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Yiksek Lisans Tezi

VISNE SUYU KONSANTRESININ RENK YOGUNLUGU VE STABILITESI UZERINE
DOGAL KAYNAKLARDAN ELDE EDIiLEN KOPIGMENTLER[N ETKIiSI VE
DEPOLAMA BOYUNCA RENKTE MEYDANA GELEN DEGISIMLER

Ayse NAVRUZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mehmet OZKAN

Bu caligmanin temel amaci, vigne suyu konsantresinin renk yogunlugu ve stabilitesi iizerine dogal
kaynaklardan elde edilen (nar kabugu, yesil ¢ay ve kiraz sap1) kopigmentlerin ve gallik asit standardinin
etkisini belirlemektir. Bu ¢aligmanin diger bir amaci da, visne suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda
depolanmasi siiresince renkte ve bulaniklikta meydana gelen degisimlerin saptanmasidir. Bu amagla,
orneklerin —20° ve 4°C’de 6 ay, 20°C’de ise, 110 giin depolama siiresince; monomerik antosiyanin,
hiperkromik etki, batokromik kayma, polimerik renk ve bulaniklik degerlerindeki degisimler
incelenmistir.

Gallik asit (%32), nar kabugu ekstrakt1 (%23—40) ve yesil¢ay ekstrakti (%31-54) antosiyanin stabilitesini
artirirken, kiraz sap1 ekstrakti (%17) antosiyanin stabilitesini azaltmistir. Depolama sicakligi arttikca,
antosiyaninlerin pargalanmasi da artmistir. 20°C’de depolanan 6rneklerdeki antosiyanin pargalanma
hizinin 4°C’de depolanan drneklere gore, %74—83 oraninda daha fazla oldugu saptanmustir.

4° ve 20°C’de depolanan tiim orneklerin Apqs degerleri ve polimerik renk olusum hizlart (4°C’de %12—
60 ve 20°C’de %21-85) azalmigtir. 20°C’de depolanan 6rneklerin A s degerlerinin ty, degerleri, kontrol
grubuna oranla; gallik asit eklendiginde %20, nar kabugu ekstrakt1 eklendiginde %7, kiraz sap1 ve yesil
cay ekstraktlar1 eklendiginde ise, %11 artmustir. Depolama boyunca kontrol grubu ve kiraz sap1 ekstrakti
iceren Orneklerdeki polimerik renk olusumunun antosiyanin pargalanmasindan kaynaklandigi; gallik asit
ve yesil cay ekstrakti igeren Orneklerdeki polimerik renk olusumunun ise, antosiyaninlerin
polimerizasyonundan kaynaklandigi belirlenmistir. Ayrica; gallik asit (%43) ve nar kabugu (%32)
ekstrakti igeren 6rneklerin bulaniklik degerleri de kontrol grubununkinden ¢ok daha distiktiir.

Visne suyu konsantrelerinin gerek renk stabilitesi ve yogunlugunu artirmasi gerekse de depolama
boyunca bulaniklik olusumunu yavaslatmasi nedeniyle eklenen dogal kopigment kaynaklari i¢inde; en iyi
kopigment kaynaginin nar kabugu ekstrakti oldugu belirlenmistir.

Nisan 2017, 85 sayfa
Anahtar Kelimeler: Visne suyu konsantresi, kopigmentasyon, kopigment, antosiyanin, nar kabugu,
yesil gay, kiraz sapi, gallik asit.
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EFFECT OF COPIGMENTS FROM NATURAL SOURCES ON THE COLOR INTENSITY
AND STABILITY OF SOUR CHERRY JUICE CONCENTRATE AND CHANGES IN
COLOR DURING STORAGE
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Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZKAN

The primary purpose of this study was to determine the effects of copigments obtained from natural
sources (pomegranate rind, green tea and cherry stem) and gallic acid standard on colour intensity and
stability of sour cherry juice concentrate. The other purpose of this sudy was to determine the changes in
colour and turbidity of sour cherry juice concentrates stored at various temperatures. For this purpose,
monomeric anthocyanin, hyperchromic effect, bathocromic shift, polymeric color and turbitity values of
the samples were investigated at —20° and 4°C for 6 mo and 20°C for 110 days of storage.

While gallic acid (32%), pomegranate rind extract (23—40%) and green tea extract (31-54%) increased
anthocyanin stability, cherry stem extract (17%) reduced anthocyanin stability. As the storage
temperature increased, the degradation of anthocyanins increased. The degradation rate of anthocyanins
in samples stored at 20°C was 74—83% higher than the samples stiored at 4°C.

