; 105°C’de
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aspartik asit ve valin iceren orneklerin daha yiiksek stabilite gosterdigi diigiiniilmektedir.
Zaten, kopigmentasyonun 6nemli bir gostergesi olan Amaks degerlerindeki degisim (4.2
Farkl1 Sicakliklarda Isitma Siiresince Nar ve Portakal Sularindan Olusan Karisik Meyve
Sularinda Antosiyanin Kopigmentasyonu ve Kopigmentasyon Etkisindeki Degisim”
boliimiinde detaylt olarak tartigilmistir.) de bu ¢ikarimi dogrulamaktadir. Prolinin bu
amino asitlerden farkli davranista bulunmasimin nedeninin de asagida daha detayli

olarak anlatilacak olan prolin-fenolik iliskisinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Farkli amino asit eklenen karistk meyve sularinin farkli sicakliklarda isitilmasi
sliresince, kopigmentlerin ve isitma siirelerinin antosiyaninler tzerine etkisini daha iyi
gosterebilmek amaciyla, antosiyaninlerin ti» degerleri bir histogramda (Sekil 4.7)
gosterilmistir. Meyve sularinin 105°C’de 1sitilmasi siiresince antosiyanin stabilitesi;
aspartik asit ilavesiyle %167, valin ilavesiyle ise, %139 oraninda artmistir. Chung vd.
(2017)’de yaptiklart g¢alismada, ¢alismamizdakine benzer sekilde L-triptofan ilave
ettikleri mor havug antosiyaninlerinin ortalama ty> degerinin, 2.3 ginden 6.2 giine
yiikselerek %169 oraninda artig sagladigin1 gostermislerdir. Prolin ilavesi bu sicaklikta
antosiyanin stabilitesinde %38 oraninda bir azalmaya sebep olmustur. Diger biitiin
sicaklik derecelerinde antosiyanin stabilitesi (ty2 degeri) kontrol grubuna goére daha
diisiik bulunmustur (Cizelge 4.2). Prolin; antosiyanin stabilitesinde 90°C’de %3,
105°C’de %38, 150°C’de ise %66 oraninda azalmaya sebep olmustur.

200 ;
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160 ¥ _ EProlin
140 OValin
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= 100 § il
In)
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~—
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0 3 I I
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Sekil 4.1 Karisitk meyve sularinin antosiyanin stabilitesi lizerine farkli amino asit
kaynaklar1 ve 1sitma sicakliklarinin etkisi
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Monomerik antosiyanin miktarindaki ve stabilitesindeki bu azalis her zaman
kopigmentasyonun olusmadigi ve iiriiniin renginin bozuldugu anlamina gelmemektedir.
Li vd. (2017), Giney Cin'de yetisen tropikal bir meyve olan ligi meyvesinin meyve
kabugu ekstrakti (antosiyanin kaynagi) ile gluten proteinin yapisinda bulunan gliadinin
(protein kaynagil) etkilesimini inceledikleri c¢aligmalarinda, aralarinda gucli bir
etkilesim olan antosiyanin-protein kompleksinin olustugunu goézlemlemislerdir. Bunun
sonucunda da; renk yogunlugu ve stabilitesi, monomerik antosiyanin miktarmin
azalmasi birlikte gozlemlenmistir. Yani monomerik antosiyanin miktarindaki azalis
kopigmentasyonu gosterebilecegi gibi gostermeyedebilir. Bu durumun kopigmentasyon
kaynakli olup olmadigir “4.2 Farkli Sicakliklarda Isitma Siiresince Nar ve Portakal
Sularindan Olusan Karistk Meyve Sularinda Antosiyanin Kopigmentasyonu ve

Kopigmentasyon Etkisindeki Degisim” basligi altinda tartigilmistir.

4.2 Farkh Sicakliklarda Isitma Suresince Nar ve Portakal Sularindan Olusan
Karisik Meyve Sularinda Antosiyanin Kopigmentasyonu ve Kopigmentasyon
Etkisindeki Degisim

Ug farkli amino asit (aspartik asit, prolin ve valin) eklenen karisik meyve sularinda;

amino asit-antosiyanin kopigmentasyonu (izerine 1sitmanin ve 1sitma siiresinin etkisini

gosterebilmek amaciyla, karistk meyve suyunda maksimum dalga boyu (Amaks
batokromik kayma) ve Amaks’ daki absorbans degerleri (Amaks, hiperkromik etki) isitma
boyunca incelenmistir ve elde edilen veriler EK 3’te verilmistir. Kopigmentler
eklendikten sonra 1sitma Odncesi ve {i¢ sicaklik degeri i¢in 1sitma sonrasi Amaks degerleri
de Cizelge 4.3’te verilmistir. Kontrol grubunun Amaks degeri 512 nm olarak saptanmistir

(Cizelge 4.3). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda; 1sitma oOncesinde eklenen amino

asitlerin Amaks degerinde ihmal edilebilir bir degisime sebep olduklari tespit edilmistir

(p>0,05). Isitma sonunda ise; 90 °C’de 1sitilan 6rneklerin Amaks degerleri i¢in kaydadeger

bir farklilik goriilmezken (p>0,05); 105 °C’de kontrol grubuna goére prolin katilmis

orneklerde Amaks degeri 5 nm azalmis, aspartik asit ve valin istatistiki olarak édnemli bir
degisim gostermemistir (p>0.05). Prolinin Amas degerinde neden oldugu bu azalmanin
prolinin nar suyunda yiksek miktarda bulunan fenolik maddelerle interaksiyona
girmesinden dolay1 (Bennick, 2002; Charlton vd. 2002) oldugu; yani, bu nedenle

kopigmentasyon reaksiyonuna katilmadigindan kaynaklandigr diisiiniilmektedir.
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150°C’de tim orneklerin Amaks degerleri arasinda Onemli farkliliklar belirlenmistir
(p<0,05). 150 °C’de 1sitma sonundaki Amaks degerleri kontrol grubundan aspartik asitte
17 nm, valinde 21 nm, prolinde ise 36 nm daha diistiktiir. Yiiksek sicakliklarda amino
asitlerin zayif baglarla baglandigr antosiyaninlerden ayrildigi ve serbest kalan
antosiyaninlerin de kolayca parcalandigi veya polimerizasyona neden oldugu

distiniilmektedir.

