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) Gll regeli, R. damascena (Mill.) yapraklarindan
Gretilen, Glkemize 6zgl bir gidadir. Y1l boyunca giil re-
¢ell Gretiminde kullanmak amaciyla yapraklarin muhafazasa

i¢gin uygqulanan geleneksel ydntemde; 1 kisim yaprak, 2 ki-
sim kristal gekerle karistirilmakta ve variller igerisin-
de, oda sicaklifinda muhafaza edilmektedir. Bu arastirma-
da, muhafaza sirasinda gfil yapraklarinin renk de¥isimine
etkl eden faktdrlerle, R. damascena'nin £flavonoid yapisi
arastirilmistix.

Arastirma sonug¢lari, yapraklarin % 1 oraninda sit-
rik asit veya % 0.5 EDTA igerisinde 1 dakika slireyle hag-
landiktan sonra dondurulmasi halinde, rengin oldukg¢a iyl
bir dlzeyde korunabllecedinil gdstermistir. Geleneksel ydn-
teme uygun olarak veya tarafimizdan o6nerilen ydnteme gore
muhafaza edilen yapraklarda, 12 aylik depolama siiresinin
sonunda, korunan antosiyanin ddzeyinin sirasiyla % 0 ve
% 70 oldudu saptanmistir. Yiksek basing likit kromatogra-
fik (HPLC), ka¥it kromatografik ve spektrofotometrik yodn-
temler uygulanarak yapilan analizlerle, R. damascena'nin
baglica antosiyanininin, siyanidin 3-5-diglukozit oldu3u
belirlenmistir. Ayrica, kuersetin 3-glukozit, kuersetin
3-glukozilgalaktozit, kuersetin 3-arabinozit, kampferol
3-galaktozilarabinozit, kampferol 3-glukozilarabinozit,
kampferol 3-arabinozit, kampferol 3-ramnozilglukozit,
kampferol 3-ramnozilgalaktozit ve kampferol 3-rutinozil-
7-arabinozit olmak Gzere 9 flavonoidin tanis:i yapilmis-
tir. Yhksek basing likit kromatografisinde belirlenmis
diJexr bazi piklere ise, flavan 3-o0l tanisi konmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Isparta gdld (R. damascena), flavonol-
: lar, antosiyaninler, gl regell
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ABSTRACT

PH.D.THESIS

STUDIES ON THE FLAVONOID COMPOSITION OF PETALS OF ISPARTA
ROSE (R. damascena) AND ITS PRESERVATION FOR JAM
PRODUCTION
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. Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Science and Technology

Supervisor: Prof.Dr. Bekir CEMEROCGLU
1990, 78 pages.
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Rose jam 1is-a treasured food, manufactured from
the petals of Rose damascena (Mill.). The traditional
method of preservation of rose petals for year-round
production of jam is by adding two parts of sugar and one
part petals and storing the mixtures in drums at room
temperature. In this study, £factors influencing color
changes in preserved rose petals and £flavonoid composi-
tion of R. damascena were examined.

Results revealed that improved color retention
could be obtained by blanching petals in 1 % citric aciad
or 0.5 % EDTA solutions for one minute prior to freezing.
The retention of anthocyanins after 12 months storage was
0 % and 70 % in petals preserved by the traditional and
recommended methods, respectively. High Performance
Liguid Chromatographic (HPLC), paper chromatographic and
spectrophotometric analyses showed that the main antho-
cyanin of R. damascena is cyanidin 3-5-diglucoside. Also
9 £flavonoids were identified as gquercetin 3-glucoside,
quercetin 3-glucosylgalactoside, quercetin 3-arabinoside,
kaempferol 3-galactosylarabinoside, kaempferol 3-
glucosylarabinoside, kaempferol 3-arabinoside, kaempferol
3-rhamnosylglucoside, kaempferol 3-rhamnosylgalactoside,
and kaempferol 3-rutinosyl-7-arabinoside. Other several
peaks were identified as flavan 3-ols.

KEYWORDS: Isparta rose (R. damascena), flavonols,
anthocyanins, rose jam
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1-Giris

Ulkemizde regel ve benzeri gidalarin ixetiminde
taze meyvelerin yaninda deyigik ydntemlerle dayanikli ha-
le getirilmis meyveler, hatta bazi sebze ve yaprak gibi
hammaddeler de kullanilmaktadir. Regel lUreten firmalar,
genellikle 1 kisim hammadde lzerine 2 kisim geker ilavesi
ile sezonu iginde hazirlanmig bulunan ve "maya" olarak
adlandirilan bir ara tGrand kullanmaktadirlar. Kalite fak-
tdrd bir tarafa birakilirsa, regel dretiminde bu gekilde
dayanikli hale konmug bir materyalin kullanilmasi ekono-
mik ve halen belki de tek segenek olarak goriilmekte ve bu
sayede sezon digi donemlerde de regel firetimi mimkin ol-

maktadir.

Maya olarak adlandirilan bu Grine en belirgin
6rnek "gil mayasi" dir. Isparta ydresinde yetigtirilen
glillerin tag yapraklarinin %1 kadarinin bu amagla kulla-
nilmakta ve bu yolla 100 ton civarinda "giil mayasi" Gre-
tilmekte oldulu ileri slirGlmektedir (Tortopo¥lu vd 1986).
Belirtilen bu miktar, ekonomik agidan 6nemli sayilabile-
cek dizeydedir.

Gintmizde regel dGretiminde kullanilan gl yap-
raklarinin iglenme ve saklanma kogullarinin yetersizliyi
nedeniyle glile 6zgli renkte giil regeli Gretimi mimki@in ol-
mamaktadir. Ayrica belirtilen bu yd6ntemle tiretilen maya-
larda hakim olan uygun kogullar nedeniyle olugan agir:
inversiyon sonucunda, regelde kristallenme olugumu ve re-
¢ele asiri mikrobiyel yik taslhma51 gibi sorunlarla da
kargilagilmaktadir. Bu durumda renk sorununun ¢ozimd igin
yapay veya doYal boyalarin kullanimi gerekli olmaktadair.
Ancak yapay boyalarin sa¥lik dzerine herkesce bilinen o-
lumsuz etkileri yiizinden son yillarda bu Grinlerde kul-
laniminin yasaklanmis olmasi, mevcut dodal boyalarin ise
bu amaca tam uymamasi, bu firiinlerde istenen renk tonunun
elde edilmesini olanaksiz kilmaktadir. "Maya" kullanmanin



regelde neden oldulu kristalizasyon ve regele agiri mik-
robiyel ylik tasinmas:i gibi sorunlarin ¢6zGmid iginse yeni
muhafaza teknolojilerinin geligtirilmesi gerekli olmakta-
dair.

Bilindi¥i gibi pek¢ok meyve ve ¢igeklerin renk-
leri antosiyanin adi verilen pigmentlerden kaynaklanmak-
tadix. Gilinimizde bu pigmentierin bitkiler ddnyasindaki
da¥dilimi, kimyasal ve biyokimyasal niteliklexri hakkinda
pek cok veri ortaya konuimus bulunmaktadir. Ozellikle son
yillarda, antosiyanin pigmentlerinin difer baz: flavono-
idlerle bir arada bulunmasi halinde stabilitelerinin son
derece arttiyi belirlenmis oldulundan gidalarin do¥al bo-
yalarla renklendirilmesi 'konusunda Oniimize yeni ufuklar
agilmigtir (Mazza ve Brouillard 1987, Mazza ve Brouillard
1990, Asen vd 1972). Bu arastirmayla baslangigta sadece
glil yapraklarinin renk stabilitesinin arttirilmasi hedef-
lenmigse de galismanin ileri asamasinda glilan flavonoid
yaplsinin belirlenmesinin gerekli oldu¥u sonucuna varila-
rak aragtirma bu ydnde genigletilmigtir. Ulagilan bulgu-
larla R. damascena'nin flavonoid yapisi aydinlatilarak
literatiire kazandirilmigtir. $u husus vurgulanmalidir ki
pigment stabilitesini arttirabilmek agisindan &nemleri
yukarida belirtilen £flavonoid preparatlarinin fiyatlara-
nin son derece ylksek olmalari nedeniyle glinGmizde pratik
olarak kullanim olanaklari olduk¢a sinirli bulunmaktadair.
Bu nedenle aragtirmada, 8ncelikle pratikte uygulanma ola-
nadina sahip segenekler arastirilmigtir. Bu amagla konu
tzerinde yﬁrﬁtﬁlen 6n denemelerden alinan sonuglar defer-
lendirilerek daha sonra bu 8n deneme sonuglarinin bazila-
r1 bir sempozyumda kisa bir bildiri ile sunulurken, diler
taraftan bir periyodikte yayimlanmigtir (Cemerollu vd
1989).

Gil yapra¥inin genel bilegimi ve muhafaza yon-
temleri fizerinde yapilan galismalarain Snemli bir bSlGmi-
ni, glilin flavonoid yaplsinin incelenmesi ve aydinlatil-
mas1 olugturmustur. Nitekim 28 farkli flavonoidin, HPLC



aygitinda "metanol-formik asit-su" stGrikleyici solvent-
leri kullanilarak gelis zamanlari, ultraviyole maksimum-
lar: ve kapasite faktodrleri 1literatiire kazandirxrilarak
bulgular Wulf ve Nagel (1976), Daigle ve Conkerton
(1982), Casteele vd (1983) ve Mazza (1986) tarafindan ha-
zirlanan tablolar ile kargilagtirilmig ve bu tablolar
bazi farkli . .flavonoidlerle genisletilmigtir. Ayrica Wulf
ve Nagel (1976) tarafindan strpriz olarak kargilagilan
klorojenik asitin kafelk asitten sonra elue edilmesi
olayi da bir kez daha kontrol edilmistir.

Aragtirmada flavonoidlerin izolasyon ve tanisi-
nin 6nemli bir a¥irlik kazanmasi nedeniyle, bu konuda uy-
gulanmig metodlar oldukga ayrintilarla verllmigtir. Bu
konuda ¢ok az Tirkge kaynak bulundulundan bu alanda gali-
sacak aragtiricilarin, bazi ydntemlere kolaylikla ulagma-
s1 amaglanmigtir. "Materyal ve Metod" boSliminin bu neden-
le genis tutuldulunun vurgulanmasinda yarar bulunmakta-

dir.



Z2—KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK
ARASTIRMASI

Rosa damascena (Mill.) lkemizde Isparta yore-
sinde 8zellikle giil ya¥ina islenmek amaciyla Gretilmekte-
dir. Bu nedenle Tirkge kaynaklarda "Isparta G4la" olarak
anilmaktadir. Bu Grd@nGn Tdrkiye disindaki baslica Greti-
cileri Bulgaristan, Suriye ve Sovyetler Birli¥i'dir. Dtin-
ya fdzerinde gil tarim 'yapllan alanlarin toplami 9.305
hektar olup, gil ya¥i1 tGretimi ise 13 ton'dur (Staikow
1966; Krissmann 1981' dan). Bu kaynakta Tdrkiye'de giil
tarimi yapilan alanlar hatali olarak 1.385 hektar olarak
bildirilmektedir. Gergek alan 1ise 65.757 dekardir (Okur
1989).

R. damascena literatiirde "damask gila"™ veya "ka-
zanlik glild" olarak da isimlendirilmektedir. Damask ismi-
nin Suriye'nin "Damascus" (Sam) ili ile bir ilgisinin ol-
madi1y1, "damask" isminin ayni O6zellikleri tasiyan bir ¢ok
gil 4Grd igin kullanildi¥a bildirilmektedir. R. damasce-
na, orijini Avrupa ve Oxrtado¥u olan R. gallica ile oriji-
ni Yakin Do¥u olan R. phoenica 'nin doY¥al melezlenmesi
sonucunda ytzyillar Once ortaya e¢ikmistir (Cogiatti
1986).

Bir goncadaki petallerinin sayisi 30 olan R. da-
mascena Dofu Avrupa‘'da esas olarak attar adi verilen ham
gl ya3¥1 Gretimi amaciyla yetigtirilmektedir (Krissmann
1981, Haring 1986). Attar'in bilesiminde rodinol, gerani-
0l, nerol, l-linalool, fenil-etil alkol, farnesol, sit-
ral, 6jenol ve karvon adli bilegikler yer almaktadir. At-
tar Gretimi amaciyla kullanilan baglica giil gesitleri R.
damascena, R. alba, R. centifolia, ve R. gallica'dir. Bu
gliller arasinda ugucu yay kalitesi ve verimi ydniinden en
deferli olani R. damascena' dir. Kiga en dayanikli olan
glil gesidil ise R. alba'dir (Krissmann 1981).



Avrupa'da 1575 yilindan bu yana taninmakta olan
R. damascena'nin en belirgin 6zelliydi yo¥un ve hog Dbir
kokuya sahip olmasidir (Crockett 1975, Lindley 1979).

1989 yilinda tGlkemizde giil tarimina ayrilmig bu-
lunan arazi toplami 65.757 dekar olup, bu arazinin % 60':
Isparta, % 28.5'i Afyon ve % 10'u ise Burdur ili sinirla-
r1 icerisindedir. Ayni yi1l, gl yapra¥di, gil ya¥i ve gil
konkreti (attar) ﬁretimleri ise sirasiyla 3.946 ton, 987
kilogram ve 1.076 kilogram olup, giil ya¥inin 403 kilogra-
mi, konkretin ise 454 kilogrami yurt digina satilmigtair
© (Okur 1989).

Glil yetigtiriciliyi esas olarak giil ya¥r Gretimi
igin yapilmaktaysa da, bir kisim glil yaprayi tilkemizde
regele 1islenmektedir. Giil regeline islenmesi agisindan
gil yapra¥inin niteliklerinin arastirildi¥i herhangi bir
yayina rastlanmamigtir. Ancak Tortopo¥lu vd (1986) tara-
findan ylr@itilmis dar kapsamli bir On galigmada bu konu-
da baz: yarg1léra var11méya ¢aligsilmistir. Ayrica gl re-
g¢eline iligkin bazi bilgiler ilgili Tidrk Standardinda bu-
lunmaktadir. Nitekim bu standardda (Anonymous 1987) gl
regeli; "GGl bitkisinin (Rosa damescena M.) taze veya se-
ker iginde muhafaza edilmis tag yapraklarindan izin veri-
len katki maddeleri ile hazirlanan ve 1s1 iglemi ile bel-
1li koyulu¥a getirilmis olan gida maddesidir" geklinde ta-
nimlanmaktadir. Gl regellerindeki renk sorunu gdzdninde
tutularak standardda "gerektidinde renklendirici olarak
vigne suyu kullanilabilir" ifadesi de yer almaktadair.

Gil yapra¥i lizerinde herhangi bir aragstirma ya-
pllmamlssa da gil yaY¥:r fizerinde gok sayida galisma oldu-
Yuna kugku yoktur. Nitekim Bulgaristan'da lizetilen gl u-
¢ucu ya¥larinin kimyasal bilesiminin incelendi¥i bir a-
ragstirmada sekiz farkli glilyay: ele alinmigs ve ugucu ya-
gin en O6nemli iki bileseninin sitronellol (%22.5) ve ge-
raniol (%22.2) oldudu, ayni arastirmada ele alinan bir
Tirk gqiil ya¥inin bilegiminin de dider Orneklerle biyiik



bir benzerlik gdsterdiydi ifade edilmektedir (Dimov ve
Tsoutsoulava 1987). Ancak gl ya¥i bu aragtirmanin konusu
diginda bulunmakta oldujundan, bu konuda daha fazla bilgi
aktarmaya gerek gdrGlmemigtir.

Dier taraftan giil regelini gekici kilan en 6-
nemli 6zelliklerinden birisinin, kendine 8zgli pembe rengi
oldugu unutulmamalidir. Bu rengin olugumunda birinci de-
recede etkili olan antosiyaninler, fenolik maddeler gru-
buna girerler. Ayrica son zamanlarda belirlendidi gibi
antosiyaninler bitki blinyesinde bulunan diY¥er £fenolik
maddeierie etkilesime girerek rengin olugumu dzerinde
ikinci ve daha giigld bir katk1da bulunmaktadirlar (Mazza
ve Brouillard 1990). Bu ag¢idan giil yapra¥inin fenolik
maddeler igeriyi son derece Snemlidir. Bitkiler dinya-
sinda ¢ok yaygin olarak bulunan maddelerden birisi olan
fenolik maddeler, bitkilerin odunumsu yapidaki cansiz ki-
simlarinin disinda kalah tim organlarinda yer almaktadir.
Fotosentez yolu ile uUretilen karbonun %2 kadari fenolik
maddelere ddnigmektedir. Tim dinyadaki bitkisel varliklar
dikkate alininca bu oran yillik olarak 1 milyar ton kar-
bona kargilik gelmektedir (Markham 1982).