Anmax values of all samples stored 4° ve 20°C and the formation rates of polimeric color (12-60% at 4°C
and 21-85% at 20°C) decreased. The ty, values of the Ap.x values of the samples stored at 20°C
increased, as compared to the control group, by 20% when gallic acid was added, 7% when pomegranate
rind extract was added, 11% when cherry stem and green tea extracts were added. During storage, while
the formation of polymeric color in the control group and the samples containing cherry stem extract was
attributed to the degradation of the anthocyanin, the formation of polymeric color in samples containing
gallic acid and green tea extract was attributed to the polymerization of anthocyanins. Moreover, the
turbidity values of the samples containing gallic acid (43%) ve pomegranete rind extract (32%) was much
lower than that of control group.

Because of the increase in both color stability and instesity of sour cherry juice concentrate as well as the
lowering the formation of turbidity duirng storage, the best copigment source was determied to be the
pomegranete rind extract among the natural copigment sources added.

April 2017, 85 pages

Key Words: Sour cherry juice concentrate, copigmentation, copigment, anthocyanin, pomegranate rind,
green tea, cherry stem, gallic acid.
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1. GIRIS

Bir gidanin tiiketici tarafindan tercih nedeni olmasi igin ilk olarak goze hitap etmesi
gerekmektedir. Bu nedenle renk, gidalarin en 6nemli kalite kriterlerinden biri olarak
degerlendirilmektedir. Gidalarin dogal renkleri icerdikleri pigmentlerden, yani renk
maddelerinden, kaynaklanmaktadir. Bu pigmentlerden birisi de; meyve, sebze ve
ciceklere kirmizi, mor ve mavi tonlarindaki renklerini veren antosiyaninlerdir.
Antosiyaninler renkleri disinda, antioksidan 6zellikleri ile de gidalarda olusan lipid ve
protein oksidasyonunu engelleyerek, oksidasyon sonucu meydana gelen acilasmayi
geciktirme veya Onleme Ozelligine sahiptirler. Bunun yani sira; meyve ve sebzelerle
viicuda alman antosiyaninlerin; anti-kanserojen, anti-inflamatuar ve anti-anjiogenik

ozellikleri ile insan saglig1 agisindan son derece 6nemli olduklar diisiiniilmektedir.

Antosiyaninler doyamamis yapilar1 geregi stabil olmayan bilesikler olup; sicaklik, pH,
151k, askorbik asit, oksijen, enzimler, sekerler, hidrojen peroksit gibi faktorlere bagl
olarak parcalanabilmekte ve bunun neticesinde de iirlin albenisini kaybetmektedir. Buna
karsin, antosiyaninler ile fenolik asitler, flavonoidler, flavonoller ve flavonlar ve hatta
antosiyaninlerin birbirleri arasinda olusan ve “kopigmentasyon” olarak nitelendirilen
birlesmeler sonucunda antosiyaninler stabil bir form kazanmaktadir. Kopigment 6zelligi
gosteren fenolik maddelerin standartlarinin ¢ok pahali olmasindan dolayi, meyve suyu
endiistrisinde bu amacla kullanimlar1 miimkiin degildir. Bu ¢alismanin amaci; dogal
kaynaklardan elde edilen ve kopigment etkisini gosteren fenolik maddelerin vigne suyu
konsantresindeki antosiyaninler iizerine farkli sicakliklarda (-20°, 4° ve 20°C)
depolama siiresince etkisinin incelenmesidir. Bu amacla kopigment kaynagi olarak; nar
kabugu, yesil ¢ay ve kiraz sap1 kullanilmistir. Bu dogal kaynaklar disinda, kontrol grubu

olarak da, gallik asit standard1 da kullanilmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Ulkemizde Visne Uretimi ve Visnenin Saghk Acisindan Onemi

Ulkemiz, diinya meyve iiretiminin %4 {inii karsilamaktadir. Meyve suyu endiistrisinde
en ¢ok kullanilan meyveler sirasiyla; elma (%49), seftali (%12), visne (%10), nar (%3),
portakal (%7), kayist (%5) ve tiziimdiir (%3) (Anonim 2008). 187 914 ton visne iiretimi
ile iilkemiz 2012 yilinda diinyada birinci sirada yer almistir (Anonim 2012).