Cizelge 4.3 Meyve suyu orneklerinin farkli sicakliklarda 1sitma oncesi ve sonrasindaki
Amaks (NM) degerleri

Kopig[nent Isitma 6ncesi Isitma sonrasi
kaynag1

90 °C 105 °C 150 °C
Kontrol 512+ 0a 511+0a 512 +0 a 522+0a
Aspartik asit 512+0a 511+la 512+0a 50510 b
Prolin 512+0a 510+ 0a 507 +1b 486 +4 ¢
Valin 512+0a 512 +0 a 511+0a 501+4b

*a-c: Ayni stitundaki farkl harfleri igeren degerler arasindaki fark ihmal edilemez (p<0.05).

Kopigmentler eklendikten sonra 1sitma Oncesi ve ii¢ sicaklik degeri i¢in 1sitma sonrasi
Amaks degerleri gibi Amaks degerleri de ¢izelge seklinde verilmistir (Cizelge 4.4). Cizelge
4.4’e gore 1sitma yapilmadan evvel kontrol grubuna gore aspartik asit i¢eren drnegin
Anmaks degeri azalig, prolin ve valin igeren 6rneklerinki ise artis gostermistir, ancak bu iki
durumda da degisimler kopigmentasyon ag¢isindan 6nemli bulunmamustir (p>0.05).
90°C 1sitma islemi sonucunda kontrol grubuna gore tiim Orneklerin Amaks degeri
azalmistir  (p<0.05). Bu sonu¢ 90°C’de kopigment kaynaklarimin higbirinin
kopigmentasyon reaksiyonunu gerceklestirmedigini gostermektedir. “4.1 Karisik Meyve
Sularinin Isitma Siiresince Monomerik Antosiyanin Icerigindeki Degisim” béliimiinde
de antosiyaninlerin 90°C sicaklikta stabilitelerinin diisiik oldugunun tespit edildigi ve
bunun nedeninin de uygun antosiyanin:kopigment oraninin saglanmadigindan

kaynaklandiginin diistiniildiigii detayli bir sekilde tartigilmist.
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Cizelge 4.4 Meyve suyu orneklerinin farkli sicakliklarda 1sitma oncesi ve sonrasindaki
Amaks (nm) degerleri

Kopigment

- Isitma Oncesi Isitma sonrasi
kaynagi
90°C 105°C 150 °C
Kontrol 0.451+0.00ab 0.202+0.00a 0.183+0.00c 0.175+0.00a

Aspartik asit 0.447+0.00b 0.192+0.00b 0.296+0.00a 0.107+0.00b
Prolin 0.454+0.00a 0.191+0.00b 0.124+0.00d 0.107+0.00 b

Valin 0.455+0.00a 0.185+0.00c 0.294+0.00a 0.111+0.00b

*a-d: Ayni siitundaki farkli harfleri iceren degerler arasindaki fark ihmal edilemez (p<0.05).

105°C’de gerceklestirilen 1sitma islemi sonunda kontrol 6rneginin Amaks degeri 0.183
nm olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Kontrol grubuna gore aspartik asit %62, valin
%61 oraninda artig gosterirken; prolin %32 oraninda azalis gostermistir (Cizelge 4.4).
Navruz vd. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada, kopigment kaynagi olarak nar kabugu
eklenen visne suyu konsantrelerinde, visne antosiyaninleri ile nar kabugu fenolik
bilesenlerinin kopigmentasyon reaksiyonlar1 sonucu renk yogunlugu ve stabilitesinde
artig ile hiperkromik etkide %3’liik bir artis saptamislardir. Calismamizda da benzer
sekilde aspartik asit ve valinin 105°C sicaklikta 1sitma igsleminin sonunda yuksek oranda
hiperkromik etki gosterdikleri goriilmiis; bunun da kopigmentasyon reaksiyonu sonucu

olustugu sonucuna ulagilmistir.

Cizelge 4.4’te goriildiigii iizere, 150°C sicaklikta 1sitma islemi sonunda kontrol 6rnegine
gore tiim kopigment kaynaklarinin Amaks degerlerinde istatistiki acidan esit miktarda
azalma goriilmiistiir. Amaks degerlerindeki bu azalma kopigment kaynaklarinin etkisini
kaybettigini gostermektedir. Chung vd. (2015) ile Zhou vd. (2014) gibi bir¢ok arastiric
antosiyanin-amino asit kompleksinin olusumunu kovalent olmayan bir bag olan H bagi
ve van der Waals baglari ile olustugunu sdylemislerdir. Bu baglar —14.98 ile —15.10
kJ/mol arasinda degisen diisiik bir baglanma enerjisi ile gergeklestigi (Chung vd. 2017)
icin yiiksek sicakliklarda kolayca parcalanabilmektedir. Baglarin kopmasiyla zaten
stabilitesi diisiik olan antosiyaninler renksiz bilesiklere parcalanmaktadir. Ayrica Marti

vd. (2002); AA ekledikleri nar suyu antosiyaninlerinin yiiksek sicaklikta daha hizli
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pargalandigini, buna karsin diisiik sicaklikta antosiyaninlerin daha stabil oldugunu
calismalarinda gostermislerdir. Bu da karistk meyve suyundaki portakal suyunun
biinyesinde bulunan AA’nin ve degradasyon iriinlerinin yiiksek sicakliklarda

antosiyaninlere daha fazla etki ettigini gostermektedir.