Fenolik maddeler kendi aralarinda fenolik asit-
ler ve flavonoldler olmak Gizere iki ana gruba ayrilmak-
tadir. Fenolik asitler de yine hidroksisinnamik asitler
ve hidroksibenzoik asitler olmak {zere iki ana gruba ay-
rilmaktadir. Hidroksibenzoik asitler Cg-C, yapisinda,
hidroksisinnamik asitler ise C.-C, yapisinda olan madde-
lerdir. DiYexr bir £fenolik madde grubu olan flavonoidler
ise Cg-C53-Ce Yyapisinda maddelerdir. Hidroksibenzoik ve
hidroksisinnamik asitler renksiz olduklari halde £lavo-
noidlerin bazilari renksiz, bazilar:i ise renklidirler. En
6nemli hidroksibenzoik asitler kuinik asit, gallik asit
ve 4-hidroksibenzoik asit gibi bilegiklerdir. Meyve ve
sebzelerde en yaygin olarak bulunan hidroksisinnamik a-
sitlexr ise kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit-
lerdir (8ekil 2.1) (Cemero3dlu 1986).



. HO OH
a b
OHQ HO*@—C—(H-COOH
' COCH &
$ekil 2.1. Hidroksibenzoik asit(a), hidroksisinnamik asit
(b) ve flavonoidlerin(c) genel formilleri.

(Cemerodlu 1986)

GﬁnﬁmﬁZde bilindi¥i kadari ile bu G¢ grupta yer
alan maddelerin sentezlenmeleri birbirleri ile yakindan
ilgilidir. Urnedin sinnamik asit, fenil alaninden, p- ku-
marik asit ise.tirozinden olugmaktadir. Di¥er bir olasi-
11k ise p-kumarik asitin do¥rudan sinnamik asitten olug-
tuldu yoniindedir. Daha sonra p-kumarik asitten galkonlar
olugmakta ve galkonlardan ise diYer flavonoidler tlremek-
tedir (Sekil 2.2) (Wong 1976).

DoYdada rastlanan flavonoidlerin en yayginlari ve

kimyasal yapilari ise Tablo 2.l1l'de gbrilmektedir.

Flavonoidlerin 1izolasyon ve tanisi oldukga uzun
galisma ve testlerden sonra gergeklegtirilebilmektedir.
arneQin bu amag¢gla bunlarin ultraviyole igik altinda ve
amonyakli veya amonyaksiz ortamda verdikleri renklerden
de yararlanilmaktadir. Bu testle 1ilgili temel kriterlex
Tablo 2.2'de 6zetlenmigtir.

Flavonoidlerin yapisinin belirlenmesinde bu mad-
delerin metanoldeki absorpsiyon spektrumlarindan da ya-
rarlanilmaktadir. Antosiyaninler {izerinde bu amag¢la ya-
pilan testlerde ¢O6zlci olarak kullanilan metanol % 0.01
oraninda HCl igermelidir. Absorpsiyon spektrumlari genel-
likle iki absorpsiyon maksimumu igermektedir. Bu bantlar,
bant II (240-285 nm) ve bant I (300-550 nm) olarak adlan-
dirilmaktadir. De¥igik £flavonoidlerin absorpsiyon maksi-
mumlari Tablo 2.3'de, bunlarin bazilarina 1iliskin spekt-
ral eYriler ise Jekil 2.3'de gdsterilmistir.
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gekil 2.2. Flavonoidlerin olugum basamaklazi(Wong 1976).



Tablo 2.1.
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Flavonoidlerin en yayginlari ve kimyasal
yapilari (Markham 1982, Swain 1976 a,b,
Geissman 1962)

FLAVONLAR

Rzisin
Bakalelin

Apijenin
Akasetin
8kutella-
rain
Hispldu~-

1in
Luteolin
Krisoeri-
yol
Diosmetin
Trisetin
Trisin
FLAVONOLLAR

Galanjin

Fisatin

Kampferzol
Kampferid
Robinetin
Herbase-
tin
Kuexsetin
Ramnetin
lzozamne-
tin
Mixisetin
Ruerseta-

gatin
Gosipetin

5,7-0H
5,6,7-0H

$,7,4'-0H

- 4="Me

apijenin

5,6,7,
4'-0H

6-Me sku-~
tellarein

5,7,3%,
4'-CH

3t-Me
luteolin

4'-Me
luteolin

5,7,3',4',
5*~0H

3¢,5'-Me
trisetin

3,5,7-0H

3,7,3',4'-OH

3,5,7,4'-0H
4'-Me
kampferol
3,7,3,4°,
5'-oH
3,5,7,8,
4'-0H
3,s8,7,3,
4'~0H
T-Me
kuezsetin
3'=-Me
kuersetin
3,5,7,3',4',
5'-0H
3,5,6,7,3',
4'-0H
3,8,7,8,3',
4'-0H

$ZOPLAVONLAR

Daldzeln

Formono-
netin

Genistein
Biyoganin~
A

Orobol

Tektorli-
Jenin

Baptijenin
FLAVONONLAR

Pinosemb-
zin.

LikOriti-
jenin

Narinjenin
Sakurane-
tin

Eriodikt-
yol

Hesperetin

piutprorLA-
VONOLLAR

Pinobank-
sin

Aromadend-
ron

Fustin

Takslfolln
KATESINLER

(+)
kategin
(+) gallo-
kategin

=)
eplkategin
=)
epigallo-
kategpin

7,4'-0H

4'-Me
daldzeln

5,7,4'-0H

4'-Me
genls-
tein

5,7,3,4'-
ol
5,7,4'~0H
6-0OMe

5,7,3',4%,5
'-oH

5,7-0H
7,4'0H
5,7,4'-0H
7-Me

narinjenin
5,7,3',4'-
OR

4'-He
erxiodiktyol

3,5,7-0H
)

3,5,7,4'-0oH1
3,7,3',4'-
OH

3,5,7,3%,4°
~OR

3',4'-0H,
5'-H(2z)
31,4',5'-0H
(2x)

3%,4'-08,
5*-H(38)
3¢,4',5'-0H{38)

BiFLAVONO-~
ipLER

Agathisto-
£lavon

Kupresul-
goflavon

Amentofla-
von

Ginkjetin

skiadoptl-~
sin

Robusta-
£lavon

Hinokifla-~
von

Okina-
£lavon

ANTOSE YA-
NipiNLER

Apljenidin

Luteolini-
din

Pelargoni-
din

8iyanidin
Peonidln

Petunidin
Malvidin

GALKONLAR

tzoliklzi~
tijenin

Buteln

okanin

AURONLAR

stlffretin

Aureusidin
Maritimetin

Leptosidin

6,8''~
biapljenin

8,8~
blapijenin

) Jloil-
biapljenin

Amentofla-
von 7,4'dl-
metil eter

Amentofla-
von 7,4,
4t el
metileter

s'al'l_
biapljenin

6,4'''pl-0-
apljenin

31,41 10pi="
O-apijenin

5,7,4'-0H

5,7,3',
4'-OH

3,5,7,4'-0H

3,5,7,3',
4'-0H

3'-Me
slxanldln

3'=Me dalfinidin

3',5'-Me
delfinidin

2',4',4-0H

2',47,3,4-
OR

2',3',4',3,.
4,-OH

6,3',4'-0H
4,6,3',4'- OH
6,7,3',4'- OH

5,3',4'-0“,
7-0Me




Tablo 2.2. Flavonoidlerin amonyakli ve amonyaksiz ortamda
ultraviyole 11k altinda verdikleri renkler
{Markham 1982)

Flavonold rengi

Tana

Amonyaksiz Amonyakli ortam
ortam
Koyu mor Sari,sari-yesil a)5-0H flavonlar veya flavonollar(3-0O-
veya yesil da 4'0OH mevcut)
b)Nadiren 5-OH flavononlar veya B hal-
kasinda OH olmayan 4'-OH galkonlar
Renk degigimi a)Genelde flavonlar veya serbest 4'OH
gok az veya hig tan yoksun 5-OH flavonollar
yok b)Baz1 6-veya 8-OH flavonlar ve 5-OH
. bulunduran flavonollar
c)1zoflavonlar,dihidroflavonollar,bi~
flavonlar ve bazi 5-OH igeren fla-
vononlar
d)Sexrbest 2-veya 4- OH igermeyen,ancak
2'-veya 4'-OH igeren galkonlar
Agik mavi Bazy 5-0OH flavononlar '
Kirmizi veya Serbest 2-ve/veya 4-OH igeren galkonlar
turuncu .
Floresan Floresan sari- a)Serbest 5-OH den yoksun flavonlar
agik mavi yesil veya veya flavononlar
floresan mavi- b)3-0OH doymus ancak serbest 5-OH den
yesil yoksun £lavonollar
.Renk degisimi Serbest 5-OH den yoksun lzoflavonlar
gok az veya hig
yok
Parlak floresan Serbest 5-OH den yoksun izoflavonlar
agik mavi
GOrlinmez Floresan agik Serbest 5-OH den yoksun izoflavonlar
mavi
‘Mat sari, Renk deglgi- Serbest 5-OH igeren veya igermeyen
sari veya mi ¢ok az - ancak serbest 3-OH igeren £lavonollar
floresan veya
turuncu hig yok
Floresan Turuncu veya Serbest 4'-OH ligeren auronlar ve bazi
sari kirmizi 2-veya 4-OH galkonlar

Sari-yesil,
mavi-yesil
veya yesil

Renk deglsimi
gok az veya hig
yok

a)4'-0OH den yoksun auronlar ve serbest

5-0H den yoksun £lavononlar .

b)Serbest 5-OH igeren veya igermeyen,
ancak serbest 3-OH igeren flavonollar

Mat turuncu- Mavi Antosiyanidin 3-glukozitler
kirmizi veya
morumsu .
parlak kir- Mavl Antosliyanidin 3-5 diglukozitlerin
miz1l veya birgodu

~ floresan

sarl
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Tablo 2.3. De¥igik £flavonoidlerin absorpsiyon maksimum-
lari (Markham 1982)

Band II (nm) Band I (nm) Flavonoidler
250-280 310-350 Flavon
250-280 330-360 Flavonollar (3-OH badli)
250-280 . 350-385 Flavonollar (3-OH serbest)
245-2175 310~-330 omuz {zoflavonlar
245-275 Yaklagik 320 de }zoflavonlar (5-deoksi,
’ pik 6,7-dioksijen igeren)
275-295 300-330 omuz Flavononlar ve dihidro-
. flavonollar
230-270 (az yo¥un) 340-390 calkonlar
230-270 (az yodun) 380-430 Auronlar
270-280 465-560 Antoslyanidin ve antosi-
yaninler
270-280 465-560 ve 310-330 Asillenmis antosiyaninler
da 3. pik :

Tablo 2.3'de yer alan "asillenmis antosiyanin" te-
rimi,yapisinda aglukon ve sekerin yani sira kumarik, kafeik,
asetik, malonik, ferulik asitler gibi organik asitler ige-
ren antosiyaninler ig¢in kullanilmaktad:ir.

Flavonoidlerin metanoldeki absorpsiyon spektrum-
lari, bu maddelerin tipleri hakkinda biyik Olgide £ikir
vermekle birlikte sadece bu verilerle herhangi bir yargiya
varabilmek olanaksizdirx. Bu nedenle metanol igerisinde ¢o6-
zGnmis durumdaki £flavonold ¢dzeltilerine, yapilarini aydin-
latabilmek 1ig¢in de¥isik kimyasal maddeler eklendikten sonra
absorpsiyon maksimumu gostexrdikleri dalga boylarinin de3i-
Simi gdzlemlenir. Dalga boylarindaki bu de¥igim olgusu 1li-
teratirde "shift olugumu" olarak adlandirilmaktadir. Orne-
gin iyi taninan bir flavonon olan narinjeninin metanoldeki
¢ozeltisine ait spektral edrinin pik noktalari 289 nm ve
326 nm (omuz) oldu¥u halde, sodyum metoksit eklendikten
sonra bu defderler 245 nm ve 323 nm olarak delYismektedir.Fla-
vonoidlerin tanisinda yararlanmak amaciyla bu shift olusum-
larina iligkin olarak hazirlanmig bulunan bir ¢ok sekil bir
araya getirilmigtir (Mabry vd 1970). Shift reaktiflerinin
flavonoidlerin tanisinda kullanimini agiklayabilmek igin
Tablo 2.4, Tablo 2.5, Tablo 2.6 ve Tablo 2.7 verilmigtir.
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AN
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> C — ?B/
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i ZOFLAVON (genistein)

FLAVANON (narinjenin)
veya DIH1DROFLAVONOL

FLAVON (apijenin)

FLAVONOL (kampferol)

CALKON (4,2',4'-

////// trihidroksi)
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trihidroksi)
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elarqonidin 3-0-
(P | J | ramn021t)
250 300 350 400 L50 500  nm

gekil 2.3. Egit hidroksillenme basamadindaki bazi flavo-
noidlerin ultraviyole-gdrinGr spektrumdaki
spektral edrileri (Markham 1982).
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Tablo 2.4. Flavonoidlerin metanoldeki spektral egri-
lerinde NaOMe eklendikten sonra olugan de-

Yismeler (Markham 1982) *

‘Olugan deglsmelex

Tani
Flavonoid Band I Band IIX .
:Flavonlar Shrekll aza- 3,4'-OH, A-halkasinda
Flavonollar lan yodunluk, o-diOH, B~ halkasinda
yapi bozulmasi 3 teget OH
+45 1le 65 nm 4'-OH
de sabitlesme,
yogunlukta
azalma yok
+45 1le 65 mm 3-0H,serbest 4'-OH
de sabitlesme, yok
azalan
yodunluk-
320-335 nm de yenl band 7-CH
Yzoflavonlar Shift yok A-halkasinda-OH yok
Flavononl .
DT, o Stre ile aza- A-halkasinda o-diOH
nollar 1an .yogunluk {azalma gok yavas ise
izoflavonlarda B~hal-
kasinda o-diOH)
280 nm den 325 5,7-OH flavononlar
mm ye shift, ve dihidroflavonollar
- azalan :
yodunluk,
fakat 330-340 7-OH,serbest 5-OH yok
nm ye kadar
¢alkonlar +80 ile 95 nm 4'-0OH (auronlar)
Auronlar (artan yo-~ '
gunluk)
+60 ile 70 nm 6-OH, 4'oksijen yok
{artan yo- (auronlar)
dunluk)
Daha kiglk 6-0H,4'oksijen var
shift {auronlar)

+60 ile 100 nm
(artan

yodunluk)
+60 ile 100 nm

{younlukta
artma yok)
+40 1le 50 nm

4-OH galkonlar
2-OH veya 4'-CH ve
4-OH yok

4'-OH(ayrica 2'~OH
veya 4-OR da var)

1ghift reaktiflerinin hazirlaniglari arastirmanin Materyal

ve Metod kisminda verilmisgtir.
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Tablo 2.5. Flavonoidlerin metanoldeki spektral e¥rile-
rilerinde, NaOAc eklendikten sonra olugan
deYismeler (Markham 1982)

Olugan dedigmeler

Flavonoid Band I Band II Tani.
Flavonlar +5 ile 20 nm 7-0H
Flavonollarx (6-veya 8-

Yzoflavonlar oksijenasyon

varsa daha az

Zamanla azalan yoJunluk Alkaliye duyarli
grup (6,7 veya 7,8
veya 3',4'-

diOH)
Flavononlar +35 nm 7-0OH(ve 5-0H)
Dihidrofla- +60 nm 7-0H(5-0H yok)
vonollar .