Ulkemizde visne iiretimi yildan yila artis gdstermistir. 1994 yilinda 90 000 ton olan
visne iiretimi, 2014 yilinda 182 577 tona kadar ulasmistir (Anonim 2014). Uretilen
visnenin %30’u meyve suyu endiistrisinde kullanilmaktadir. Ulkemizde konsantreye
islenen meyveler arasinda elma %60°lik payla birinci sirada iken, vigne %18’lik payla
onu takip etmektedir (Anonim 2008). Verilen bu degerler, visnenin lilkemiz meyve suyu

endiistrisi acisindan ¢ok dnemli bir yere sahip oldugunu gostermektedir.

Vignenin ekonomik acgidan oldugu kadar saglik agisindan da onemli katkilar
bulunmaktadir. Visnenin igeriginde, yagda ¢dziinen vitaminler (1283 IU A vitamini/100
g, 0.1 mg E vitamini/100 g, 2.1 nug K vitamini/100 g) oldugu gibi 6nemli miktarlarda -
karoten (770 nug/100 g, lutein ve zeaksantin (85 ng/100 mg) de bulunmaktadir (Ferretti
vd. 2010). Ayn1 ¢alismada vignenin; kalsiyum (14 mg/100 g), magnezyum (10 mg/100
g), fosfor (20 mg/100 g) ve potasyum (200 mg/100 g) gibi minerallere de sahip oldugu
icin saglik i¢in son derece yararli bir meyve oldugu da belirtilmistir. Ayrica son
zamanlarda yapilan ¢alismalar, visnenin, viicudun biyolojik saatini ayarlamakla gorevli
olan melatonin hormonunu (13.46 + 1.10 ng/g) igermesi nedeniyle, uyku diizenleyici

etkisinin olabilecegini de gostermistir (Burkhardt vd. 2001).

Bu 6nemli bilesenlerin yaninda visnelerin tat ve burukluk gibi 6zellikleri tizerine etkili
olan fenolik bilesikler de visnelerin kabugunda onemli miktarlarda (229 mg/100 g)
bulunmaktadir (Ferretti vd. 2010). Ayni calismada, visnelerde en yiiksek miktarda

bulunan fenolik bilesiklerin antosiyaninler ve hidroksinnamik asitler oldugu



belirtilmistir (neoklorojenik asit ve p-kumarilkuinik asit). Ayrica bunlara ek olarak;
flavonoller ve flavan-3-oller (katesin, epikatesin, kuersetin 3-glukozit, kuersetin 3-
rutinozit ve kaemferol 3-rutinozit) de visnelerde bulunmaktadir (Chaovanalikit ve
Wrolstad 2004). Visnelerde bulunan bu fenoliklerin; antioksidan, anti-inflamatuvar ve
antikarsinojen Ozelliklere de sahip oldugu belirtilmektedir. Visnelerin antioksidan
kapasitesinin, 1145-1916 umol Troloks/100 g arasinda degisim gosterdigi bildirilmistir
(Blando vd. 2004). Bu antioksidan aktivitesinin onemli bir boliimiiniin visnelerin
icerdikleri  fenoliklerin yan1 sira, Ozellikle antosiyaninlerden kaynaklandigi

bilinmektedir (Heinonen vd. 1998).

2.2 Antosiyaninler ve Kimyasal Yapilari

Antosiyaninler, fenolik bilesiklerin flavonoid grubunda yer alan; meyve, sebze ve
ciceklerin kendilerine 6zgiin pembe, kirmizi, mavi ve mor tonlarindaki dogal renklerini
veren renk maddeleridir. Antosiyaninler, tipik flavonoid iskelet yapisina (C¢C3Cg) Sahip
olan antosiyanidinlerin, yani aglikonlarin sekerlerle esterlesmis formlaridir (Cemeroglu
vd. 2009). Antosiyanidinlerin temel yapisini, flavilyum katyonu (2-fenilbenzopirilium)
olusturur (Sekil 2.1). Flavilyum katyonunun B halkasina baglanan hidrojen (H),
hidroksil (OH) ve metoksil (OCHj3) radikallerinin farkli yerlesimiyle, 23 civarinda
antosiyanidin olugsmaktadir (Kong vd. 2003, Kirca 2004). Bu antosiyanidinlerden 6
tanesi meyve ve sebzelerde, bunlarin triinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Bunlar,
pelargonidin (Pg), siyanidin (Cy), peonidin (Pn), delfinidin (Dp), petunidin (Pt) ve
malvidin (Mv)’dir (Mazza ve Miniati 1993) (Cizelge 2.1). Meyve ve sebzelerdeki
dagilim oranlarina gore bu antosiyaninlerin siralamasi: siyanidin (%350), delfinidin
(%12), pelargonidin (%12), peonidin (%12), petunidin (%7) ve malvidin’dir (%7)
(Castaneda-Ovando vd. 2009). Bu yaygin 6 antosiyanidinin birbirlerinden farki, 3" ve 5’
pozisyonlarina bagl gruplarin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir (Cemeroglu vd.
2009).