Ug farkli sicaklikta (90°, 105° ve 150°C) 1sitma islemi boyunca; karisik meyve sularimnmn
Amaks degerlerinde azalma oldugu tespit edilmistir (EK 3). Farkli sicakliklarda 1sitma
islemi boyunca karisik meyve sularinin Amaks degerleri monomerik antosiyaninlerden
farkli olarak sifirinci dereceden reaksiyon kinetigine uygun olarak gerceklestigi
goriilmiistiir. Meyve sularinin 1sitma iglemleri stiresince Amaks degerlerine iliskin kinetik
parametreler Cizelge 4.5’te verilmistir. Amaks degerine iliskin azalmalarin sifirinct
dereceden reaksiyon kinetigine uygun olarak gergeklestigi goriilmiistir. Meyve
sularinda farkli sicakliklarda 1sitma islemi boyunca Amas degerlerindeki degisim
90°C’de gorulmezken, 105°C’de aspartik asit katilmis 6rneklerde %41.7, valin katilmis
orneklerde ise %47.5 oraninda azalma seklinde goriilmiistiir (Cizelge 4.5). Yani aspartik
asit ve valin katilmig drnekler bu sicaklikta Amaks degerindeki azalma oranini azaltarak
renk yogunlugunu korumuslardir. Antosiyaninlerin amino asitlerle 6zellikle H bagi ile
baglandigi ilgili kisimlarda agiklanmistt (Zhou vd. 2014, Chung vd. 2015, Li vd. 2017).
Buna gore, kopigmentasyonun H bagi ile olustugu diisiiniiliirse, kopigment maddelerin
yapisinda bulunan serbest hidroksil grubu sayisinin azalmasi, kopigmentasyon etkisini
de azaltacaktir (Baranac vd. 1997). Aspartik asidin blnyesinde bulunan hidroksil
gruplariin fazla olmasi bu amino asidin antosiyanin stabilitesini artirmasina etki etmis
oldugu diistiniilmektedir. Prolin ise bu sicaklikta diger kopigment kaynaklarina gore tam
tersi etki gostermistir (%30.1 oraninda artig) (Cizelge 4.5). Bu sonuglar 105°C sicaklikta
batokromik kayma saglayan aspartik asit ve valinin hiperkromik etki de gostererek
kopigmentasyon reaksiyonunu gerceklestirdiklerini kanitlamaktadir. Bu amino asitlerin
kopigmentasyon reaksiyonu ger¢eklestirip prolinin gergeklestirememesinin nedeni;
prolinin nar suyunda yuksek miktarda bulunan fenolik maddelerle interaksiyona girmesi
(Bennick, 2002; Charlton vd. 2002) oldugu diisiiniilmektedir. Prolinin kendisi dogrudan
kopigmentasyona katilmadigi gibi, nar suyunda dogal olarak bulunan ve
kopigmentasyon etkisine sahip olan fenolikleri de baglamasi nedeniyle, bu maddelerin

de antosiyaninlerle kopigmentasyon yapmasma engel oldugu ve bdylece prolin
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eklenmis Orneklerde kontrol Orneginden daha fazla miktarda Amas degerlerinde

azalmalara sebep oldugu diisiiniilmektedir.

150°C’de Amaks degerlerindeki azalma tiim amino asitler igin artis gostermistir (Cizelge
4.5). Bu sicaklik derecesinde batokromik kayma goriilmedigi gibi hiperkromik etki de
goriilmediginden bu  sicaklikta  kopigmentasyonun  gerceklesmedigi  agikca

sOylenebilmektedir.

Cizelge 4.5 Meyve suyu 6rneklerinin Amaks degerlerine iliskin kinetik parametreler

Sicaklik (°C) Kopigment kaynagi k (Abs/dak) % etki
Kontrol 0.0013

90 Aspartik asit 0.0013 -0.5
Prolin 0.0013 1.0
Valin 0.0014 8.6
Kontrol 0.0022

105 Aspartik asit 0.0013 -41.7
Prolin 0.0029 30.1
Valin 0.0012 -47.5
Kontrol 0.0050

150 Aspartik asit 0.0067 33.9
Prolin 0.0064 28.6
Valin 0.0061 22.5
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4.3 Kanisik Meyve Sularinda Renk Yogunlugu, Polimerik Renk ve Polimerik Renk
Oranindaki Degisimler

Karigik meyve sularinin pargalanma o6lgtleri olarak da bilinen bu degerlerdeki degisimi
gosteren veriler, EK 4, 5 ve 6’da ve Cizelge 4.6, 4.7 ve 4.8’de verilmistir. Isil islem
oncesi kontrol grubunda; renk yogunlugu 2.33 olarak gozlemlenmis, bu deger
kopigment kaynaklari eklendikten sonra valin (%2.15 oraninda artig) eklenmis meyve

sular1 hari¢ diger kopigmentlerde azalma gozlenmistir (p>0.05) (Cizelge 4.6).

90°C’de 1sitma sonrasi renk yogunlugu degerleri tiim kopigment kaynaklarinda azalma
gosterirken, 105°C’de 1sitma sonrasi prolin hari¢ tiim kopigmentler renk yogunlugu
degerine olumlu etki gostermis ve bu degerin artmasini saglamislardir (Cizelge 4.7).
Valin bu sicaklikta 1sitma sonrasi renk yogunlugunu %7.5 oraninda artirirken, aspartik
asit de %3.7 oraninda artirmistir. 105°C’de renk yogunlugu degeri iizerine en etkili
kopigment valin ve aspartik asit oldugundan bu sicaklik degerinde renk yogunlugu
korunmak isteniyorsa valin veya aspartik asit kullanilmasi Onerilmektedir. Ayrica
monomerik antosiyaninlere kopigmentlerin baglanmasi ile olusan polimerik yapinin,
monomerik antosiyaninlerin bulundugu ilk durumdan daha fazla renk yogunlugu degeri
gostermesi kopigmentasyon etkisini dogrulamaktadir (Versari vd. 2007). Sonugta; “4.1
Karisik Meyve Sularmin Isitma Siiresince Monomerik Antosiyanin Igerigindeki
Degisim” ve “4.2 Farkli Sicakliklarda Isitma Siiresince Nar ve Portakal Sularindan
Olusan Karisik Meyve Sularinda Antosiyanin Kopigmentasyonu ve Kopigmentasyon
Etkisindeki Degisim” boliimlerinde 105°C’de valin ve aspartik asidin en iyi kopigment
etki gosterdigine ulasildigi gibi bu durumu, renk yogunluguna en fazla etki etmeleri de
desteklemektedir.
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Cizelge 4.6 90°C’de 1sitilmis ve farkli kopigment kaynagi ilave edilmis meyve sularinda