Zamanla azalan yoJunluk Alkaliye duyarla
grup(6,7 veya
7,8-3di0H

¢alkonlar Uzun dalga 4' ve/veya 4-0OH
Auronlar boylarinda (galkonlar) 4' ve/
omuz veya 6-OH
: (galkonlar)

Tablo 2.6. Flavonoidlerin metanoldeki spektral efrile-
lerinde, NaOAc/HpBO, eklendikten sonra olu-
san deYismeler (Markham 1982)

Olugan defigmeler

Flavonoid Band I Band II Tani
Flavonlar +12 ile 36 nm B-halkasinda
Flavonollar (MeOH o-dioH
Auronlar spektrumuna
galkonlar gdre)

Daha kiiglik A- halkasinda
shift o-di0H (6,7 veya
7,8)
lzoflavonlar +10 ile 15 nm A- halkasainda
Flavononlar (MeOH o-dioOH (6,7 veya
Dihidrofla~ spektrumuna 7,8) '

-vononlar gére)
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Tablo 2.7. Flavonoidlerin metanoldeki spektral elrile-
rinde, AlClg ve AlCly/HCl eklendikten sonra
sonra olugan de¥ismeler (Markham 1982)

Olusan dedismeler

Tani
Flavonold ve Band I Band II
reaktif
Flavonlar ve -+35 ile 55 nm 5-0H
flavonollar +17 ile 20 nm 5-0H (6
{AlCl,/HCl) oksijenasyon)
DeJigme yok 6~-prenyl ve
mahtemelen 5-
+50 ile 60 nm OH)
Muhtemel 3-0H
(AlCl,) AlClg,/HCl (5-OH
shifti var veya yok)
+30 ile 40 nm B-halkasinda
o~di10H
AlCl,/HC1 A~-halkasinda
shifti +20 ile o~di0H
25 nm ' (B-0o~diOH in
yanisira)
zoflavonlar +10 ile 14 nm 5-0H
Flavenonlarx {}zoflavonlar)
Dihidrofla- +20 ile 26 nm 5-0H
vonollar (Flavononlar,
dihidroflavonollarx)
(AlCly,) AlCl,/HC1 A-halkasinda
shiftt o-da10H
+11 ile 30 nm (6,7 ve 7,8)
AlCly/HCL 5~ OH
shifti igermeyen
+30 ile 38 nm pPihidrofla-
(NaOAc duyarli) vonol
Auronlar +48 lle 64 nm 2'-0H
galkonlar +40 nm ¢alkonlar
{AlCl,/HCL) 2'-0OH
+60 1le 70 nm g¢alkonlar
(3'~oksijen
(AlCly) AlCl,/HCl1 var)
shifti 4-0H auronlar
+40 {le 70 nm
Daha az artisg B-halkasinda
o-di0H
Muhtemelen A-
halkasinda o-
daioH
Antosiyanin- +25 lle 35 nm° 0o-dioH
ler (pH 2-4 te)
Antosiyani-
dinler Daha blylk goklu o-dioOH
(AlCly) shift veya
- o-dioH (3~
deoksl
antosiyani-

dinler
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Antosiyaninlerin tanisinda tim shift reaktifle-
rinin kullanilmalarinin gerekli olmadi¥ina yukarida de-
Yinilmigti. Bunlarda shift reaktifleri yerine, %0.01 o-
raninda HCl igeren metanolde elde olunan absorpsiyon
spektrumlarindan yararlanilarak saptanan E44q/Eyig max Ve
By max’BVIS max degerlerihden yararlanilmakta ve sonug-
larain daha anlamli olmasi agisindan bunlar yiizde olarak
ifade edilmektedir. Burada B44q: 440 nm' deki absorbans
deferini; Eyrg max:@: ©O0riinir spektrumda maksimum absorbans
dalga boyundaki absorbans de¥erini ve nihayetEyy qax?
Ultraviyole spektrumda maksimum absorbans dalga boyun-
daki absorbans deYerini gdstermektedir. Bazi antosiya-
ninlere 1iligkin spektral veriler Tablo 2.8'de gdriilmek-
tedir (Francis 1982).

Tablo 2.8. Bazi antosiyaninlere iliskin spektral veriler
(Franclis 1982)

%0.01 mta“ E.Nmu/ E.stlpik/. Eqao,
Pigment ‘noldekidmax  BEuremex Evismex  Evismax

degeri (%) (%) (%)
Pg 5-G --, 513 _— 15
Pg 7-G 270,508 51 42
Pg 3-G 270,506 64 38
Pg 3-5-GG 269,504 45 21
Pg 3-7-GG 279,498 69 42
Pg 3-RGa 268,508 70 39
Cn 3G 274,523 60 24
Cn 3-Ga -, 526 24
Cn 3-5-GG 273,524 44 13
Pn 3-G 274,523 60 24
Dp 3-G 276,534 54 18
Dp 3-5-GG 273,533 42 11
Pt 3-G 276,534 54 18
Mv 3-G 276,534 54 18
Mv 3-5-GG 273,533 42 11
Pg 3-5-GG 289,313,507 _— 60 21
-+kumarik asit
Pg 3-5-GG 285,329,507 - 48 21

+kafelk asit
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Tablo 2.8 (devamli)

%0.01 meta- Envmaws PBastipins Eaao,
Pigment noldeki 2 max Evzemax BEvimmas Eozemar
degeri (%) (%) (%)
Pg 3-XG-5G- 289,328,509 _— 92 20
+kumarik+ ‘ '
ferulik asit
Pg 3-GG-5G+ 278,310,523 - 60 17
kumarik asit
Cn 3-GG-5G 282,333,530 — 88 14
+2ferulik
asit
Cn 3-Giku- 284,310,527 — ' 64 21
marik asit )
Dp 3-RG- 302,320,544 —_ 142 19
5,3'5'GGG
+2 kafeik,
ferulik ve
kumarik asit
Pt 3-RG-5-C 282,310,538 - 71 11
+kumarik asit .
Pt 3-RG-5-G -——,310,540 - 130 12
+2 kumarik
asit
Mv 3-5-GG 282,305,536 — 64 10
+ kumarik
asit

Not: Pg:pelargonidin; Cn:siyanidin; Pn:peonidin;
Pt:petunidin; Dp:delfinidin; Mv: malvidin;
G:glukoz; R:ramnoz; X:ksiloz; Ga:galaktoz.

Bitkiler aleminde bu kadar yaygin olan fenolik
maddelerin kuskusuz ki hayvanlarln metabolizmasi Gzexrinde
de¥igik fonksiyonlari vardir. Ancak f£lavonoidlerin insan
organizmasindaki islevleri heniiz yeteri kadar arastiril-
mamistir. Halen bilindiYi kadari ile flavonol aglukonlara
kanama durdurucu ve cilt gerginlegtirici etkiye sahiptir.
Biflavonoidlerin Vitamin P aktivitesine sahip olduklar:
ve askorbik asit ile sinerjitik etkilegime girerek damar
sertliklerini azalttiklari bilinmektedir. Izoflavonoidler
ise =zay1f Ostrojenik aktivite gdstermektedirler (Francis
1985).
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Antosiyanin pigmentlerinin 0ddem dnleyici etkisi
de kanitlanmis bulunmaktadir. Ozellikle Vaccinium tiirle-
rinden elde olunan pigment ekstraktlari halen bu amagla
kullanilmaktadir (Harborne ve Grayer 1988).

Flavonoidlerin gida endiistrisi agisindan Onem-
leri ise bu maddelerin gidalarin islenmeleri sairasinda
bazi esmerlegme reaksiyoniarlnda yer almalarindan kaynak-
lanmaktadir. Turunggil flavononlarindan bazilari yapay
tadlandirici olarak gelecek vaad etmektedir. Ayrica bu
- maddelerin bazilarinin odalardaki istenmeyen kokulari gi-
‘dermeleri ve oda havasini dezenfekte etme olanaklari lze-
rinde durulmaktadir. Di8er taraftan flavonoidlerin bir-
¢oYu antioksidan etkiye sahipse de bu maddelerin sudaki
¢6zlnlrliklerinin sinirli olugsu, bu amagla kullanimlarinai
sinirlamaktadir (Francis 1985).

Flavonoidlerin bitkiler dfinyasindaki dnemleri i-
se bu maddelerin bbcekleri cezbederek tozlanmayi sa¥lama-
larindan (Swain 1976a) ve ylksek molekiil a¥irli¥indaki
prosiyanidinlerin, proteinlerle badlanmasi ile ortaya gi-
kan bilegiklerin bitkilerin savunma sisteminde 6nemli bir
rol oynamasindan kaynaklanmaktadir (Stafford 1988, Putman
ve Butier 1989). Ayrica antosiyaninler bdceklerde larva
geligimini durdurmaktadir. Kateginlerin antosiyaninlerle
ortak etkilesiml sonucunda bu olgu daha da gtglenmekte-
dir (Harborne ve Grayer 1988).

Fenolik madde analizleri; aragtiricilari en gok
udragtiran konulardan birisi olmugtur. Bir taraftan bun-
larin yapilarinin oldukga karmagik olmasi, ¢ok sayida mad-
deyl igermesi ve bazilarinin iz miktarda bulunmasi, dider
taraftan bunlarin izolasyonu ve tanisinda kullanilan ydn-
tem ve gereglerin yetersizliydi, bu alandaki ilk ¢aligma-
larin yeterince basarili -olmasini engellemistir. Onceleri
daha g¢ok ka¥dit kromatografisine dayali analiz metodlari,
yerini son yillarda HPLC metodlarina birakmig ve bdylece
bu maddelerin kimyasal yapisini aydinlatmada blyidk ge-
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ligmeler saylanmigtir. HPLC' nin diYer ydntemlere goére
baslica Gstiin yonleri, duyarlili¥i, hizi ve nicel ana-
lizde kullanim kolayli¥idir (Harborne ve Grayer 1988).
HPLC ile flavonoidlerin tanis:i konusundakil ilk arastirma-
lara 1970 lerde baglanmig ve yapilan birkag aragtirmada
flavonoidlerin HPLC ile kisa siixe 1igerisinde birbirle-
rinden ayrilabilecekleri gééterilmistir (Schwartz ve von
Elbe 1982). Bu konudaki ilk Snemli arastirma Wulf ve
Nagel (1976) tarafindan yapilm1$t1r. Aragtirmacilar tek
solventin kullanildiyi, absorbansin sadece iki dalga bo-
yunda belirlendiyi, gerekli ylksek basincin sisteme azot
gazi veiilerek saylandiy:r ve piklerin gelis sirelerinin
kronometre ile saptandiyi bu galigsmada, ginimiiz kogulla-
rina gére 1ilkel sayilabllecek bir sistemle caligarak 23
adet standardin gelis sfizelerini belirlemislerdir.

Wulf ve Nagel (1978) tarafindan yapilan bir bag-
ka aragtirmada bu kez ikili solvent sistemi ile galigan
bir HPLC kullanilarak Cabarnet Sauvignon Gzlmlerinin ya-
pisinda bulunan ondokuz antosiyanin pigmentinden onalti-
sinin yapisi belirlenmigtir. Ayrica ayni aragtirma ile
ilk kez pigmentlerin miktarlari da saptanmigtir. Bu amag-
la saf malvidin 3 glukozidin bilinen orandaki ¢dzeltisi
hazirlanmig, bu pigmentin pik alani ile diYer pigmentle-
rin pik alanlari kargilagtirilmigtir. Yine Gzimler fze-
rinde yapilan bir baska arastirmada HPLC aygitinda ayiri-
c1 solventlerden birisi olarak ilk kez perklorik asit 964
zeltisi kullanilmigtir (Bakker ve Timberlake 1985). Hale
vd (1986) tarafindan yapilan bir bagka arastirmada ise
solvent olarak 11k kez fosforik asit ¢dzeltisi kullanil-

migtiz.

Yakin ddénemlere kadar 6zellikle, bilinen stan-
dardlarin de¥Yigik sistemlexrdeki (farklai kolon, fark11
solventler ve farkli program) gells slireleri ve bu sire-
lerin farkli olma nedenleri tGzerinde durulmugtur. Antosi-
yanin pigmentlerinde gelis siiresinin, (1): B halkasindaki
hidroksil ve metoksil gruplarinin durumuna, (2): Molekile
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ba¥li gekerlerin sayisina, yapisina ve baflanti sekline,
(3): yapidaki asillenmeye bayli oldu¥u gdsterilmigtir.
Buna gdre sekerlerin ve hidroksillerin sayisi arttikega
pigmentin gelis sitresi kisalmaktadir. Yapidaki metil
gruplarinin sayisinin artigi ve asillenme ise gelis siire-
sini uzatmaktadir (Strack vd 1980, Akavia ve Strack 1980,
Schram vd 1983, Casteele vd 1983 ve Takeda vd 1986a;b).
Yapisinda iki adet metil grubu tasiyan malvidinin gluko-
zitlerinin gelis sireleri genellikle daha fazladar
(Harborne ve Grayer 1988). Siyanidinin de3isik sekerlerle
olan 3-glukozitleri ele alinacak olursa, gelis sireleri
sirasiyla; galaﬁtpzit, glukozit, arabinozit ve ksilo-
zittir (Mazza ve Velio3lu 1990). Delfinidinin (Dp) deyi-
ik tGrevlerinin yapilarindaki hidroksil sayilari ve ge-
lis sfireleri ise ; Dp 3-5 diglukoiit {3), 9:98 dak; Dp 3-
glukozit (5), 13:82 dak; ve Dp klorid (6), 15:13 dak. sek-
lindedir (Casteele vd 1983). '

Daigle ve Conkerton (1982) tarafindan HPLC ay-
giti ile Bondapak kolon kullanarak 34 adet flavonoidin
gelis slireleri saptanmigtix. Bulgqulara gdre en kisa gelig
siresi D-kategin'de (2:14 dak), en uzun silire ise tetro-
krisinde (36:25 dak) saptanmigtix. Kullanilan sistemde
bazi flavonoidler kolayca birbirinden ayrilirlarken, ba-
zi1lar: gok glglikle ayrilmaktadir. Ornedin mirisetin ile
robinin'in gelis slireleri arasindaki fark yalnizca 1 sa-
niyedir.

"Fotodiyot array dedektdxr" ilk kez Andersen
(1985) tarafindan kullanilmigtir. Bu sayede kolondan ay-
rilmis olarak gelen her bir pikin absorpsiyon spektrumu
aninda bir taraftan gozlenirken, diger taraftan da kayait
edilebilmektedir.

DiYer +taraftan antosiyaninlerin aritilmasinda
de¥isik yollar izlenmektedir. Ornedin baglangigta Sep-
hadex kolondan dgeg¢irilen antosiyaninlerin, bir kez de
Polyclar AT (2.5qg), Kieéeléel G, TLC (5g) ve Kieselgel G
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60 (17.5g) igeren kolondan gegirilmesi durumunda HPLC ile
saflastirma islemi Sncesinde oldukga iyi dizeyde bir on
saflagtirma saflanmaktadir (Pouget vd 1990).

ABD ' de kullanimina izin verilen ticari antosi-
yanin preparatlarinin aglukon yapilarinin HPLC 4ile ince-
lendigdi bir aragtirmada ele alinan 10 SrneYin tamaminda
siyanidin, dért tanesinde delfinidin ve peonidin, uger
adedinde ise petunidin ve malvidinin glukozitlerine rast-
lanilmigtaix. Obi-pektin firmasinca f{iretilen "morello
cherry" adli preparat % 100 oraninda cyanidin glukozit-
leri igerirken, gene ayni firma tarafindan Gretilen
"bilberry" adli preparat % 31 delfinidin, % 24 siyanidin,
% 19 petunidin, % 18 malvidin ve % 8 oraninda da peonidi-
nin dedisik glukozitlerini igermektedir. Ticari preparat-
lardaki pigment profilinin belirlendiydi bu aragtirmada
pigmentlerin ylizde oranlari, pik alanlarindan yararlani-
larak hesaplanmigtir (Hong ve Wrolstad 1990).

Strack vd (1980) bazi fenolik asit ve antosiya-
nin standardlarini LiChrosorb kolonuna uygulamiglar ve
piklerin’gelis slirelerini belirlemiglerdir. Ulasilan bul-
gular, piklerin net bir gekilde éyrilmalar1 igin stan-
dardlarin ¢o0zlindGrdlda¥d solventin metanol ve asitin ya-
nisira su da igermesi gerekti¥ini ortaya koymaktadir.

Kateginler ve difYer bazi flavonoid ve fenolik
asit drneklerinin ele alindi¥i bir aragtirmada, kategin-
lerin HPLC ile ayrilmalarinda antosiyanin ve antosiyani-
dinlerde oldulu gibi gelig sireleri ile ilgili olarak
birtakim kurallar konulmasinin ¢ok gii¢ oldugu belirtil-
mektedir. Ancak genel olarak "prosiyanidin trimerlerinin
(prosiyanidin C-2) dimerlere (prosiyanidin B-1, B-2,

B-3, B-4, B-5, A-2), dimerlerin de monomerlere (katesgin,
epikategin, afzalein) gbre daha dnce elue edildikleri
sdylenebilmektedir (Casteele vd 1983).

Uziim fenoliklerinin HPLC ile tanisi konusunda
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yapilan bir aragtirmada aragtirmacilar Szellikle tarta-
ratlari, kateginleri ve prosiyanidinleri ele almiglar ve
antosiyaninleri bu maddelerden arindirabilmek amaciyla
"Seppak" adli kartuglardan yararlanmiglardir (Jaworski ve
Lee 1987).

6zellikle yapilarinda asil grubu igeren antosi-
yaninlerin ndtral pH diizeyindeki gidalarda dahi renklen-
dirici olarak gelecek vaad etmekte olduklarinin 68renil-
mesinden sonra (Saito vd 1971, Saito vd 1972, Goto vAa
1983, Asen vd 1970, 1977, Yoshitama ve Abe 1977,
Yoshitama 1978, Yoshitama 1981, Hoshino vd 1980, Hoshino
vd 1981) asillenmis pigmentler icerebilecekleriAtahmin e-
dilen bitki organlarinin (6zellikle mavi renkli gigekle-
rin) antosiyanin yapilari yo¥un bir gekilde incelennis, ve
bu amagla birgok meyve, sebze ve gige¥d¥in antosiyanin pig—
mentleri ¢oYunlukla HPLC 1ile saflagtirilmis ve tanisi
gergeklegtirilmigtir (Takeda vd 1986a, Barberan vd 1987,
Takeda vd 1988, Kim vd 1989, Takeda vd 1989, Takeda vd
1990).

Antosiyaninlerin extraksiyonunda mineral asitle-
rin kullanilmasi nedeniyle yakin zamana kadar birgok an-
tosiyanine gergek anlamda tana konamamigtir (Barberan va
1987). Ekstraksiyon solventlerinde asitlendirici olarak
yodun bir sekilde hidroklorik asitin kullanildi¥:i 1960
lardan giinimiize kadar yapilmig bulunan pek g¢ok aragtir-
malarda ulagilan bulgularin, bu kuvvetli asitin molekiil-
deki asil grubunu uzaklagtirmasi nedeniyle gfivenli olma-
digi, bu deneylerin belki de yeniden ve ancak bu defa da-
ha 1limli asitlerin kullanilmasiyla tekrar edilmelerinin
gerekll oldudu Strack ve Wray (1989) tarafindan ileri sii-
rilmis bulunmaktadir. Ornedin, yapisinda glukoronik asit
iceren bir pigmentin varligi ilk kez ancak 1986 yilinda
gbsterilebilmigtir (Takeda vd 1986b). Ayrica yapilarin-
daki antosiyaninde malonik asitin yer aldi¥: bir ¢ok pig-
ment de gdsterilmigtir (Terahara wvd 1986 ,1989, 1990,
Terahara ve Yamaguchi 1986). 1988 yilina kadar tanisi ya-
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pi1lmis antosiyaninler Harborne ve Grayer (1988) tarafin-
dan bir listede toplanmig bulunmaktadir.

Flavonoid kimyasi konusundaki aragtirmalar, HPLC
nin oldukga glivenilir sonuglar vermesi nedeniyle, gide-
rek antosiyanin disindaki diYer flavonoidlerin de bu sis-
temle belirlenmesi konusuna ydnelmigtir.

Schram vd (1983) petunya bitkisi ¢igeklerinde
HPLC ile yaptiklari bir arastirmada bazi dihidroflavonol
glukozitlerini (narinjenin, eridiktyol, dihidrokampferol
vb.), antosiyaninleri ve fenolik asitleri belirlemigler-
dir. Uygulamada 4 farkl:i solvent sisteminden yararlanil-
mig ve ¢gigek renklerindeki kiiglk de¥igikliklerin p- kuma-
rik asit ile asillenmis antosiyaninlerin tip ve miktarla-
rinin farkliliyindan olustudu ortaya konmustur.

Mazza (1986) "saskatoon berry" (Amelanchier al-

. nifolia Nutt.) meyvelerinde HPLC ile yapti¥: arastirmada

dedigik siyanidin glukozitlerinin yani sira rutin ve klo-

rojenik asitin varligdini da kesin olarak gostermistir. Ay-
rica kromatogramda gﬁrﬁlén kimi piklerin bazi verilere da-
yanilarak, dedigik katesinler ve dihidronarinjenin ksilo-

zit olabilecekleri fizerinde durulmugtur.

Siewek ve Galensa (1984) flavonol glukozitleri-
nin tanisinda yeterli saflikta ve yeterli miktarda &rnek
saflanmasinin olduk¢a giic oldulunu, bu durumun ise 6zel-
likle yapidaki sekerin belirlenmesini gliglestirdi¥ini i~
leri strmekte ve bu amagla "Egger" testinden yararlanila-
bilecedini gbstermis bulunmaktadirlar. Arasticilar dene-
mede flavonoidin benzollenme islemine tabi tutulmadan &n-
ceki ve sonraki absorbans oranlarindan bir yargiya var-
maya calismiglardir. Ornedin bu oranlar kampferolde 2.8
iken, kampferol 3-glukozitte 4.9 ve kampferol 3-rutino-
zitte 6.0 dir. Onerilen bu metodda gdriilen bazi sapmalar
nedeniyle bu uygulama heniiz yayginlik kazanmamistir.
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Elma kabufunun fenolik yapisinin HPLC ile ince-
lendi¥i bir aragtirmada beg adet kuersetin glukoziti ve
bir dihidrogalkon olan £loretinin iki glukoziti belir-
" lenmigtir. Bunlarin yanisira yapidaki bazi flavan 3-ol'
lerin (kateginler), flavan 3-4 diol'lerin (prosiyanidin-
ler) ve klorojenik asitin varliyi gésterilmigtir (Oleszek
vd 1988).

Golden Delicious, Empire ve Rhode 1Island
Creening elma g¢esitlerinin esas fenolik bileglklerinin
tahmin edildi¥i gibi kategin olmadi¥i, bunun yerine epi-
kategin ve prosiyanidin B-2 olduyu gdsterilmistir (Burda
vd 1990).

Elmalardaki esmerlesme reaksiyonlarinin incelen-
mesi amaciyla, enzim olarak ortodifenoloksidaz enzimi,
substrat olarak da klorojenik asit, epikatesin B-2 ve e-
pikatesin C-1'in kullanildi¥i bir model sistem hazirlan-
mi5 ve sistem Gzerine kuersetin ve floretinin glukozitle-
rinin etkisi aragtirilmigtir. Floretin glukozitlerinin
esmerlesme fizerindeki sinerjitik etkisi bu arastirma ile
i1k kez ortaya konmustur (Oleszek vd 1989).

HPLC ile prosiyanidinlerin dedigik kosullardaki
stabilitelerinin de incelenmesi mimkindir. Orne¥in birx
prosiyanidin fraksiyonunun %0.01'1lik asetik asit ¢ézel-
tisi igerisinde iki giin bekletilmesi halinde kromatogra-
£ik profil de¥isirken, reaksiyonda 1mM'lik askorbik asit
veya fitik asit kullanilmas: halinde bu dedigiklidin go-
rilmedidi bu yolla saptanabilmektedir. Buna gdre C-18 ko-
londaki prosiyanidinlerin gelis siireleri polimerizasyo-
ﬁun artigi ile artmaktadir. Nitekim B-3 adli katesin di-
merinin gelig siresi 1:15 dakika iken bu sfireler B-2' de
(epikategin dimer) 3:20 dakika ve B-9'da (epikatesin tri-
mer) 7:60 dakika kadar oldu¥u saptanmistir (Putman ve
Butler 1989).

Prosiyanidinleri, antosiyanidinlere ddni@gtirmek
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amaci ile uygulanan n-butanol-hidroklorik asit testinde
ortamda demir tuzlarinin bulunmasi halinde reaksiyonun
tekrarlanabilirligdi artmaktadir. Kobalt, bakir ve mag-
nezyum kullaniminda ise sonug¢ ayni derecede yeterli olma-
maktadir (Porter vd 1986).

Son yillarda HPLC'nin arastirmalarda yaygin bi-
¢imde kullanilmasiyla fenolik maddeler fGzerindeki calig-
malar yo3unlagmis ve bir ¢ok bitkinin fenolik yapisi ay-
dinlatilmigtir. Bu c¢aligmalar sonucu avokado meyvelerin-
de toplam olarak 16.5-29.8 mg/kg dizeyinde olmak Gizere 16
adet fenolik asit bulundulu (Torres vd 1987), bdéyhurtlende
asillenmig bir kuersetin glukozitinin varli¥is (Wald vd
1986), Brickella longifolia bitkisinde 3 adet kuerseta-
getin sulfat ve bir tane kuersetagetin glukozit bulundu-
gu (El-Sayed vd 1990) saptanmigtir. Ayni sekilde Markham
ve Given (1988) glney kutbuna yakin bdlgelerde yetisen
maki tGrGnde bir bitki olan "antartic byrum" adli bit-
kinin baslica flavonoidlerini saptamiglardir. Buna gore
bitkide, apijenin wve 1luteolinin de¥igik glukozitleri,
bunlarin 6' malonil esterleri, 8-hidroksiapijenin ve 8-
hidroksiluteolin belirlenmistir. '

Digder taraftan antosiyanince zengin meyvelerden
Gretilen UrGnlerde, 6rnedin regellerde renk diizeyinin ve
rengin stabilitesinin 6nemli bir kalite kriteri oldu3u
kuskusuzdur. Ancak son yillarda regel tretimi konusunda
yapilmi§ bulunan birka¢ aragtirma digsinda pek fazla sayi-
da yaylna rastlanamamigtix. Yapilmis bulunan az sayidaki
arastirmalarda da daha ¢ok mekaniki ydntemle hasat edil-
dikleri 4igin olgunlasmamis meyveler igeren gileklerin,
regel Gretimine wuygunluklar:i incelenmigtir. Morxis wvd
(1980), yari olgun gilekler kullanilarak f{Gretilen regel-
lerde antosiyanin miktarinin daha az oldufunu, ancak de-
polama siiresinde bu regellerdeki antosiyanin kaybinin o-
ransal olarak olgun meyvelerden yapilanlara gdre fark
gostermediy¥ini bildirmektedirler.
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Bu konuda yapilan bir bagska galigmada regele ig-
lenecek antosiyanince zengin meyvelerde Gardner kolori-
metresi ile dlgllen "L" de3erinin artigi, elde olunacak
olan regel renginin mat olmasina yol agarken, "a" de¥eri-
nin artisinin ise rengin daha kirmizi olmasina neden ol-
dudu bildirilmektedir (Scholey 1973).

Ham ¢ileklerin de kullanilmasi 4ile elde olunan
regellerde kalite kaybi Gzerinde en etkili faktdériin depo-
lama sicakliyr oldudu ve 35°C nin dGzerindeki sicaklikta
depolanan regellerin alti ay igerisinde tlketilemez nite-
lik kazandi¥i da bir bagka aragtirmada belirtilmektedir
(Spayd ve Morris 198la). Ayni aragtirmacilar tarafindan
yapilan bir bagka aragtirmada, ¢ilek regeli firetiminde
% 25 orani gibil dagtGk miktarda olgun meyve kullanilmasina
ra¥men depolama sicakli¥inin 2°C yi agmamasi halinde alt:
ayin sonunda bile rengin kabul edilebilir dizeyde kaldi-
¥ini, oysa depoléma sicakliyinin 25°C ye'yﬁkselmesi ha-
linde rengin kabul edilebilir dizeyde kalmasi igin olgun
meyve oraninin en az % 50 olmasi gerektidini bildirmek-
tedirler (Spayd ve Morris 1981b). Renk sadece gbriniis a-
¢isindan dedil, GrGnin diYer Gzelliklerini de yansita-
bilen bir Kkriterdir. Nitekim g¢ilek regeli firetimi 1igin
Jonsok, Totem ve Bounty varyetelerinin en uygun varyete-
‘ler oldu¥u saptanan bir aragstirmada bunlardan fretilen
regellerde duyusal de¥erler ile antosiyanin miktari ara-
sinda yilksek bir korelasyonun bulunmakta oldudu saptan-
migtir (Skrede 1980).
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S-MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Aragstirmada esas olarak gfil yagdi t{dretimi ama-
ciyla Isparta ydoresinde tarimi yapilan ve Gilbirlik ta-
rafindan sa¥lanan gil tag¢ yapraklari kullanilmigtir. Gi-
¢eklerin tag yapraklari elle ayrildiktan sonra bunlarin
muhafazasi1 amaciyla asa¥ida verilmis olan gegitli On is-
lemler uygulanmigtar.

3.2. Y¥Yontemler

3.2.1. Muhafaza yontemleri

3.2.1.1. Haglama uygulandiktan sonra dondurarak muhafaza

Uygulama-A: Giil yapraklari beyaz tiilbent torbalara kon-
duktan sonra % 0.25, % 0.5 ve % 1.0 oraninda sitrik asit
(SA) igeren suda 1, 2 ve 3 dakika sﬁre‘ile haglanmigtaizr.
Ornekler daha sonra musluk suyu altinda iki dakika siire
ile soYutulmug, suyun fazlasinin sizilmesi beklendikten
sonra hermetikli kapanan cam kavanozlarda, analiz anina
kadar -25°C'de muhafaza edilmistir.

Uygulama-B: Uygulama-A'daki tim kosullar ayni olmak ize-
re, ancak bu defa farkli olarak o6rnekler, % 0.5 sitrik a-
sit + % 0.5 askorbik asit (AA) ¢b6zeltisi igerisinde 1 ve
3 dakika siire ile haglanmigtir.

Uygulama-C: Uygulama-A'daki tim kogsullar ayni olmak ize-
re, ancak farkli olarak, &rnekler %0.5 oraninda askorbik

asit igeren suda 1 ve 3 dakika sfire ile haglanmigtair.

Uygulama-D: Uygulama-A'daki tim kosullar ayni olmak &ze-
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re ancak bu defa sitrik asit ¢dzeltilexi yerine etilendi-
amintetraasetik asit (di sodyum tuzu) ¢dzeltileri (EDTA)

kullanilmigtair.

Uygulama-E: Uygulama-A'daki tim kogullar ayni olmak fze-
re, ancak bu defa farkli olarak 10, 25, 50, 100, 150, 250
ppm dizeyinde kalay iyonu igeren ¢dzeltlilerde 1 ve 3 da-
kika sGire ile haglama yapilmigtir. Bu amagla metalik ka-
lay ¢ok az miktardaki hidroklorik asit igerisinde ¢oézin-
dirlilmis ve kalayin dngdriilen konsantrasyonlardaki ¢ozel-

tileri hazirlanmigtir.

Uygulama-F: Uygulama-A'daki tdm kogullar ayni olmak fze-
re, ancak bu defa farkli olarak, saf su igerisinde 1 ve 3
dakika siire ile haglama yapilmigtar.

3.2.1.2. Haslama uygulandiktan sonra geker surubu igeri-
sinde dondurarak muhafaza

Uygulama-G: Uygulama-A'daki tiim kogullar ayni olmak lze-
re, ancak bu defa farkli olarak, dondurma iglemi dnce-
sinde G6rneklere 75 brikslik geker surubu eklenmigtir,

Uygulama-H: Uygulama-A'daki tim kogullar ayni olmak {ze-
re, ancak bu defa farkli olafék yapraklara, % 0.5 dize-
yinde sitrik asit igeren suda 1 ve 3 dakika siire ile hag-
lama uygulanmig ve sonra flzerine 40 brikslik seker sgurubu
ilave edilmigtir.

3.2.1.3. Pastorizasyon yolu ile muhafaza

Uygulama-I: Kavanozlara doldurulan giil yapraklari TGzexine
kaynar haldeki saf su eklenmis ve kapaklari kapatilan ka-
vanozlar 100°C sicaklikta 10 dakika sﬁré ile pastorize e-
dilmigtir. Ornekler analiz anina kadar oda sicakliyinda
saklanmigtair.
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3.2.1.4. Sicak dolum yolu ile muhafaza

Uygulama—-J: Yapraklar % 0.5 oraninda sitrik asit igeren
suda 1 ve 3 dakika sfire 1ile haglanmig ve drnekler sicak
haldeki kavanozlara haglama suyu ille birlikte sicak ola-
rak doldurulmug ve hemen kapatilmistir. Ornekler analiz
anina kadar oda sicakli¥inda saklanmigtir.

3.2.1.5. Gi{il yapraklarinin "maya" halinde muhafazasi

Uygulama-K: 1 kisaim yaprak fizerine 1 kisim kristal sgeker
eklenmig ve 6 saat siireyle bekletilmigtir. Bu siirenin so-
nunda bunun ﬁzerine‘karlslmdaki yaprak a¥irli¥inin % 1'i
kadar sitrik asit eklenmis ve iyice karigtirildiktan son-
ra kavanozlara doldurulup oda sicakl:i¥inda saklanmigtar.

Uygulama L: Bu uygulamada halen geleneksel olarak giil ma-
yas1 fGretiminde uygulanan ydntem esas alinmis olup, J8r-
nekler Uygulama-K'da anlatildi¥ir gibi hazirlanmigtir. An-
cak Gretimde sitrik asit kullanilmamistir. Bu deney kont-
rol amaciyla hazirlanmigtairx.