parcalanma olgiitlerine iliskin veriler

Kopigment sure f{enk < L Polimerik renk
(amino asit) (dak) Yogunlugu  Polimerik renk oran (%)
Kontrol 0 2.33+0.00 0.96+0.00 41.2+0.28
30 2.15+0.01 1.21+0.01 56.3+0.28
60 2.20+0.00 1.30+0.00 59.1+0.00
90 2.16+0.03 1.40£0.00 64.8+0.00
120 2.04+0.06 1.27+0.01 62.3+0.21
150 1.99+0.01 1.29+0.01 64.8+0.28
180 2.02+0.01 1.36+0.00 67.3+0.00
Aspartik asit 0 2.28+0.00 0.85+0.01 37.3+0.14
30 2.29+0.01 1.29+0.01 56.3+0.28
60 2.28+0.00 1.34+0.00 58.8+0.71
90 2.06+0.00 1.28+0.00 62.1+0.00
120 2.06+0.03 1.26+0.00 61.2+0.00
150 1.90£0.00 1.23+0.01 64.8+0.78
180 1.88+0.00 1.331£0.01 70.8+0.35
Prolin 0 2.30+0.00 0.89+0.01 38.7+0.14
30 2.22+0.00 1.23+0.01 55.5+0.64
60 2.16+0.07 1.28+0.03 59.3+0.50
90 2.10+0.03 1.34+0.00 63.8+0.85
120 2.00+0.07 1.20+0.03 60.0+0.57
150 2.13+0.00 1.44+0.00 67.6+0.42
180 1.87+0.03 1.35+0.01 72.2+0.21
Valin 0 2.38+0.00 0.92+0.00 38.7+0.00
30 2.54+0.00 1.57+0.01 61.8+0.57
60 2.45+0.07 1.58+0.03 64.5+0.78
90 2.20+0.00 1.36+0.00 61.8+0.00
120 2.02+0.00 1.20+0.03 59.4+0.57
150 2.01+0.00 1.30+0.00 64.7+0.42
180 1.92+0.00 1.31+0.01 68.3+0.78

55



Cizelge 4.7 105°C’de sitilmis ve farkli kopigment kaynagi ilave edilmis meyve

sularinda pargalanma Olgiitlerine iliskin veriler

Kopigment sure f{enk < . Polimerik renk
(amino asit) (dak) Yogunlugu  Polimerik renk orant (%)
Kontrol 0 2.33+0.00 0.96+0.00 41.2+0.28
20 2.16+0.06 1.03+£0.01 47.7+0.57
40 2.10+0.00 0.98+0.00 46.7+0.00
60 2.87+0.01 1.78+0.00 62.0+0.28
80 2.14+0.03 1.32+0.03 61.7+0.49
100 1.84+0.03 1.39+0.01 75.610.35
120 1.88+0.00 1.36+0.00 72.3£0.00
Aspartik asit 0 2.28+0.00 0.85+0.01 37.3+0.14
20 2.15+0.04 0.94+0.03 43.7£0.42
40 1.96+0.00 1.00£0.00 51.0+0.00
60 2.20+0.06 1.15+0.04 52.3+0.57
80 0.24+0.00 1.08+0.00 450.0+0.00
100 1.90+0.03 1.20+0.03 63.2+0.49
120 1.95+0.04 1.08+0.03 55.4+0.28
Prolin 0 2.30+0.00 0.89+0.01 38.7+0.14
20 2.34+0.00 1.07+0.01 47.8+0.64
40 3.27+0.01 2.14+0.00 65.4+0.28
60 2.27+0.01 1.34+0.00 59.1+0.35
80 2.03+0.01 1.42+0.03 70.0+0.92
100 1.76+0.03 1.40+0.03 79.610.35
120 1.82+0.00 1.46+0.00 80.2+0.00
Valin 0 2.38+0.00 0.92+0.00 38.7+0.00
20 2.30+0.00 1.10+0.00 47.8+0.00
40 2.20+0.00 1.16+0.00 52.7+0.00
60 2.26+0.00 1.29+0.01 57.1+0.64
80 2.26+0.03 1.36+0.00 60.2+0.78
100 2.18+0.00 1.32+0.00 60.6+0.00
120 2.02+0.00 1.19+0.01 58.9+0.71
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sularinda pargalanma Olgiitlerine iliskin veriler