3.2.2.Analiz yontemleri
3.2.2.1. Toplam antosiyanin tayini

Yukarida belirtilen gekillerde hazirlanmiy bulu-
nan 8rneklerde toplam antosiyanin tayini 1, 3, 6 ve 12.
aylarda pH differansiyel ve tekli ydntemlere gdre yapil-
mig ve sonuglar literatirdeki genel e¥ilime uyularak
(Strack ve Wray 1989) siyanidin 3-glukozit cinsinden he-
saplanmigtir. Bu pigmentin molekiiler ekstinsiyon katsay:i-
s1 29600, molekiil aY¥irliYir ise 445 tir (Fuleki ve PFrancis.
1968a,b ). Hesaplamalarda bu de¥erler kullanilmistir.
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3.2.2.2. Flavonoidlerin kalitatif olarak beliflenmesi
Flavonoidlerin yapraklardan extraksiyonu:

Dondurulmug halde saklanmakta olan oJrneklerden
20 g tartilmig, 200 ml EAW (Etanol: Asetik asit: Su;
10: 1: 9) solventi 1ile birlikte bir blendexrde 5 dakika
slre ile tam hizda karigtirilmig ve homojenat Whatman No
44 filtre kayidindan vakum altinda filtre edilmigtir.
Filtre ka¥idi fizerindeki kalinti, 50 ml ekstraksiyon sol-
venti ile yikanmigtir. S@zGntd, sicakli¥in 30°C yi agma-
masina dikkat edilerek ddner evaporatdrde kurutulmugtur
(Takeda vd 1989). HPLC ve ‘ka¥it kromatografisi uygulama-
larindan hemen o6nce, gerektiyi kadar o6rnek MAW (Metanol:
Asetik asit: Su: 10:1:9) solventi ile ¢6zGndirtlmig ve
g8zenek ¢api 45 pm olan Millipore filtreden stzilmistar.

Standartlar:

Aragtirmada kullanilan standartlar gesitli kay-
naklardan saflanmigtir. Protokatekhuik asit, p-kumarik a-
sit, ferulik asit, klorojenik asit ve p-hidroksibenzoik
asit Karl Roth firmasindan (Karlsruhe, B. Almanya); sin-
namik asit, kuersetin, rutin, mirisetin, apijenin ve kri-
sin Sigma firmasindan (St. Louis, MO, ABD); D-katesin ve
narinjenin Nutritional Biochem. £firmasindan (Cleveland,
OH, ABD); gallik asit Fisher Sci. firmasindan (Fairlawn,
NJ, ABD); eskiilin J.T.Baker firmasindan (Philisburg, NJ,
ABD); siyanidin 3-glukozit, siyanidin 3-galaktozit, siya-
nidin 3-rutinozit ve peonidin kloriixr Extrasynthese fir-
masindan (Genay, Fransa) satin alinmigtir. Peonidin 3-5-
diglukozit Dr. J. G. Sweeny tarafindan (The Coca Cola
Co., Atlanta, GA, ABD); siyanidin 3-5-diglukozit, pelar-
gonidin 3-5-diglukozit, pelargonidin kloriir ve siyanidin
kloridr Dr. K. Yoshitama tarafindan_(Kumamoto Univ., Kum.
Japonya); kuersetin 3 arabinozit ve kampferol Dr. T.
Fuleki tarafindan (Ontario Min.of Agric. and Food,
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Vineland, ON, Kanada) bu aragstirmada Kkullanilmak Gzere
armadan edilmistir.

Flavonoidlerin aritilmalar:i:

Yodun haldeki ekstrakt, Whatman No:3 kromatogra-
fi kadidina band halinde uygulandiktan sonrxa BAW (n-buta-
nol: Asetik asit: Su; 4:1:5, ust faz) solventl ile deve-
lope edilmigtir. lslem sonunda elde olunan bandlar serit-
ler halinde kesilmig ve bu geritler tizerinde bulunan fla-
vonoidler ekstraksiyon solventi ile elue edilmigtir. Elu-
atlar HPLC aygitina enjekte edilmeden o6nce bir kez daha
Millipore filtre ile filtre edilmigtir.

Aragtirmada kullanilan HPLC sistemi (LKB-Bromma,
}sveg), 2 adet pompa (LKB Model 2150), kontrol d#nitesi
(LKB Model 2152), 20 veya 100 pl'lik lup igeren Rheodyne
7125 enjeksiyon finitesi, ultrapack dolgulu 250x4.6mmx10pm
boyutlarinda Spheri 10 RP18 kolon (Brownlee Labs, Santa
Clara, CA, ABD), fotodiyot array dedektdor (LKB Model
2140) ve fraksiyon toplayicidan (LKB Model 2211 Superrac)
olugmaktadir. Tim sistem IBM PC bilgisayara ve Canon A-
1210 renkli yaziciya baylantilidir.
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Flavonoidlerin aritilmalarinda kullanilan sol-
vent sistemi ve eluasyon profili aga¥ida agiklanmigtir:

Solvent A: formik asit-su; 5:95 v/v, solvent B:
metanol. Eluasyon profili: 0-10 dak, %17-22 B (linear
gradient), 10-12 dak, %22-27 B; 12-33 dak, %27-37 B; 33-
39 dak, %37-55 B; 39-49 dak, %55-59 B. Solvent akig hizi:
1 ml/dak, kolon basinci: 34-40 bar'dir. Ayirma islemleri
22 + 1°C de yapilmigtar.

Solventler iglem Oncesinde 0.45 pm'lik filtreden
sﬁzﬁl@ﬁkten ve gaz gikarma iglemi uygulandiktan sonra a-
nalizde kullanilmigtir. Dedeksiyon iglemi 190-370 nm'lex
arasinda aninda yapilmistir. Piklerin gelis sfirelerinin
ve spektral niteliklerinin hesaplanmasinda Wavescan, Ver.
1.07 (LKB 2140-202) kodlu bilgisayar programindan yarar-
lanilmigtir. Kapasite fakt8r@nfin hesaplanmasinda asayi-
daki egitlik kullanilmigtir (Kirkland 1971).

k'=(t,.-to)/to

Burada:
t-= BilegiY¥in gelis =zamanmi,
to= Enjeksiyon sonrasi dedektdr tarafindan ilk
olarak algilanan solvent pikinin gelis zamani
k'= Bilegi¥in kapasite faktord

Spektral dedektdr tarafindan belirlenen piklerin
alanlari ve bu alanlarin ylizde oranlari, yukarida de¥ini-
len bilgisayar tarafindan, Model 3600, Rev. 3. 1 (Nelson
Analytical Inc., Cupertino, CA, ABD) kodlu program kulla-
nilarak belirlenmigtir.

Piklerin gelisleri monitdrde izlenmig ve segilen
pikler kolon gikigindan ayri ayr:i toplanmigtir. Yeterli
safli¥a ulagabilmek igin gerektiyi durumlarda ayni pikler
defalarca kolona enjekte edilmigtir. Saf olduklari anla-
gilan pikler sicaklidin 30°C yi agmamasina dikkat edile-
rek , dbner evaporatdrde kurutulmus ve daha sonraki ana-
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lizlerde kullanilmak fizere +4°C sicaklikta saklanmigtir.

Spektral analiz:

Flavonoidlerin ¢esitli bilegiklerle olusturduju
shiftler, bu maddelerin teghisi ve &zellikle de molekfilde
yer alan gekerin ba¥jlant: geklini gdstermesi agisindan bii-
yik Snem tagimaktadir. Bu amagla agayida belirtilen sis-
tem ile isimleri ve bilegimleri verilen reaktifler kulla-

nilmigtair.

Spektral okumalarda, IBM PC bilgisayar ve Epson
RX-80 yazic:i 1ile ba3dlantili olarak galigan Beckman DU-50
model spektrofotometreden yararlanilmigtir. Absorpsiyon
spektrumlarinin pik noktalarinin belirlenmesinde "Peak
Pick" adli programdan (Beckman Quant 1 softpak, Beckman
Instruments Inc., Scientific Ins. Div., Irvine, CA, ABD)

yararlanilmigtar.

Saflagtirilmis antosiyanin pigmenti %0.01 ora-
ninda hidroklorik asit iceren metanolde, diger £lavono-
idler ise saf metanolde ¢ozindiridldikten sonra mordtesi
ve gortnir spektrumda spektral nitelikleri saptanmigtir
(Markham 1982).

Shift reaktifleri ve uygulanmalar::

Dedisik kimyasal maddeler eklendiginde, flavono-
idlerin "maksimum absorbans dalga boylarinin" de¥igmesi
olgusunun "shift olugumu" olarak adlandirilmakta oldufuna
"Kuramsal Temeller ve Kaynak Aragstirmasi®™ béliminde de8i-
nilmigti. Aragtirmada kullanilan baglica shift reaktif-
lexi ve bunlarin uygulanma gekilleri agadida bildiril-
migtir.

Sodyum metoksit: 21.61 g sodyum metoksit (CHyNaO) 1 litre



34

metanolde ¢o6zindirilmisg ve aYzi plastik kapakli gisede
saklanmigtair.

Sodyum asetat: Susuz, toz halde ve analitik saflikta sod-
yum asetat (NaOAc) kullanilmigtar.

Aliminyum kloriir: 5 g yeni kurutulmug al@minyum klorir
(AlCl,) dikkatlice 100 ml metanol igerisinde ¢6zlindGril-
miagtir. (Suyun varli¥inda patlayicidir!) Tam olarak ¢o-
zinme birka¢ gin igerisinde sa¥lanabilmektedir. Karigim,
ayzi plastik kapakli gisede saklanmigtir.

‘Hidroklorik asit: 1 kisaim yoYun hidroklorik asit (HC1l),
iki kisim damitik su ile karistairilmigtir.

Borik asit: Saf, susuz borik asit (HzBOs) kullanilmistair.

Bu reaktifler ise aga¥ida belirtildi¥i sekilde uygulan-
migtir: '

-Bir miktar saf flavonoid, metanolde ¢dzindiixiliap
spektrofotometrede 250~700 nm'ler arasinda spektral eg-
risi belirlenmigtir. Okuma metanole karsi yapilmigtaix.

Bu yolla &6rneklerin metil alkoldeki spektral e3Yrisi be-
lirlendikten sonra kiivete (1 cm, 2 ml) 3 damla sodyum
metoksit ¢dzeltisi eklenip, kiivet galkalanmig ve
spektral edrisi kaydedilmistir. 5 dakika beklendikten
sonra spektral edri yeniden kaydedilmistir. Kavet ige-
riyi dokilmis ve kiivete yeniden £flavonoid ¢dzeltisi
doldurulmugtur.

-Kivetteki flavonoid ¢62e1tisine bu defa 6 damla alii-
minyum klorlir ¢dzeltisi konmus ve spektral el¥risi kay-
dedilmigtir. Bunu izleyerek ayni ¢dzelti fizerine 3 dam-
la hidroklorik asit ¢dzeltisi eklenmis ve yeniden spekt-
ral edri kaydedilmistir. Kivet igeriyi bogaltilmig ve
yeniden ayn:i flavonoid ¢ézeltisi doldurulmustur.
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-Flavonoid ¢6zeltisi Gizerine toz haldeki sodyum asetattan
yaklagik olarak 2 mm'lik bir tabaka olugturacak gekilde
eklendikten sonra, karigim galkalanmig ve spektral eY-
risi kaydedilmigtir. Daha sonra ayni kiivete toz halde-
ki borik asitten sodyum asetat miktarinin yaklagik yari-
s1 kadar eklenmis ve spektral e¥risi yeniden kaydedil-
migtir (Markham 1982).

Sunu da kaydetmek gerekir ki; antosiyanin pig-
mentlerinin incelenmesinde shift reaktiflerinden sadece
aliminyum klorGriin kullanilmasi yeterli bulunmaktadir
(Harborne 1967).

Flavonoidlerin hidrolizi: 1-2 mg kadar saf flavonoid me-
tanolde ¢OzGndGrdlap bir test tipine konduktan sonra, G-
zerine 2 ml 2N HCl eklenmis ve tpin a¥zi uygun biyidklak-
te bir cam bilya ile kapatilmigtir. Karisim kaynar su ban-
yosunda 1 saat tutulduktan sonra, geri sofutulmug ve aglu-
kon kismi amil alkolle ekstrakte edilmigtir. §ekerleri i-
geren sulu kisim asitin iyice uzaklastirilabilmesi igin
vakum altinda uzun siire tutularak kurutulmustur (Markham
1982). Antosiyanin pigmentlerindeki uygulamalarda ilse ku-
rutma igleminden dJnce, kalmig olmasi muhtemel olan aglu-
konun uzaklagtirilmasi amaciyla di-n-oktilmetilaminin
kloroform igerisindeki % 10'luk ¢dzeltisi kullanilmigtir
(Francis 1982).

Aglukonun belirlenmesi: Aglukon igceren amil alkollid ekst-
rakt, HPLC ye enjekte edilerek bilinen standartlarla kar-
gllastirilmigtir. Ancak gerekli standartlarin bulunamama-
s1 halinde, aglukonun amonyakli ve amonyaksiz ortamda ver-
diyi renkler, mordtesi 151k altinda incelenmek ve ayrica
HPLC 1ile elde olunan absorpsiyon spektrumlarinin deer-
lendirilmesi suretiyle taniya 1ligskin sonuglar ¢ikaril-
maya ¢aligilabilir. Yeterli sonuca ulagilamazsa, shift
reaktifleri ile yukarida belirtilen islemler uygulanar.
Ancak bu igslem igin oldukga fazla miktarda d8rnek gereke-
ceydi unutulmamalidir (Markham 1982).



36

Sekerlerin belirlenmesi: §ekerler gok az miktarda saf su
igerisinde ¢6zGndGriildikten sonra Whatman No 1 kromatog-
rafi kadidina bilinen gekerlerle birlikte uygulanmigtir.
Uygulanan o6rnekler yukaridan agsa¥i inen kromatografi tek-
niyi ile ve BEW (n-butanol: etanol: su; 4: 1: 2.2 v/v)
solventi kullanilarak develope edilmigtir. Developeden
sonra kurutulan ka¥itlara anilin hidrojen fitalat indi-
katdrd plskirtiilerek gorinilir hale getirilen sekerler, sa-
hitlerle kargilagtirilarak taniya ulagilmigtir (Markham
1982).

Flavan 3-o0l lerin (kateginler) varli8inin kanitlanmasi:

HPLC ile elde olunan absorpsiyon spektrumlarinda
275-280 nm lerde pik veren flavonoidler godunlukla; anto-
siyanin, antosiyanidin, proantosiyanidin (flavan 3-4 di-
ol) , katesinler (flavan 3- ol) veya bazi fenolik asit-
lerdir (Harborne 1967, Markham 1982, Mabry wvd 1970,
Putman ve Butler 1989). Bir flavonoidin antosiyanin veya
antosiyanidin oldudunun belirlenmesinde pigmentin, amon-
yak ile mavi renk verip vermedi¥ine bakilmaktadir. Bu iki
flavonoid amonyak ile mavi renk vermektedirler (Francis
1982).

Proantosiyanidinler 1ile katesinlerin tanisinda
ve bunlarin birbirlerinden ayrilmasinda agsayida agiklanan
"vanilin" wve "n-butanol-hidroklorik asit" testlerinden

yararlanilmigtaizr.
Vanilin testi: Bu amagla iki ¢dzelti kullanilmigtar.

1. ¢6zelti: Saf metanol Iigerisinde %4 oraninda
hidroklorik asit ve %0.5 oraninda vanilin ¢dztndiridlerek
hazirlanmigtar.

2. ¢ozelti: CGlasiyal asetik asit igerisinde %4
oraninda hidroklorik asit ve %0.5 oraninda vanilin ¢é6-
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zindiridlerek hazirlanmigtair.

Bu testin uygulanmasinda asa§idaki yol izlenmig-
tir:

Proantosiyanidin veya katesin olabilecekleri
tahmin edilen flavonoidler az miktarda metanolde ¢&zindi-
rildikten sonra 2 ayri tipe egit miktarda konmug ve tip-
lerin birine 1 no'lu ¢bzeltiden, diYerine ise 2 no'lu ¢d-
zeltiden bir miktar eklenmigtir. TGplerin a¥izlari birer
cam bilya 1ile kapatilmig ve 30°C sicakliktaki su banyo-
sunda 20 dakika stre ile tutulmugtur. Bu sire sonunda ta-
nik olarak test ¢bzeltileri kullanilmak suretiyle 510 nm
de absorbans deferleri saptanmigtir. Glasiyal asetik asit
ile hazirlanan karigimin diQerine gbre déha yiksek absor
bans dederi vermesl flavonoidlerin proantosiyanidin veya
katesin olduklarini gdstermektedir (Butler vd 1982).

n-Butanol-hidroklorik asit testi: Bu test ig¢gin, n-Bu-
tanol: hidroklorik asit 1ile (95: 5 wv/v) hazirlanan bir
test ¢ozeltisi kullanilarak aga¥idaki yol izlenmigtir:

Bir test tiGpt 1igerisine, proantosiyanidin veya
kategin olabilecekleri tahmin edilen flavonoidlerden yak-
lagik olarak 1-2 mg konduktan sonra tGzerine test ¢ozel-
tisinden 2 ml eklenmigtir. Taplin adzi bir cam bilya ile
kapatilmig ve tip, kaynamakta olan su banyosunda 1 saat
tutulmustur. incelenen flavonoidler e¥er proantosiyani-
dinler ise bu sirada antosiyanidinler olugmakta ve renk
kirmizimsi. bir nitelik kazanmaktadir. Daha givenlil sonug¢
alabilmek igin karigim bir defa da HPLC ye enjekte edi-
lerek incelemeye alinabilir (Porter vd 1986). Aragtirma-
mizda kullanilan sistemde antosiyanidinlerin gelis si-
resi; 38 dakika ve daha sonrasidir. Ayn1 gsekilde anto-
siyanidinlerin HPLC kromatogramlarindaki gelis sirele-
rinin antosiyaninlere gére daha uzun oldulu da bilinmek-
tedir (Strack vd 1980). Buraya kadar yapilan analizler

sonucunda eYer piklerin fenolik asitler olabileceyinden
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slipheleniliyorsa, piklerin diazotize p-nitroanilin ve

diazotize p-nitrosulfanilik asitlerle verdikleri renkler
kontrol edilir (Seikel 1964).