Cizelge 4.8 150°C’de sitilmis ve farkli kopigment kaynagi ilave edilmis meyve

Kopigment (S(ﬂ(e; YOI?enlk < Polimirik Polimerik renk
(amino asit) guniugy ren orani (%)
Kontrol 0 2.331£0.00 0.96+0.00 41.2+0.28
10 2.12+0.00 1.1240.00 52.8+0.00
20 3.45+0.01 2.02+0.00 58.6+0.21
30 2.38+0.03 1.49+0.01 62.6+0.14
40 1.90+0.00 1.37+0.01 72.1+0.71
50 1.90+0.00 1.25+0.01 65.8+0.71
60 2.17+0.01 1.66+0.00 76.5+0.57
Aspartik asit 0 2.28+0.00 0.85+0.01 37.3+0.14
10 2.03+0.01 0.94+0.00 46.3+0.28
20 2.68+0.03 1.75+0.01 65.3+0.14
30 2.09+0.01 1.08+0.00 51.7+0.35
40 3.26+0.00 2.45+0.01 75.240.49
50 2.47+0.01 1.93+0.01 78.2+1.06
60 2.10+0.00 1.59+0.01 75.7£0.71
Prolin 0 2.30£0.00 0.89+0.01 38.7+0.14
10 1.96+0.03 0.93+0.01 47.5+0.07
20 2.26+0.00 1.10+0.00 48.7+0.00
30 2.04+0.00 1.43+0.01 70.1+0.71
40 2.04+0.00 1.60+0.00 78.41+0.00
50 3.38+0.03 2.61+0.01 77.3£1.06
60 2.33£0.04 1.89+0.01 81.1+0.85
Valin 0 2.38+0.00 0.92+0.00 38.7+0.00
10 1.97+0.01 1.08+0.00 54.8+0.42
20 2.75+0.04 1.67+0.04 60.8+0.64
30 2.3910.01 1.36+0.00 56.9+0.28
40 2.25+0.01 1.78+0.03 79.1+0.71
50 2.08+0.00 1.5740.01 75.5+0.71
60 2.36+0.00 1.83+0.01 77.60.64
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Polimerik renk degeri 1sitma Oncesi tiim kopigment kaynaklari i¢in azalmig, bu
degerlerin farklilig: istatistiki agidan kaydadeger goriilmiistir (p<0.05). Aspartik asit,
1sitma oncesi i¢in polimerik renk degerini en ¢ok azaltan kopigment kaynagi olmustur
(%11.5). Polimerik renk degeri farkli sicaklik ve siirede uygulanan 1sitma siiresince
genel olarak artmistir (Cizelge 4.6, 4.7, 4.8). Isitma siiresince polimerik renk
degerindeki bu artisin; antosiyaninlerin polimerizasyonu, kopigmentasyon ya da
antosiyaninlerin parcalanmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Kopjar vd. 2011).
Polimerik renk orani 1sitma 6ncesi kontrol grubuna goére biitiin kopigment kaynaklari
icin azalma gosterirken en fazla azalmay1 aspartik asit gostermistir (%9.47) (p<0.05).

Polimerik renk orani farkli sicaklik ve siirede uygulanan 1sitma siiresince artmistir.

Isil islem siiresince karigitk meyve sularinin monomerik antosiyanin igerigi azalma
gosterirken, polimerik renk oranlari artmistir. Antosiyanin par¢calanmasinin polimerik
renk Uzerinde nasil bir etki biraktigin1 gorebilmek amaciyla toplam monomerik
antosiyanin konsantrasyonu ile polimerik renk orani arasindaki iliski incelenmistir. Isil
islem boyunca belirlenen toplam monomerik antosiyanin konsantrasyonlar1 aritmetik
Olgekli grafik kagidinin “x” eksenine, polimerik renk oranlar1 (%) ise “y” eksenine
yerlestirilmesi sonucunda, dogrusal grafikler elde edilmistir. Bu grafiklerden elde edilen
yuksek negatif korelasyonlar, meyve sularinin monomerik antosiyanin igerigindeki
diistis ve polimerik renkteki artisin gucli bir sekilde birbirleriyle iliskili oldugunu
go6stermektedir. [90°C (r=(-0.653)—(-0.917)), 105°C (r=(-0.843)—(-0.976)) ve 150°C
(r=(-0.841)—(-0.988))]. Bu durum da, amino asitlerle zenginlestirilmis orneklerdeki
polimerik renk oraninin genel olarak monomerik antosiyanin miktarindaki azalmaya
bagli oldugunu gostermektedir. Bu azalma, monomerik antosiyaninlerin pargalanmasi
nedeniyle olabilecegi gibi, monomerik antosiyaninlere kopigmentlerin baglanmasi
sonucu olusan polimerizasyondan da kaynaklanabilir. Amaks V€ Amaks degerlerindeki
degisimin de isaret ettigi gibi 6rneklerdeki polimerik renk oraninin artisi genel olarak

kopigmentasyondan kaynaklanmaktadir.
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5. SONUC

Arastirmamizda tespit edilen 6nemli sonuglar sdyledir:

1.

2.

Nar ve portakal suyundan olusmus karisik meyve sularmin 1sitma siiresince renk
ve stabilitesi lizerine kopigment olarak kullanilan amino asitlerin etkisinin

oldugu bulunmustur.

90°C’de (pastorizasyon sicakligi); 1sitma boyunca hiperkromik etkiyi higbir
amino asit gostermemistir. Antosiyanin stabilitesini de bu sicaklikta hicbir
kopigment arttiramamis, stabiliteyi en ¢ok saglayan grup kontrol grubu
olmustur. Bu yilizden pastérizasyon islemi uygulanacak iriinlerde amino asit

kullanimi onerilmemektedir.

105°C’de (regel iiretim sicakligi); aspartik asit ve valin en yiiksek hiperkromik
etkiyi saglamistir. Yiiksek antosiyanin stabilitesi ve polimerik renk orani da bu
amino asitler icin 105°C’de kopigmentasyonun gergeklestigini gostermektedir.
Bu nedenlerle; nar ve portakaldan karisik recel yapilmasi durumunda,
kopigment kaynag olarak aspartik asit ve valin kullanilmasmimn onemli fayda
saglayacagi gorilmektedir. Ayrica 105°C’de renk yogunlugu degeri lizerine en
etkili kopigment valin ve aspartik asit oldugundan bu sicaklik degerinde renk
yogunlugu korunmak isteniyorsa valin veya aspartik asit kullanilmasi

onerilmektedir.

150°C’de (firincilik tirtinleri iiretim sicakligi); hicbir amino asit hiperkromik etki
gostermemis ve antosiyanin stabilitesini arttirmamigtir. Bu nedenle firincilik

urtinleri Uretiminde kopigment olarak amino asit kullanimi 6nerilmemektedir.
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EKLER

EK 1 Meyve sularinin monomerik antosiyanin miktarlarina (mg/L) ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari

EK 2 Meyve sularinin 1sitma siiresince batokromik (Amaks) degisimine ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuclari

EK 3 Meyve sulariin hiperkromik degisimine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonugclari

EK 4 Meyve sularinin renk yogunlugu degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonugclari

EK 5 Meyve sularinin polimerik renk degerlerine ait Duncan goklu karsilagtirma testi
sonuglari

EK 6 Meyve sulariin polimerik renk orani degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma
testi sonuglari

69



EK 1 Meyve sularinin monomerik antosiyanin miktarlarma* (mg/L) ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari

Kopigment
Sicaklik  Sire
(°C)  (dak) Kontrol Aspartik asit Prolin Valin
90 0 123.5+0.7 Ab 1235:07Ab  126.0:00Aa  1295t0.7Aa
30 97.5+0.7 Bb 97.5+0.7 Bb 100.0+0.0Ba  99-5%0.7 Ba
60 83.540.7 Ca 78.540.7 Cc 79.0:00 Chc ~ 80:0+0.0Cb
90 66.520.7 Da 63.520.7 D¢ 64.0:00Dbc  ©0°:0+0.0 Db
120 55.00.0 Ec 57.5+0.7 Eb 59.020.0 Ea 58.0£0.0 Eb
150 46.5£0.7 Fc 48.0£0.0 Fb 47.0£00Fpc ~ 48:5%0.7Fa
180 40.0+0.0 Ga 36.5+0.7 Ghc 37.5+0.7 Gb 36.0£0.0 Gc
105 0 123.5+0.7 Ab 123.5+0.7 Ab 126.0+0.0 Aa  1255+0.7 Aa
20 102.5+0.7 Bb 104.50.7 Bab 102.5+0.7 Bb 105.5+0.7 Ba
40 101.5+0.7 Ba 85.5+0.7 Dd 98.5+0.7 Ch 96.5+0.7 Cc
60 91.0+0.0 Ca 91.0+1.4 Ca 79.5+0.7 Db 81.5+0.7 Eb
80 72.5+0.7 Dc 91.5+0.7 Cb 53.0£0.0 Ed 93.0+0.0 Da
100 41.0+0.0 Ec 52.0+0.0 Fb 28.0+0.0 Fd 73.0£0.0 Fa
120 34.5+0.7 Fc 72.5+0.7 Ea 15.0+0.0 Gd 71.0+0.0 Gb
150 0 123.520.7 Ab 123.5+0.7 Ab 126.0£0.0 Aa 125.5+0.7 Aa
10 94.5+0.7 Bc 100.5+0.7 Ba 90.5+0.7 Bd 97.0+0.0 Bb
20 89.5+0.7 Cc 95.0+0.0 Ca 97.0+0.0 Ca 92.0+0.4 Cb
30 69.5+0.7 Dc 87.5+0.7 Da 32.5+0.7 Dd 83.5+0.7 Db
40 26.5+0.7 Ga 2.0+0.0 Fd 7.0£0.0 Eb 6.0+£0.0 Ge
50 39.0+0.0 Ea 5.0+0.0 Ec 1.0+0.0 Gd 24.0+0.0 Eb
60 29.0+0.0 Fa 11.0+0.0 Gb 5.0+0.0 Fd 9.0£0.0 Fc

*. Monomerik antosiyanin miktar1 (toplam), hesabindapelargonidin-3-glukozid esas alinmstir.
**: Her bir sicaklik kendi iginde harflendirilmistir.
*** Monomerik antosiyanin miktarlari, aritmetik ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur.
****A-G : Aym 6rnekteki, ayni stitundaki farkli harfleri igeren ortalamalarin farkliligi kaydadegerdir.
(p<0.05).
***x*a—d : Aym depolama siiresinde tiim orneklerde, farkli harfleri igeren ortalamalarin farklilig:
kaydadegerdir (p<0.05).
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EK 2 Meyve sularinin 1sitma siiresince batokromik (Amaks) degisimine ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuclari

Kopigment
Sicaklik  Sire
(°C) (dak) Kontrol Aspartik asit Prolin Valin
90 0 512+0 Aa 512+0 Aa 512+0 ABa 512+0 Aa
30 51240 Aa 51140 Aa 51140 BCa 5110 ABa
60 51240 Aa 51241 Aa 511+1 BCa 51210 ABa
90 510+1 Aa 511+0 Aa 512+1 Ba 51142 ABa
120 51242 Aa 51242 Aa 51340 Aa 5100 Ba
150 511+1 Aa 512+0 Aa 510+1 CDa 51120 ABa
180 511+1 Aa 511+1 Aa 51040 Da 512+1 Aa
105 0 512+1 Aa 51240 Aa 512+0 Aa 512+0 Aa
20 51240 Aa 51240 Aa 511+2 Aa 51240 Aa
40 51240 Aa 51140 Aa 511+1 Aa 51240 Aa
60 511+0 Aa 512+0 Aa 511+0 Aa 511+2 Aa
80 51242 Aa 512+1 Aa 5110 Aa 5110 Aa
100 51240 Aa 511+1 Aa 509+1 ABa 511+0 Aa
120 512+0 Aa 512+0 Aa 507+2 Bb 511+1 Aa
150 0 512+1 Ba 512+0 Aa 513+0 Aa 512+0 Ba
10 512+0 Ba 511+0 Aa 512+1 Aa 51140 Ba
20 511+1 Ba 511+0 Aa 513+0 Aa 512+1 Ba
30 511+0 Ba 511+1 Aa 510+1 Aa 511+1 Ba
40 506+3 Ca 504+4 Bab 497+1 Chc 49610 Dc
50 524+0 Aa 507+2 Bb 505+1 Bb 522+1 Aa
60 52241 Aa 505+1 Bb 487+4 D¢ 501+4 Cb