3.2.2.3. Askorbik asit tayini

Glil yapraklarinda askorbik asit, spektrofotomet-
rik yontemle tayin edilmistir (Regnel 1976).

3.2.2.4. Toplam kati madde tayini

Toplam kati madde tayini, vakumlu kurutma dola-
binda yapilmigtir (Regnel 1976).

3.2.2.5. Kial tayini

Kial tayininde Regnel (1976) tarafindan belirti-
len metod uygulanmigtir.

3.2.2.6, ¢6zinidr kati madde tayini
Yapraklarain o6zsuyu bir tiolbent arasinda presle-

nerek g¢ikarilmig, ¢6zinlr kati madde bu sivida refrakto-
metre ile belirlenmigtir (Regnel 1976).

3.2.2.7. Protein tayini
Protein tayini kjehdahl yodntemine gére yapilmis,

ve bulunan azot miktari 5.7 £aktdrid ile carpilarak o6rnek-
teki protein miktari hesaplanmigtair (Horwitz 1970).

3.2.2.8. Titrasyon asitliyi ve pH tayini

Titrasyon asitligi tayini 1igin 30 gram yaprak
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120 gram su ile bir blenderde pargalanmis ve ayarli 0.l-n
NaOH cozeltisi ile pH 8.1'e kadar titre edilmigtir. Har-
canan baz miktarina gdre &8rne¥in asit igeriyi, susuz sit-
rik asit (SSA) cinsinden hesaplanmigtair (Horwitz 1970).
Karigimda pH tayini dijital bir pH-metre ile yapilmigtir.

3.2.2.9. Demir, ¢inko, mangan, bakir ve magnezyum tayin-
leri

Ornekten 5 gram tartilmis ve yas yakma sonucu
elde edilen ¢dzeltideki demir, g¢inko, mangan, bakix ve
magnezyum konsantrasyonlari her elementin tayinine &zgi
kogullarda ayarlanan Varian Techtron AA 175 atomik ab-
. sorbsiyon  spektrofotometre (AAS) ile belirlenmistir
(Horwitz 1970).

3.2.2.10. Fosfor tayini

Fosfor miktari, Pye Unicam SP 6-550 spektrofoto-
metre cihazi kullanilarak vanadomolibdofosforik sari renk
yontemine gdre tayin edilmigtir (Kacar 1972).
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4—ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Gal Yapraklarinin Bilegimi

Aragstirmada materyal olarak kullanilan Isparta
Glildndn goncasi ve tag¢ yapraklarinin bazi kimyasal ve fi-
ziksel Szelliklerl saptanmis ve sonuglar Tablo 4.1l'de ve-
rilmigtir.

Tablo 4.1. Gl gonca ve yapraklarinin bazi fiziksel ve
Kimyasal O6zellikleri

Ozellik Birim Miktar
Gonca

Gonca afirlifa g 2.14
Goncadaki yapraklarain afirlaifa g 1.58
Goncadaki normal yaprak sayis: adet 23
Goncadakl ko6r yaprak sayis: adet 6
Yaprak

Nem orani % 80.68
K4l oram % 0.63
Cozlnidr kati madde (refraktometrik) % 11.0
Protein % 1.63
Askorbik asit mg/100 g 91.52
pH 5.92
Titrasyon asitliy§i (SSA) % 0.64
Toplam antosiyanin (pH d4if.) mg/kg 285
Magnezyum mg/kg 140
Fosfor mg/kg 79
Demir mg/kg 9.7
Cinko mg/kg 2.6
Bak1irx mg/kg 3

Mangan mg/kg 5.3
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4.2. Yapraklarin Muhafaza Yontemleri

Materyal ve Metod bdlimi@nde agiklandidi gibi
yapraklarin muhafazasi amaciyla, bir tanesi geleneksel
ydntem olmak fizere 11 farkli metod denenmigtir. Her metod
iginde bazi parametreler deYdigtirilerek 47 farkli uygula-
ma yapilmigtir. Uygulanan muhafaza ydntemlerini de3erlen-
dirmede, en O6nemli kriter olarak antosiyaninin korunma
dizeyl alinmistirx. Bu nedenle deY¥igik ydntemlerle muhafa-
za edilen yapraklarda 1, 3, 6, ve 12. aylarda "pH dif-
feransiyel® ve "tekli" metodlara gbére toplam antosiyanin
tayini yapilmistix. pH differansiyel ydnteminin 1si uygu-
lanmig Srneklerde daha olumlu sonuglar verdiyi bilinmek-
tedir (Wrolstad 1976). Bu yiizden aragtirmada hazirlanmig
bulunan kirkyedi adet o&rne¥din kirkbeg adedinin 1s1
etkisinde kalmis bulunmasi ve sonuglarin daha fazla tek-
rarlanabilir olmasi: nedeniyle delerlendirmede sadece pH
differansiyel ydntemi ile elde olunan bulgular kullanil-
migtir. Bununla birlikte tekli ydntem ile ulagilan defer-
ler "ba¥imli deyigken™, pH differansiyel yontemi 1ile u-
lasilan deYerler ise "ba¥imsiz de¥isken" kabul edilerek
metodlar arasi farkin istatistiki delerlendirmesi yapil-
migtir. Buna iligkin sonuglar Tablo 4.2'de vérilmi§ olup,
analizin bu materyallerde uygulanmasi durumunda metodlar
arasinda biylk bir fark bulunmadiyi gdrtlmektedir.

Tablo 4.2. Tekli ve pH differansiyel metodlari arasindaki
farkin istatistiki de¥erlendirilmesi

F PROF RZ cv
1. ay 424.84 0.0001 0.90422  10.8298
3. ay 1279.94 0.0001 0.96603  7.7776
6. ay 1088.29 0.0001 0.96022  9.3847
12. ay 683.06 0.0001 0.93819 13.7135

Dedisik yontemlere gdre muhafaza edilen drnek-
lerdeki antosiyanin miktarlari ve belirtilen siirelerin
sonunda korunan antosliyaninin ylzde oranlari Tablo 4.3
de go6sterilmigtir.
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Tablodan alinan deferler, 1si1l iglem siresi ve
uygulamada kullanilan maddelerin yoY¥unluklari gdzdniine a-
linmaksizin ayrica bilgisayar ile deferlendirilmis ve u-
lagilan bulgular gekil 4.1'de verilmigtir.

Tablo 4.3. De¥igik uygulama ydntemlerine gbre muhafaza
edilen O6rneklerin antosiyanin miktarlarinda
depolama sfiresince beliren azalmalar

Top.Acy.ﬁlk.(mqlkg) Korunan Acy.Mik.(%)
Uygulama Uyg.+Kons. Has. Aylar Aylar
Kodu ' Sir.
. 3 § 12 1 3 § 12
$0.25 SA 1 244 196 187 173 85 69 66 61
0.50 8A 1 248 238 207 200 87 83 13 70
$1.0 SA 1 248 230 228 203 87 81 80 n
30.25 SA 2 207 204 201 190 3 711 1 67
A | %0.50 sa 2 221 204 197 175 80 71 69 61
$1.00 SA 2 239 233 212 197 84 82 T4 69
%0.25 SA 3207 204 192 182 3 71 67 64
$0.50 SA 3 166 166 154 140 58 58 54 49
$1.00 SA 3 192 184 176 153 67 64 62 54
T | .53+.25 1 241 209 195 181 84 73 68 63
’ .55A+, 2527 3200 162 141 113 70 57T 49 40
" la.2s ma 1 227 203 179 167 80 71 63 59
‘ 10.24 AA 3203 166 136 100 71 58 48 35
' p |%0.5 EDTA 1 209 203 201 199 77 71 70 70
| 20.5 EDTA 3 151 133 113 11 53 47 40 39
1.0 EDTA 1 190 203 187 187 67 71 66 65
%1.0 EDTA 3 146 132 132 96 51 46 46 34
~——— 10 ppm Sn 1 185 174 149 147 65 61 52 51
: 10 ppm Sn 3 121 101 83 79 2 35 29 28
25 ppm Sn 1 192 177 155 140 67 62 54 49
25 ppm Sn 3127 104 100 90 4 36 35 31
50 ppm Sn 1 194 185 170 169 68 65 60 59
50 ppm Sn 3 120 101 96 93 42 35 34 33
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Tablo 4.3. (devami)

Top.Acy.Mik.(mg/kg) Korunan Acy.Mik.(%)
Uygulama Uyg.+Kons. Hasg Aylar Aylar
Kodu Sir.
, 3 6 12 1 3 6 12
100 ppm Sn 1 121 200 171 V1sa 4 10 60 59
100 ppm Sn 3 90 99 90 88 32 35 31 31
150 ppm Sn 1 214 201 190 185 75 71 67 65
E }150 ppm 8n 3 142 137 123 i1o 50 48 43 39
{Devami)
250 ppm Sn 1 239 225 217 200 84 79 16 10
250 ppm Sn 3 64 62 56 51 22 22 19 18
saf Qu 1 159 136 129 128 56 48 45 45
’ saf su 3 82 65 54 44 29 23 19 15
.258A+70Bx 1 139 137 124 112 49 48 43 39
.58A+70Bx 1 168 137 106 19 59 48 37 38
1.08A+70Bx 1 144 125 119 93 50 44 42 33
.253A+70Bx 2 141 135 104 72 49 47 36 25
G | .55A+70Bx 2 140 128 103 96 49 45 36 M
1.08A+70Bx 2 137 119 117 105 48 42 - 41 37
.258A+70Bx 3 119 108 94 93 42 38 33 32
.58A+70Bx 3 112 104 92 73 39 36 32 26
1.08A+70Bx 3 122 92 69 64 43 32 24 22
.53A+40Bx 1 106 94 16 15 37 33 21 26
" .5SA+40Bx 3 103 96 48 51 3 34 17 18
—-1_—‘ Pastdrize - 1 73 60 23 39 26 21 8
.5SA+H.9. 112 1 6 0 4 0o o 0
! .58A+H.S. 3 10 1 0 0 4 0 o 0
K |Gelen.+sa - 81 59 37 0 32 21 13 0
-:T—-‘Geleneksel _ 104 68 39 0 36 24 U4 0
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UYGULAMALAR

gekil 4.1. Gal yapraklarinin muhafazasindaki uygulama
farkliliklarina gdére antosiyanin miktarla-

rindaki de¥igmeler.

Sekil 4.1'den agikca goriildaygid gibi 12 aylik de-
polama sonunda en iyi sonug, sitrik asit ¢ozeltisi igeri-
sinde haslandiktan sonra dondurulan drneklerde alinmak-
tadir. Bunu haglama suyunda EDTA kullanilmasi ile hazir-

lanan D kodlu Oornekler izlemektedir.

Haglama siirelerinin dikkate alinip, diger £ak-
térlerin ihmal edilmesi ile yapilan defderlendirme sonug-
lari ise Sekil 4.2'de gdsterilmigtir.

gekil 4.2'den agikca gdrtldaga gibi haglama si-
resinin 1 dakikadan 2 dakikaya ytikselmesi halinde, koru-
nan antosiyanin miktarinda biliylk bir de¥igiklik ortaya
¢ikmamigken, sfirenin 3 dakikaya uzatilmasi halinde kayip
dnemli dizeyde artmaktad:ir.

Yukarida dedinildi¥i gibi antosiyaninleri en iyi
koruma ydntemleri, yapraklarin sitrik asit veya EDTA ¢o6-
zeltilerinde deYisik sfixeler haglanmasindan sonra dondu-
rulmasidir. Bu iki uygulamada haglama suyunda kullanilan
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fasimn sieler/
01 dokika
0 2 dokika

A 3 doklika

KORUNAN ANTOSiYANIN MiKTARI
CThnzm yoproktakine gérm,giizded
o

1 . | 1 1 1

0 ] 1 ] 1 | |
D

1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 14 12 1
‘ AYLAR

gekil 4.2. Haglama silirelerinin muhafaza edilen yaprak-
larda antosiyanin korunmasi Gzerine etkileri.

maddelerin konsantrasyonlari ile haglama siireleri dikkate

alinarak yapilan de3erlendirme sonuglari ise Jekil 4.3 ve

Sekil 4.4'de gosterilmigtir.

or
230° 020.266A 1 dak. A20.68A 1 do. OZX1.084 1 das
280

120+ ¥ 20.25 8A 3 dok, + 20.5 SA 3 da¢c. ¢ 21.0 8A 3 do

TOPLAM ANTOSIYANIN MIK.(mg/kgd

100 1 1 1 L1 I RO 1 1 L 1
{ 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13
AYLAR

gekil 4.3. Antosiyanin miktari Gzerine haglama su-
yundaki sitrik asit orani ile haglama
sirelerinin etkileri.
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gekil 4.4. Antosiyanin miktari Gzerine haslama suyundaki
EDTA orani ile haglama sfirelerinin etkileri.

Arastirmada gal yapraklarinin muhafazasi Gzerin-
de olumlu sonug¢ verebilece¥i belirlenen gok de¥igik fak-
térler incelenmigtir. Bu faktdrlerle bunlara 1iligkin so-
nuglar Tablo 4.3'de verilmigti. Tablodaki deYerlerden ya-
rarlanilarak g¢esitli uygulamalar kendi iginde veya difer
uygulamalarla kiyaslanarak irdelenmis ve bunlara iligkin
gesitli grafikler hazirlanmigtir. Ancak bunlarin burada
ayri ayr: verilmesinden kaginilmig ve esas olarak. Tablo
4.3'0n verilmesiyle yetinilmistir. Bununla birlikte gl
yapraklarinin en iyi muhafaza ydntemi olarak Snerdi¥imiz
uygulamalar ile geleneksel ydntemin kiyaslamasini igeren
gekil 4.5'in verilmesinde yarar gdorilmagtar.

Sekil 4.5'den anlasilacayi gibi giil yapraklarai-
nin % 1.0 oraninda sitrik asit veya %0.5 oraninda EDTA i-
cerisinde 1 dakika s@ire ile haglandiktan sonra dondurul-
masl ile hazirlanan ara ﬁrﬁndevantosiyanin kaybir 12 ay

siresince hemen hemen sabit kalmaktadir.
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§ekil 4.5, Tarafimizdan Onerilen ydntemlerle geleneksel
yontemin karsilagtirilmasai.

4.3. Gil Yapraklarinin Flavonoid Yapisa

4.3.1. Aragtirmada kullanilan standardlara iligkin olarak

saptanmig bulunan bazi veriler

Flavonoidlerin giil yapraklarindan izolasyonu ve
tanisi igin 1lk asamada, bu aragstirmada standart olarak
kullanilan 28 adet farkli fenolik madde HPLC kolonuna uy-
gulanarak bunlarin gelis slireleri (t.), pik noktalar:
(Amax) ve kapasite faktdrleri (k') belirlenmis ve sonug-
lar Tablo 4.4'de gbsterilmigtir.