*: Her bir sicaklik kendi i¢inde harflendirilmistir.
**A—D : Aym siitundaki farkli harfleri iceren ortalamalarin farkliligi kaydadegerdir (p<0.05).
***a—c : Ayni satirdaki farkli harfleri iceren ortalamalarin farklilig: kaydadegerdir (p<0.05).
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EK 3 Meyve sularinin hiperkromik degisimine ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi

sonugclari
Kopigment
Sicaklik  Sdre

(°C)  (dak) Kontrol Aspartik asit Prolin Valin
90 0 0.451+0.00 Aab  0.447:t0.00 Ab 0454000 Aa  0-495*0.00 Aa
30 0371+0.00 Bc  0.378+0.00Bbc  0.384:000Bp  #01x000Ba
60 0336001 Ca  0325:000Cb  0318:000Cc O -33°*000Ca
90 0.278:000 Da  0.271:0.00Db  0.272¢0.00Db  0-277+0.00 Da
120 0244:000Eb  0255:000Ea  0.255:000Ea  O202*0.00FEa
150 0.219+000 Fc  0.225t0.00Fb  0.232¢0.00Fa  0-226£0.00 Fb
180 0202¢000Ga  0.192¢0.00Gb  0.191x000Gh  0-185%0.00Ge
105 0 0.451+0.00 Aab  0.447+0.00 Ab 0.454+0.00 Aa  0.455+0.00 Aa
20 0.3860.00 Ch 0.389:+0.00 Bb 0.388+0.00 Cb  0.395+0.00 Ba
40 0.384+0.00 Ch 0.331+0.00 Ed 0.441+0.00Ba  0.369+0.00 Cc
60 0.395+0.00 Ba 0.362:+0.00 Ch 0.334+0.00 Dc  0.337+0.00 D¢
80 0.299+0.00 Dc 0.353+0.00 Db 0.245:0.00 Ed  0.367+0.00 Ca
100 0.202:0.00 Dc 0.237+0.00 Db 0.163+0.00Ed  0.306+0.00 Ca
120 0.183+0.00 Ec 0.296+0.00 Fa 0.124+0.00 Fd  0.294+0.00 Ea
150 0 0.451+0.00 Aab  0.447+0.00 Ab 0.454+0.00 Aa  0.455%0.00 Aa
10 0.364+0.00 Cc 0.378+0.00 Ca 0.345+0.00cd  0.371x0.00 Cb
20 0.423+0.01 Ba 0.408+0.01 Ba 0.373+0.00 Bb  0.385x0.00 Bb
30 0.307+0.00 Dc 0.348+0.00 Da 0.180£0.00 Dd ~ 0.344£0.00 Db
40 0.160+0.00 Gc 0.100+0.00 Fb 0.1024¢0.00 Fa  0.105+0.00 Ga
50 0.208+0.00 Ea 0.102+0.00 Ec 0.100£0.00 Fc ~ 0.169+0.00 Eb
60 0.175+0.00 Fa 0.107+0.00 Eb 0.107+0.00 Eb ~ 0.111+0.00 Fb

*. Her bir sicaklik kendi iginde harflendirilmistir.
**A—F : Aym siitundaki farkli harfleri igeren ortalamalarin farkliligi kaydadegerdir (p<0.05).
***a—d : Aym satirdaki farkli harfleri igeren ortalamalarin farklilig1 kaydadegerdir (p<0.05).
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EK 4 Meyve sularinin renk yogunlugu degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi

sonugclari

Renk yogunlugu
Sicaklik  Sire
C) (dak) Kontrol Aspartik asit Prolin Valin
90 0 2.33+0.00 Ab 2.28+0.00 Ab 2.30+0.00 Ab 2.38+0.00 Ba
30 2.15+0.01 Bd 2.29+0.01 Ac 2.22+0.00 Bb 2.54%0.00 Aa
60 2.20+0.00 Bhc 2.28+0.00 Ab 2.16+0.07BCc ~ 2:45%0.07 ABa
90 2.16+0.03 Ba 2.0620.00 Bb 2.100.03 Cb 2.20£0.00 Ca
120 2.04+0.06 Ca 2.06+0.03 Ba 2.00+0.07 Ca 2.02+0.00 Da
150 1.99+0.01 Db 1.90+0.00 Cc 2.13+0.00 BCa 2.01%0.00 Db
180  2.02+0.01 CDa 1.88+0.00 Cb 1.87+0.03 Db 1.92+0.00 Eb
105 0 2.33+0.00 Bb 2.28+0.00 Ab 2.30+0.00 Cb 2.38+0.00 Aa
20 2.16+0.06 Cb 2.15+0.04 Bb 2.34+0.00 Ba 2.30+0.00 Ba
40 2.10+0.00 Cc 1.96+0.00 Cd 3.27+0.01 Aa 2.20+£0.00 Db
60 2.87+0.01 Aa 2.20+0.06 Bb 2.27+0.01 Cb 2.26x0.00 Cb
80 2.14+0.03 Cb 0.24+0.00 Dd 2.03+0.01 D¢ 2.26+0.03Ca
100 1.84+0.03 Db 1.90+0.03 Cb 1.76+0.03 Fc 2.18+0.00 Da
120 1.88+0.00 Dc 1.95+0.04 Cb 1.82+0.00 Ed 2.02+0.00 Ea
150 0 2.33+0.00 Ch 2.28+0.00 Db 2.30+0.00BCh ~ 2.380.00Ba
10 2.12+0.00 Ea 2.03+0.01 Fb 1.96+0.03 Ec 1.97+0.01 Ec
20 3.45+0.01Aa 2.68+0.03 Bc 2.26+0.00Cb 2.75¢0.04 Ab
30 2.38+0.03 Ba 2.09+0.01 Eb 2.04+0.00 Dc 2.390.01 Ba
40 1.90+0.00 Fd 3.260.00 Aa 2.0420.00 D¢ 2.25¢0.01Cb
50 1.90+0.00 Fd 2.4740.01 Cb 3.38+0.03 Aa 2.08+0.00 Dc
60 2.17+0.01 Db 2.10+0.00 Ec 2.33+0.04 Ba 2.36+0.00 Ba

*. Her bir sicaklik kendi i¢inde harflendirilmistir.
*A-F : Aym siitundaki farkli harfleri iceren ortalamalarin farkliligi kaydadegerdir (p<0.05).
**a—d : Ayn satirdaki farkli harfleri iceren ortalamalarin farkliligi kaydadegerdir (p<0.05).
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EK 5 Meyve sularinin polimerik renk degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi

sonugclari

Sicaklik Siire

Polimerik renk

°C) (dak) Kontrol Aspartik asit Prolin Valin
90 0 0.96+0.00 Fa 0.85+0.01 Ed 0.89+0.01 Ec ~ 0.92#0.00 Eb
30 1.21+0.01 Ec 1.290.01 Bb 1.23+0.01Dc  1.57¢0.01 Aa
60 1.30+0.00 Chc 1.34+0.00 Ab 1.2840.03Cc  1.58+0.03 Aa
90 1.40+0.00 Aa 1.28+0.00 BCc 1.34+000Bb  1.360.00 Bb
120 1.27+0.01 Da 1.26+0.00 Cab 1.20£0.03Db  1.20+0.03 Db
150  1.29+0.01 CDb 1.23+0.01 D¢ 1.44+0.00 Aa  1.30£0.00Cb
180 1.36+0.00 Ba 1.3340.01 Aab 1.35+0.01 Ba  1.31£0.01Cb
105 0 0.96+0.00 Ea 0.85+0.01 Ed 0.89+0.01 Fc  0.92+0.00 Gb
20 1.03+0.01 Db 0.94+0.03 Dc 1.07+0.01Eab  1.10£0.00 Fa
40 0.98+0.00 Ec 1.00+0.00 Cc 2.14+0.00 Aa  1.16+0.00 Eb
60 1.780.00Aa 1.15+0.04 Ac 1.34+0.00Db  1.2940.01Cb
80 1.32+0.03 Cb 1.08+0.00 Bc 1.42+0.03Ca  1.36£0.00 Ab
100 1.39+0.01 Ba 1.20+0.03 Ac 1.40+0.03Ca  1.32+0.00 Bb
120 1.3620.00 Bb 1.08+0.03 Bd 1.46+0.00Ba  1.19%0.01Dc
150 0 0.96+0.00 Ga 0.85+0.01 Gd 0.89+0.01 Gc  0.92#0.00 Gb
10 1.12+0.00 Fa 0.94+0.00 Fc 0.93+0.01 Fc ~ 1.08+0.00 Fb
20 2.02+0.00 Aa 1.75+0.01 Cb 1.10+0.00 Ed ~ 1.67+0.04 Cc
30 1.49+0.01 Ca 1.08+0.00 Ed 1.43+001 Db  1.36+0.00 Ec
40 1.37+0.01 Dd 2.45£0.01 Aa 1.60£0.00 Cc ~ 1.78+0.03Bb
50 1.25+0.01 Ed 1.93+0.01 Bb 2.61+0.01 Aa  1.57¢0.01 Dc
60 1.6620.00 Bc 1.59+0.01 Dd 1.89+0.01Ba  1.830.01 Ab

*: Her bir sicaklik kendi i¢inde harflendirilmistir.
**A—G : Aym siitundaki farkli harfleri igeren ortalamalarin farkliligi kaydadegerdir (p<0.05).
***a—d : Ayni satirdaki farkli harfleri iceren ortalamalarin farkliligi kaydadegerdir (p<0.05).
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EK 6 Meyve sularinin polimerik renk orani degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma

testi sonuglari

Polimerik renk orani

Sicaklik Sire

(°C) (dak) Kontrol Aspartik asit Prolin Valin
90 0 41.240.28 Fa 37.3+0.14 Fc 38.7+0.14Fb  38.7+0.00 Eb
30 56.3+0.28 Eb 56.3+0.28 Eb 55.5+0.64 Eb ~ 61.8+0.57 Ca
60 59.1+0.00 Db 58.8+0.71 Db 50.3+0.50 Db ~ 64.5%0.78 Ba
90 64.8+0.00 Ba 62.1+0.00 Cb 63.840.85Ca  61.8+0.00 Cb
120 62.3+0.21 Ca 61.2+0.00 Ca 60.0+0.57 Db  99.4+0.57 Db
150 64.8+0.28 Ba 64.8+0.78 Ba 67.64+0.42Bb  64.7+0.42 Ba
180 67.3+0.00 Ac 70.8+0.35 Ab 7224021 Aa  68.3%0.78 Ac
105 0 41.240.28 Fa 37.3+0.14 G 38.7+0.14 Fb  38.7x0.00 Fb
20 47.7+0.57 Da 43.7+0.42 Fc 47.8+0.64 Ep ~ 47.8x0.00 Ea
40 46.7+0.00 Ed 51.0+0.00 Ec 65.4+0.28 Ca  92.7+0.00 Db
60 62.020.28 Ca 52.3+0.57 Dd 59.140.35 D¢~ 57.1%0.64 Cb
80 61.7+0.49 Cc 450.0£0.00 Aa 70.0£0.92Bb  60.20.78 Ac
100 75.640.35 Ab 63.2+0.49 Bc 79.6+0.35 Aa  60.6+0.00 Ad
120 72.3+0.00 Bb 55.4+0.28 Cd 80.2+0.00 Aa  58.9+0.71Bc
150 0 41.240.28 Ga 37.3+0.14 Fc 38.7+0.14Eb  38.70.00 Gb
10 52.8+0.00 Fb 46.3+0.28 Ed 475+0.07 Dc ~ 54.8%0.42Fa
20 58.6+0.21 Ec 65.3+0.14 Ca 48.7+0.00Dd  60.8+0.64 Db
30 62.6+0.14 Db 51.7+0.35 Dd 70.1+0.71 Ca  56.9+0.28 Ec
40 72.1+0.71 Bc 75.2+0.49 Bb 78.4+0.00Ba  79:10.71 Aa
50 65.8+0.71 Cc 78.2+1.06 Aa 77.3+1.06 Bab  75:5¥0.71Cb
60 76.5+0.57 Ab 75.7+0.71 Bb 81.10.85 Aa /[ 6+0.648Bb

*: Her bir sicaklik kendi i¢inde harflendirilmistir.
**A—G : Aym satirdaki farkli harfleri igeren ortalamalarin farklilig1 kaydadegerdir (p<0.05).
***a—d : Ayni siitundaki farkli harfleri igeren ortalamalarin farkliligi kaydadegerdir (p<0.05).
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