Bir £ikir verme amaciyla de¥igik spektral nite-
liklere sahip bazi standartlarin HPLC 1ile tarafimizdan
saptanmis bulunan spektral edrileri ornek olarak gekil
4.6 ve §ekil 4.7'de verilmigtir. Bu veriler literatfirde
muhtemelen ilk kez yer almaktadir.
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Tablo 4.4. Bazi fenolik maddelerxin gelis sireleri (t,.),
pik noktalari (4...) ve kapasite faktdrleri
(k')

Bilesgik t, (dak) Aax (M) k!
Gallik asit 3.5 271 0.3
Protokatekuik asit 5.3 259,293 1.0
D(-) kategin 6.5 239,277 1.3
Eskilin 6.5 246,296°,332 1.4
p-hidroksibenzoik a. 8.3 254 2.0
Klorojenik asit 9.5 244,301,321 2.4
Kafeik asit 11.4 244,319 3.2
Sirinjik asit 13.2 273 3.7
Ccn-3,5 GG 14.1 274 3.8
Pg-3,5 GG 15.5 272 4.2
p-kumarik asit 16.3 291<,308 4.9
Pn-3,5 GG 17.3 276 5.2
Cn-3 Ga 18.5 278 5.4
Ferulik asit 15.4 243,301<,321 5.7
ch-3 6 20.2 278 6.1
Cn-3 Ru 24.1 279 7.2
Rutin 30.4 256,354 10.0
Mirisetin 31.1 254,370 10.0
Kuersetin-3 A 31.2 256,301<,351 9.4
Sinnamik asit 32.1 276 10.4
Cn-klorid 38.3 274 12.4
Pg-klorid 42.2 266 13.0
Narinjenin 40.1 288,335° 14,3
Kuersetin 40.6 255,370 13.5
Pn-klorid 43.5 272 13.5
Kampferol 43.6 263,364 13.6
Apijenin 44.1 266,337 14.3
in 45.3 266,313 14.4

Kris :
Not: Cn=siyanidin; Pg=pelargonidin; Pn=peonidin; G=glukoz;
Ga=galaktoz; A=arabinoz; Ru=rutinoz; °=omuz.
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Sekil 4.6. Bazi standardlarin HPLC yardimiyla saptanmis
spektral edrileri [Narinjenin(a), Krisin(b),
Klorojenik asit(c)l.
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Sekil 4.7. Bazi standardlarin HPLC yardimiyla saptanmig
spektral edrileri [D(-) Katesin(d), p-hidrok-
sibenzoik asit(e), Apijenin(f)].
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4.3.2. Gil yapraklarinin f£lavonoidleri

Isparta GGla'nin flavonolidlerine iligkin olarak
saptanmig bulunan bir kromatogram $ekil 4.8'de verilmig-
tir. Bbyle bir kromatogramin hazirlanmasinda 190-370 nm
ler arasinda dbxde kadar istenilen dalda boylari segile-
bilmektedir. Sunulan kromatogram, antosiyanin ve £flavo-
nollari kapsamasi nedeniyle 265 nm, 280 nm ve 335 nm'ler
olmak fizere 3 dalga boyu segilerek ve bu dalga boylarin-

daki absorbans _dederleri esas alinarak hazirlanmistir.
21

L]

/ i
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L 4

2 B M &5 3 5 &4 & @
stiRe(dak)

SURE (x100 =)

Sekil 4.8. Gil (R.damascena) yapraklarinin flavonoid-
lerine iliskin kromatogram (Kigik sekil
eluasyon profilini géstermektedir).
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Gil flavonoidlerine 1iliskin olarak elde edilen
kromatogramdaki piklerin gelis stireleri (t,), pik nokta-
lari (A,...), kapasite faktdrleri (k'), 280 ve 335 nm'ler-
deki pik alanlari (birimsiz) ve bu piklerin ytizde oran-
lar: Tablo 4.5'de verilmigtir.

Tablo 4.5. Gal flavonoidlerine iligkin olarak elde edilen
kromatogramdaki piklerin 8zgiill deYerleri wve
pik alanlari. [gelis siresi (t,), pik nokta-
lari (A...), kapasite faktora (k')]

Pik t,. Amax (nm) k! P.alani P.alani(%)
o 280 335 280 335
nm nm nm nm

1 4.2 242°,272 0.4 64.2 - 3.0 -

2 4.9 245,305 0.6 16.3 9.4 0.8 0.6
3 5.7 252°,270 0.9 36.4 2.5 1.7 0.2
4 7.0 243=,272 1.3 86.5 0.7 4.1 0.1
5 7.8 243°,275 1.6 17.3 - 0.8 -
6 8.7 243°,274 1.8  27.2 - 1.3 -
7 10.3  248°,274 2.4 51.4 1.3 2.4 0.1
8 14.1 274 3.7 171.9 8.0 8.1 0.6
9 15.9 274 4.3 116.8 2.0 5.5 0.1
10 17.2 274 4.7 59.0 4.3 2.8 0.3
11  18.0 245,275 5.0 191.2 3.8 9.0 0.3
12 18.9  252°,276 5.2 77.0 0.8 3.6 0.1
13 20.0 275 5.6 54.1 - 2.6 -
14 24.7 262,285°,35 7.2 43.0 16.0 2.0 1.1
15 27.8 275 8.2 46.9 - 2.2 -
16 29.0 255,301°,35 8.6 87.7 152. 4.1 10.5
17 29.8 256,301°,35 8.9 91.4 149. 4.3 10.3
18  31.6 257,301°,35 9.4 7.3 8.9 0.3 0.6
19  32.7 261,301°,35 9.8 26.2 21.9 1.2 1.5
20 34.6 262,301°,34 10.5 98.4 158. 4.6 10.9
21 36.8 264,298°,34 11.2 280.0 450. 13.3 31.0
22 38.8 265,293°,34 11.8 63.9 70.5 3.0 4.9
23 40.0 263,298°,34 12.2 58.3 88.2 2.8 6.0
24 40.4 262,298°,34 12.4 109.1 146. 5.2 10.1
25 42.8  263,298°,34 13.2 41.6 50.1 2.0 3.5
26 43.5 265,313 13.4 65.0 62.6 3.1 4.3
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Tablo 4.5'deki piklerden 1, 3, 4, 5, 6, 7,.8, 9,
10, 11, 12, 13 ve 15 numarali olanlarin HPLC ile elde o-
lunan absorbsiyon maksimum dederleri dikkate alinarak,
"Kuramsal Temeller ve Kaynak Aragtirmasi” b&liminde ve-
rilmig bulunan Tablo 2.3 ve §ekil 2.3'deki verilerle bir-
likte deYerlendirilince, bunlarin antosiyaninler olabile-
cekleri olasi1li1¥1 ortaya gikmaktadir. Ancak HPLC kolonun-
dan gelis izlenince bunlar arasinda yalnizca 8 no'lu pi-
kin renkli oldu¥u saptanmigtir. Bu durum bu pikin antosi-
yanin olma olasili¥ini ¢ok kuvvetlendirici bir wveridir.
Bununla birlikte yukarida numarasi verilmis plkler frak-
sifon halinde toplanip, yo¥unlagtirildiktan sonra filtre
kayidi Gzerinde amonyak buharina tutulmug ve bunlardan
sadece 8 no'lu pikin mavi renk verdiyi saptanmigtir. Bu
bulgulara gdre 8 no'lu pikin antosiyanin oldu¥u, diYerle-
rinin 4ise flavan 3-ol'ler olabilecekleri sonucuna varil-
mistir. Bu nedenle dncelikle 8 no'lu pik HPLC yardimiyla
% 100'e yakin saflikta elde edilmis ve 250-700 nm'ler
arasindaki absorbsiyon spektrumu belirlenmistir. Tablo
4.6 ve Sekil 4.9'da verildi¥i gibi amonyakli ve amonyak-
s1z ortamda gbsterdiyi renkten, absorbsiyon spektrumun-
daki pik noktalarindan, Esso/Eviwe.meax. Ve nihayet
Euv max/Evim.max. deferlerinden 8 no'lu pikin siyanidin
veya peonidinin 3-5 diglukoziti olabilecedi sonucuna va-
rilmistir. Pigmentin yapisindaki aglukonun ve gekerin be-
lirlenmesi amaciyla asit hidrolizine tabi tutulduktan
sonra, sekerler ka¥it kromatografisi ile, aglukon kisim
ise HPLC ile incelenmistir. Sonuglari Tablo 4.8'de veri-
len bu incelemelerle bu pigmentin "siyanidin 3-5-diglu-
kozit" oldu¥u kesin olarak saptanmis bulunmaktadir.

R.damascena'ya ait kromatogramdaki 14 no'lu pik
ile 16-26 arasindaki piklerin HPLC ile elde olunan spekt-
ral eYrilerinden ulagilan bulgular bu piklerin flavonol-
lere ait olabilecekleri kanisini uyandirmaktadir. Bunlarx-
dan 16, 17, 20, 21, 23, 24, 25, 26 no'lu pikler HPLC ile
ayri ayri ve saf olarak izole edilebilmigtir. Daha sonra
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Tablo 4.6. R.damascena antosiyaninine iligkin spektral

veriler
Test A Esao/ Euev man/ A],-CI:
Hatetyall Gar’ Uv NH:D max Ev A1 s M Ev i®emax Shl ft
(nm)
8 No'lu'pik Mc Pk M 2717 12.4 42.5 +
523
Cn 3,5-GG
M Pk M 271 12.2 42.1 +
(Standart) c 522
® Cn 3,5-GG Mc Pk M 273 13.0 44.0 +
524

Not: Mc=macenta; Pk=parlak kirmizi; M=mavi *=Harborne
(1967)'dan alinmig veriler.
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Sekil 4.9.R.damascena antosiyaninine iligkin spektral
edri [%0.01 HCl igeren metanolde(a), ayni
¢6zelti +AlCl,(b)1.

oksldasyon dlizeyinin ve serbest hidroksillerin (dolayi-
siyla yapidakl gsekerin ba§lanti yerinin) saptanabilmesi
amaciyla bu piklerdeki shift olugsumlari incelenmis ve de-
isik spektral efriler elde edilmistir. Farkli nitelikle-
re sahip olan 16, 21 ve 22 no'lu piklere ait spektral ed-
riler 8rnek olarak Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12'
de g8sterilmistir. Flavonollara ait difer bitin pikler i-
¢in ayn1 islemler yapilmis ve bunlara 1iliskin spektrog-
ramlar elde edilmistir. Bununla birlikte bu spektrogram-
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§ekil 4.10. 16 nolu pikin de¥igik shift reaktiflerinin
varli¥indaki spektrogramlari [Metanol(a),
NaOMe(b), NaOAc (c), NaOAc+HaBO5(d), AlCli(e),
AlCl,+HC1(f) ilel.
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Sekil 4.11.

21 nolu pikin de¥igik shift reaktiflerinin
varli¥dindaki spektrogramlari [Metanol(a),
NaOMe(b), NaOAc (c), NaOAc+H,BO5(d), AlCl,(e),
ALC1,+HC1l(£) ilel.
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§ekil 4.12. 26 nolu pikin deYigik shift reaktiflerinin
varli¥indaki spektrogramlari [Metanol(a),
NaOMe(b), NaOAc (c), NaOAc+H,BO,(d), AlCly(e),
AlCl,+HCl(E) ilel.
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larin burada verilmesine gerek gbriilmeyerek, sadece shift
reaktifleriyle gdsterdikleri kaymalar, bu spektrogramlar-
dan ¢ikarilarak, Tablo 4.7'de toplu halde verilmigtir.
Tablo 4.7'deki (+) deferler, kaymanin daha yliksek dalga
boylarina dofdru (yani sa§ tarafa) oldufunu gdstermekte-
dir. Buna kargin (-) olarak belirtilmis bulunan de3erler
ise bunun aksini, yani kaymanin daha diigtik dalga boylari-
na dodru oldufunu gdstermektedir.

"Tablo 4.7. R.damascena flavonal glukozitlerinin
metanoldeki ve 5 farkli shift reaktifindeki
spektral nitelikleri

_ Amax(nm) Ad AA AX AX AA
Pik Metanolde NaOMe NaOAc NaOAc/ AlCl; AlCl,
No H,BO, : /HC1

BandlIl Bandl Bandl BandllI Bandl Bandl BandlI

16 255,293® 357 +48 +17 +18 +74 +45
17 255,295° 357 +50 +17 +18 +68 +46
20 264,301 352 +46 +9 +7 -3 +41
21 264,301 345 +52 +8 +9 +5 +41
23 265,294 346 +46 +8 +4 +45 +47
24 264 341 +46 +7 +2 +5 +53
25 264 338 +47 +7 +4 +52 +55
26 266 313 +55 +8 0 +25 +78
ST omuz

Daha sonra R. damascena‘'dan i1zole edilen pikler
antosiyaninde yap11di1%i1 gibi hidrolize edilmis ve ayni
sekilde aglukon ve $eker yapilari belirlehmis ve bulgular
Tablo 4.8'de verilmigtir.

Difer taraftan flavan 3-ol'ler olabilecekleri
tahmin edilen pikler, fraksiyonlar halinde vanilin tes-
tine tabi tutulmustur. Absorbans deferlerinin belirlen-
mesi sonucunda 2 nolu test ¢dzeltisl kullanilarak hazir-
lanan drneklerde (Sekil 4.13'de g&EﬁldﬁQﬁ gibi) daha yuk-
sek absorbans deYerleri saptanmistir. Bu durum ele alinan
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Tablo 4.8. R.damascena flavonoidlerinin aglukon ve geker
kisimlarina iliskin kromatografik veriler

Pik No
8 16 17 20 21 22 24 25 l
Aglukonlar
Gelis sir. 38.1 41.1  40.0 42.4 43.1 42.5 43.3 43.3
(dak)
Amax(Bd.II) 274 255 255 264 263 263 263 263
Amax(Bd.I) - 370 370 365 366 364 366 365
Sekerler 100 100 91 90 100 150 96 89
(RGx100) 88 = 147 144 270 275
Standardlar
/' 26 G Ga Xy Ar Ra Cn Ku Ka
43.1 - - - - - 38.3 40.6 43.6
264 = - = = = 274 255 263
3617 - = = o = = 370 365
96 i00 88 176 154 284 = - -
146
265
G:glukoz, Ga:galaktoz, Xy:ksiloz, Ar:arabinoz,
Ra:ramnoz, Cn:siyanidin, Ku:kuersetin, Ka:kampferol
1.15@ —
‘..”_‘,.-" "-.\-.‘
..)" — ."'.,
./'.' - Ty
. L _.".'. - -~ \"\ -'."*-a b
0 o N
¢ 3 "."' - J h'.,"‘ "'I
m .l" o~ Y. 5
14 o il LY 4
n W |'-’ = -~ 't' l'l,
0] Ry L
] S )
< "." -~ " ﬂ.
J ,-"’- & - .‘; Il' l
" k%
4 __.-" k) L
Rﬁ
- .\)‘ 3
8.58 + -
B475 h DALGA BOYU <nm)d 558

§ekil 4.13. Vanilin testine iligkin spektrogram [Asetik
asit(a), metanol(b) igeren test g¢dzeltileri
ilel.
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flavonoid fraksiyonunun prosiyanidinler veya kateginler
olabileceydini gdstermektedir. Konuyu aydinlatmak amaciyla
daha sonra bu fraksiyonlarda n-butanol-hidroklorik asit
testi uygulanmig ve test sonucunda pigmentlerin kromatog-
rafik profilinde bir defigiklik gbzlenememistir. Bu du-
rumda ele alinan f£lavonoidlerin flavan 3-o0l'lerin de¥isik
monomer, dimer ve trimerleri olduklari sonucuna varil-
migtixr. Ancak bu £lavonoidlerin bireysel olarak ayri ayri
tanimlanmasi bu arastirma ile gergeklegtirilememigtir. Bu
konuda wulagilmig genel ‘bulgularin kesin bir taniya gdta-
rilmesi ig¢in delisgik standartlar . kullanilarak gesitli
testlerin ylUrttilmesi gerekmektedir.

YGrGtilmis bulunan biitdin bu analiz sonuglarina
gére R.damascena flavonoidlerinin teghisi yapilmis olan-
lari Tablo 4.9'da gbsterilmis bulunmaktadir.

Tablo 4.9. R.damascena‘'da tanisi yapilmig £lavonoidler

Pik no Bilegik

1,3-17 Flavan 3-o0l (Daha ileri taniya
gidilememistir)

8 Siyanidin 3-5 diglukozit

9-13,15 Flavan 3-o0l (Daha ileri taniya
gidilememigtir)

16 Kuersetin 3-glukozit

17 Kuersetin 3-glukozilgalaktozit

18 Kuersetin 3-arabinozit

20 Kampferol 3-galaktozilarabinozit

21 Kampferol 3-glukozilarabinozit

23 Kampferol 3-arabinozit '

24 Kampferol 3-ramnozilglukozit

25 Kampferol 3-ramnozilgalaktozit

26 Kampferol 3~ rutinozil-7-
arabinozit

2,14,19, Tanisi yapilamamistir
22




o4

ABSORBANS
.
M

61

“‘-'-——‘.—————-—'\—'\-—-" s e,

ABSORBANS

{
{

w1 \
¥ ﬁ . ?ﬁbji 5_'f14x&J%,r

X P DN

ABSORBANS

—-2

f 5
. l‘.’l lti. ‘ ; |
“l & * l"'—\ l l
‘ A _.-" \s.. —— '\\__-iﬁ" ___lﬂi‘-_-tl. !( jlj! l_________L
e}
it= 1 SURE (s> [t= 2945 |

Jekil 4.14. Gil gegitlerinin HPLC ile saptanmis flavonoid

profilleri [Koyu kirmizi gil(a), R. damas-
cena(b), peyaz gil(c)].
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Tabloda gésterilmis bulunan piklerden 18 nolu
olan1 saf olarak elde edilememigtir. Ancak bu pikin gerek
gelis sliresinin, gerekse de HPLC ile elde olunan spektral
delerlerinin kuersetin 3-arabinozit standardi ile tamamen
esdeYer oldulu belirlendi¥inden bu flavonoidin kuersetin
3-arabinozit'ten bagka bir madde olmadiyi sonucuna varil-

migtir.

Isparta giiltnin (R. damascena) HPLC 1ile saptan-
mi§ bulunan flavonoid profllinin, diY¥er bazi gil gegit-
lerinin £lavonoid profiliyle kiyaslanmasi amaciyla yapil-
lan deney sonuglarina iligkin kromatogrémlar Jekil 4.14!
te gdsterilmisgtir.
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S—SONUCL AR VE TARTISMA

.

GGl yapraklarinin Gretim ddéneminin yaklagik 1 ay
kadar olmasi, Y1l boyunca siirdixiilecek regel {iretiminde
kullanmak amaciyla bu yapraklarin muhafazasina uygun bir
yontemin geligtirilmesini gerekli kilmaktadir. Bu amaca
doniik olarak yaratdlmids bulunan bu aragtirmada, halen
slirdlGriilen geleneksel yontemin yerini alabilecek muhafaza
metodlari arastirilmig ve tarafimizdan bazi oOneriler or-
taya konmustur. G@l yapraklarinin bu amagla muhafazasinda
renk, en O&nemli kriter olarak ele alinmig, ve Odncelikle

rengin korunmasini sa¥layacak parametreler incelenmistir.

Daha dnce Tortopodlu vd (1986) tarafindan yapi-
lan bir galigsmada, gfil yapraklarinin mwuhafazasi amaciyla
halen uygulanan geleneksel ydntem incelenmis, yapraklarin
kristal gsekerle karigtirildiktan sonra a¥zi kapali kaplar
figinde saklandiyi: belirlenerek, rengin korunmasi ic¢in
kaplardaki tepe boglufunun en az diizeyde tutulmasi One-
rilmistir. Oysa oksijen, g@l. yapraklarina rengini veren
antosiyaninlerin bozunmasi lizerine etkili‘olan faktoérler-
den yalnizca bir tanesi ve belkl de en sonuncusudur. Ni-
tekim, oksijenin antosiyaninlerin bozunmasi Gzerindeki
etkisinin, 1s1, pH, ve enzimler gibi dider £faktérlerin
etkisine gdre oldukca sinirli oldu¥u saptanmigtir
(Markakis 1982). Bu nedenle aragstirmada, ©Oncelikle 1isi-
nin, pH'in ve enzim inaktivasyonunun antosiyaninin kayip
dizeyi fizerindeki etkileri incelenmistir.

Yapraklar haglanarak, diYer enzimler yaninda &-
zellikle antosiyaninlerin kaybi ile ilgili olan peroksi-
daz, fenoloksidaz ve polifenoloksidaz enzimlerinin inak-
tive edilmesi saylanmigstir. Gerek haslama suyunda, gerek-
se yapraklara eklenen dolgu sivisinda sitrik asit kulla-
nilarak pH'in bu husustaki etkileri belirlenmeye galigsil-
migtir. Bunun gibi deY¥isik uygulamalarla hazirlanan yap-
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raklar, dondurarak saklanmig ve bdylece depolamadaki si-
caklik derecesinin etklileri ortaya konmugtur. DiYer ta-
raftan fenolik maddeler Gizerine metal iyonlarinin olumsuz
etkileri &teden beri bilinmekte oldufundan bu husus da a-
ragtirilmigtair. Bu amagla yapraklar EDTA ilave edilmig
suda haglanarak, ortamda bulunmasi muhtemel metal iyonla-
rinin kelat olarak badlanmasi yoluna gidilmigtir. Ayn:
diisiincelerle, yapraklarin muhafazasinda metal kap kulla-
nilmasindan kaginilmig, S6rnekler cam kavanozlarda saklan-

migtir.

Bilindi¥i gibi geker surubu iginde oksijenin e-
rirligi ve difGzyonu oldukga sinirli kalmaktadir. Bu ne-
denle incelenen bazi muhafaza ydntemlerinde yapraklar ge-
ker surubu iginde saklanmig ve bdylece oksijenin olumsuz

etkisi olabildi¥ince Snlenmeye galisilmigtir.

DiJer taraftan, indirgen 06zelliy¥i nedeniyle ka-
layin, antosiyaninlerin rengini agti¥1 Steden beri bilin-
mektedir. Buna kargin Sistrunk ve Cash (1970) tarafindan
Gilek pulpu renginin kalay tuzlari 1ile stabilize edile-
bildigi bildirilmekte olduyundan, glil antosiyaninlexri G-
zerine kalay iyonlarinin etkisi de bu arastirmada incele-

meye alinmigtair.

Asit 86zelli¥i nedeniyle askorbik asit bir taraf-
tan antosiyaninlerin stabilitesi Gzerine olumlu etkide
bulunurken, diger taraftan bizzat kendisi bozunmaya ulra-
yarak hidrojen peroksit olugumuna neden olmaktadir. Hid-
rojen peroksif ise renk agici bir maddedir (Shirikhande
ve Francis 1974). Bu ylzden aragtirmada haglama suyuna
~askorbik asit eklenerek bu maddenin olumlu ve olumsuz et-

kileri kargilagtirilmigtir.

Incelenen tiim bu faktdrlerden alinan sonuglara
gdre, UGlkemizde gil yapraklarinin muhafazasinda halen uy-
gulanan yontemden daha olumsuz bir muhafaza metodunun s6z

konusu olamayacay1i sonucuna varilmistir. Gergekten gele-
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neksel yéntemle muhafaza edilen yapraklarda antosiyanin
miktara baslangi¢ diizeyine gdre, daha 6 aylik depolama
sonunda % 13'e, 12 ay sonunda ise % 0'a digmis bulundulu
saptanmigtir. Buna kargin sitrik asit igeren su igexisin-
de haslandiktan sonra dondurularak muhafaza edilen yap-
raklarda 1 yi1l sonra bile antosiyaninin % 70 civarinda
korunabildiyi belirlenmigtir. Ulagilan bulgular daha 6n-
ceki arastirmalarla da ortaya kondu¥du gibi (Lukton vd
1966, Grommeck ve Markakis 1964, Pilferi ve Cultrera
1974, Ebeling ve Montgomery 1990, Segal ve Negutz 1969,
Van Buren vd 1968, Siegel vd 1971) sicaklifin pH derece-
sinin ve enzimlerin 6nemli etkilerinin bulundufunu gds-
termektedir. Buna gdre agayida deydinilen baglica sonuglar

ortaya gikmigtar.

a) Gl yapraklarinin muhafazasinda, yapraklarin kesin-
likle haglanmasi ve bu yolla enzimlerin inaktive edilmesi
zorunludur.

b) Haslamanin % 0.5-1.0 konsantrasyondakl sitrik asit
¢o6zeltisinde yapilmas:i, bu maddenin hem haglama sirasin-
da, hem de daha sonraki muhafaza agamasinda pH derecesini
disirme bakimindan yararli bulunmaktadir.

c) Haslama suyuna EDTA eklenmesi ile EDTA'nin metal i-
yonlari ile kelat oclusturmasi antosiyaninlerin korunma-
sinda 6nemli rol oynamaktadir.

d) Haglama suyunda kalay kullanilmasinin gdrianigste sa¥-
lamis oldu¥u yararin daha ¢ok, yapraklarin haglanmig ve
dondurulmug olmasina dayandi¥:i sanilmaktad:ir.

e) Yapraklarin geker surubu iginde muhafaza edilmesinin
bir yarari olmadi¥i, hatta az da olsa olumsuz etkide bu-
lundudu sonucuna varilmistir.

f£) Haslama suyuna askorbik asit katilmasi, sitrik
asitte olduéu kadar olumlu sonu¢ vermemektedir.

g) Incelenen tim faktdrler iginde antosiyaninlerin ko-
runmasi agisindan en etkininin depolama sicakliy:i oldulu
belirgin olarak ortaya qikmistir.
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Bitdn bunlarin incelenmesi sonucunda, gl yap-
raklarinin muhafazasinda en uygun yéntemin, yapraklarin
sitrik asit ¢bzeltisinde haglanmasindan sonra, polietilen
torbalarda dondurularak saklanmasi oldu¥u anlagilmakta-
dir.

Dijer taraftan Isparta Gilii'ne 6zgid rengi vezren
pigmentin sadece "siyanidin 3-5-diglukozit”" oldudu 'HPLC
ile yapilan analizler sonucu belirlenmigstir. pH differan-
siyel metoduyla yapilan kantitatif analiz sonucuna godre,
taze yapraklarda bu pigmentin konsantrasyonunun 285 mg/kg
dizeyinde bulundulu saptanmigtair.

Antosiyanin pigmentlerinin pH 1-3 civarinda tu-
runcu-kirmizi, pH 4-5'te renksiz ve pH 7-8'de mavi-yesil
renkte oldufu ve bu durumun pigmentlerin de¥igik pH dere-
celerinde, de¥isik formlarda (sirasiyla, flaviliyum, kar-
binol ve kuinoidal) bulunmasindan ileri geldi¥i bilin-
mektedir (Wrolstad 1976, Mazza ve Brouillard 1887). Tablo
~4.1'de verildiy¥i gibi R. damascena'nin pH'si 5.92 olarak
saptanmigtir. Marousky ve Carlyle (1985) da inceledikleri
glillerde pH derecesinin 5.11 ile b5.51 arasinda oldu3unu
bildirmektedirler. Bu bulgulara gdre, gl yapraklarinin
yﬁksek PH nedeniyle teorik olarak kirmizi veya pembe
renkte olmamas1 gerekirken renkli olmalarinin nedeni an-
tosiyaninlerin, di8er flavonoidlerle "kopigment" olugtur-
masi1 ile agiklanabilmektedir. Ornedin 2x10"°M siyanidin
3-glukozit ¢dzeltisi {Uzerine =renksiz bir bilegik olan
(+)katesinin 6x107°M 18k ¢bzeltisi eklendi¥inde spekt-
rofotometrede absorpsiyon maksimum dalga boyunda dlgiilen
absorbans de3derinde %78 oraninda artig ortaya gikmakta-
dir. Pigment {izerine kategin yerine ayni yoYunlukta kuer-
setin 3-galaktozit ¢bzeltisi eklenmesi durumunda bu artig
% 282'ye ulagmaktadir (Asen vd 1972). Ayni gekilde, meyve
ve sebzelerde yaygin olarak bulunan klorojenlk asit de
dedisik pigmentlerde del3igik oranlarda absorbans artisina
neden olmaktadir (Mazza ve Brouillard 1990). Sekil 4.8 ve

Tablo 4.5'de verildigi gibi R. damascena'da.bulunan anto-
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siyanin, toplam flavonoidlerin ancak % 8'ini olugturmak-
tadir. Tarafimizdan analizi yapilan giil yapraklarinda yer
alan bir gok f£lavan 3-ol'lere ve flavonollara ba¥li ola-
rak ylksek pH'ya ra¥men giilén renkli olugu, ok biylk bir
olasilikla yukarida sdzli edilen "kopigmentasyon" olgusun-

dan kaynaklanmaktadir.

Tarafimizdan O&nerilmis bulunan ydnteme gbre mu-
hafaza edilecek giil yapraklarindan regel firetilmesi duru-
munda biiyGk bir olasilikla, standartta dnerilen vigne su-
yu katkisina gerek duyulmayacaktir. Ayrica visne suyu
gil regelinin renklendirilmesi igin uygun bir kaynak de-
ildir. Visne antosiyaninleri Gzerinde yapilmis bulunan
arastirmalarin (Harborne 1967, Shrikhande ve Francis
1973, Dekazos 1970 ; Timberlake 1981'den) higbirinde R.
damascena'da yer alan siyanidin 3-5-diglukozite rast-
lanmamigtir. Hatta, incelenen d6rneklerde hig¢ bir 3-5-4i-
glukozite de rastlanmamistir. Tablo 2.8'de verildigi gibi
3-glukozitlerle, 3-5-diglukozitlerin spektral nitelikleri
birbirlerinden oldukga farklidir. Gil regelinin mutlaka
dogdal boyalarla renklendirilmesi isteniyorsa, yapisainda
yiksek miktarda siyanidin 3-5-diglukozit igeren pigment
preparatinin kullanilmasi gereklidir. Ancak bu ydnden
fazla bir segenek sdz konusu de¥ildir. Qinki do¥adaki an-
tosiyaninlerin % 50'sini siy;nidln tirevleri olugsturma-
sina karsan, 3-5—diglukozi£lerin yayginli¥i, 3~glukozit-
lere oranla 2.5 kat daha azdir ve bunlar arasinda da o-
zellikle siyanidin 3-5-diglukozit £fazlaca bulunmamakta-
dir (Timberlake ve Bridle 1982). Ticari antosiyanin pre-
paratlarinin incelendidi bir aragtirmada ele alinan "el-
derberry", "blackberry", "blackraspbexrry" ve "morello-
cherry" adli drinlerin % 100 oraninda siyanidin tirevleri
igermelerine ra8dmen bunlarin hi¢ birinde 3-5-diglukozite
rastlanmamigtir (Hong ve Wrolstad 1990). Bu konuda belki
de tek segenek tatli patatesten (Dioscorea alata) elde e-
dilecek pigmentin kullanilmasid:ir. QGnki Isparta gGldnGn
rengini veren bilegik bu patateslerin temel pigmentini
olugturmaktadir (Rasper ve Coursey 1967; Timberlake ve
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Bridle 1982'den). Ancak lilkemizde bu patatesin yetigti-
rilmesl bir yana hatta hi¢ taninmamakta olusuna ek ola-
rak, bu yol pek ekonomik bir segenek gibi gdriinmemekte-
dir.

Bilindi¥i gibi kuersetin tirevleri do3ada en
yaygin olarak bulunan flavonollardir. Bunu kampferol tia-
revleri izlemektedir. Ornedin, taninan 255 adet kuersetin
tiirevinin tam bir listesi Harborne ve Williams (1982) ta-
rafindan derlenmis olarak verilmektedir. Bu listeye kisa
slirede 94 adet daha kuersetin tirevi eklenmigtir
(Harborne ve Williams 1988). Bu nedenle R. damascena'da
tanisi yapilan tim flavonollarin bu iki gruptaki bilegik-
lexden olugmasi biyik bir olasilikla bu maddelerin doYada

gergekten gok yaygin olmasindan kaynaklanmaktadir.

Esit kosullarda ekstrakte edilen 3 farkli renk-
teki glillere iliskin $ekil 4.14'te verilen kromatogramlar
bazi irdelemelere olanak vermektedir. Nitekim koyu kirmi-
z1 renkli gilde flavonollarin miktarinin az olusu, hemen
goze Garpmaktadir. Bu duruma radmen bu glilin renginin son
derece koyu olusu, yapida yer alan pigmentlerin miktara-
nin ylkseklif¥inden ve tiirlerinin farklilifindan 1ileri
gelmektedir. Her ne kadar yukarida kopigmentasyon olayi-
nin 6neminden s6z edilmisse de, renk tonu ve yo¥unludd {-
zerinde .as11 belirleyici faktérlin antosiyanin pigmentle-
rinin cins ve miktarinin oldufu burada bir kez daha orta-
ya ¢ikmaktadir. §ekil 4.14'ten gikarilan bir bagka sonug
ise, R. damascena‘'da flavan 3-o0l'ler olarak tanisi ya-
pilan bazi pikler konusundaki gbriigGmizin doJrulanmasi-
‘dir. Nitekim bu piklerin hemen hemen tamami beyaz renkli
gilde de yer almaktadir. Bu piklerin ultraviyocle spekt-
rumdaki absorbans maksimumlari antosiyaninlerle biiydk
benzerlik gdstermesine kargilik bu giilin beyaz renkli ol-
masi, piklerin antosiyaninler olmadidini ortaya koymakta-
dir. Buna gore kirmizi gilin renginin esas olarak antosi-
yaninler ve £flavan 3-ol'lerden, pembe renkli R. damasce-

na'nin renginin esas olarak antosiyaninlerden, £flavan 3-
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ol'ler ve flavonollardan, beyaz gilin kendine 8zgi beyaz
renginin ise flavan 3-ol'ler ve flavonollardan kaynaklan-
d1Y1 anlagsilmaktadir. "Efer dofada flavonoidler olmasaydi
¢igekler yari saydam olacaklardi" gdrisi, beyaz renkli
bir glilde dahi flavonoidlerin bu kadar yaygin olugu ile
dodrulanmaktadixr (Wong 1976).

Flavonoidler {izerinde galigsan aragtirmacilar da-
ima saf halde standartlara gereksinim duyarlar. Bu madde-
lerden birisi de siyanidin 3-5-diglukozittir. Iste R. da-
mascena, siyanidin 3-5-diglukozitin sa¥lanmas: yoniinden
oldukg¢a iyi bir kaynak gibi gorinmektedir. Yine R. damas-
cena kampferol 3-glukozilarabinozit ydniinden de oldukga
zengindir. Bu madde 1la¢ endlstrisi ig¢in gerekli bir bi-
legik olduguhdan R. damascena' dan bu améqla yararlani-
labilecegi bu arastirma ile ortaya konmus bulunmaktadir.
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