Sekil 2.1 Flavilyum katyonu

Antosiyanidinlerin dogada serbest halde bulunma oranlart ¢ok diisiiktiir. Genellikle
glikolizasyona ugramis halde yani antosiyanin seklinde bulunurlar (Harborne 1967).
Glikozit formu icermesinden dolay1 antosiyaninler, antosiyanidinlere gore suda daha iyi
¢coziinme Ozelligine sahiptirler (Timberlake ve Bridle 1966, Rein 2005). Antosiyaninler
yapilarinda bulunan glikozil iinitesi sayisina gére siniflandirilirlar. Monoglikozitler bir
monosakkarit iinitesinin aglikonlarin 3-hidroksil grubuna baglanmasiyla olusmaktadir
(Brouillard 1982). 3" ve 4 pozisyonlarinda glikozil {initesine sahip antosiyaninlerin;
mavi ¢igeklerde (Nymphaea caerulea) (Fossen ve Andersen 1999) ve kirmizi soganda
(Allium cepa L.) (Fossen vd. 2003) bulundugu saptanmistir (Rein 2005). Diglikozitlerde
bulunan iki monosakkaritin genellikle antosiyanidinlerin 3-hidroksil ve 5-hidroksil
gruplarina baglanmasina karsin, nadir de olsa 3-hidroksil ve 7-hidroksil gruplarina
baglandig1 da saptanmistir. Ayrica iki monosakkaritin de 3. pozisyona (C-3) baglanmasi
da miimkiindiir (Rein 2005). Triglikozitlerde ise; monosakkaritlerden ikisi 3. pozisyona,
digeri 5. pozisyona ya da 7. pozisyona baglanabilmektedir (Rein 2005).
Triglikozitlerdeki tiim monosakkaritlerin 3. pozisyona bagl olabilecegi de belirtilmistir
(Bruneton 1995). Bununla birlikte, seker molekiillerinin 3°, 4" ve 5 pozisyonlarina da
baglanabildigi saptanmistir (Rein 2005). Glikozil baginin yeri, antosiyanin stabilitesini
etkileyen onemli bir faktordiir. Pelargonidinin izomerik B-glikozitleri ile ilgili yapilan
bir c¢aligmada, 3. pozisyondaki karbon atomuna bagl glikozitlerin, antosiyanin
stabilitesini, 5. ve 7. pozisyondaki karbon atomuna bagli glikozitlerden daha fazla

artirdi@i saptanmistir (Leon vd. 1931).



Cizelge 2.1 Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan antosiyanidinlerin yapisal
farklar1 (Castaneda-Ovando vd. 2009)

Antosiyanidin R: R, R3 R4 Rs Re R Renk

Siyanidin (Cy) OH OH H OH OH OH H Turuncu-kirmizi
Pelargonidin (Pg) OH OH H OH H OH H Turuncu
Peonidin (Pn) OH OH H OH OCH3; OH H Turuncu-kirmizi
Delfinidin (Dp) OH OH H OH OH OH OH Mavi-kirmizi
Petunidin (Pt) OH OH H OH OCH; OH OH Mavi-kirmizi
Malvidin (Mv) OH OH H OH OCH; OH OCH;  Mavi-kirmizi

Antosiyaninlerin birbirlerinden farkli olmasina molekiile baglanan; hidroksil grubu
sayist ve metilasyon derecesi, seker tiirli, sayis1 ve baglanma sekli ile bu sekerlere bagli
alifatik veya aromatik asitlerin yapisi ve sayisi gibi faktorler neden olmaktadir (Mazza
ve Miniati 1993). Antosiyaninleri olusturan sekerlerin en az bir tanesi mutlaka 3.
pozisyona bagli bulunur. Antosiyaninlere en yaygin olarak baglanan sekerler sirasiyla
glukoz, ramnoz, galaktoz, arabinoz ve ksilozdur (Rein 2005). Antosiyanin yapisinda en
sik rastlanan di- ve trisakkaritlere; rutinoz, sophoroz, sambubioz ve glikorutinoz 6rnek

olarak verilmektedir (De Ancos vd. 1999a, Kahkonen vd. 2003, Rein 2005).

Antosiyaninlerin yapilarinda bulunan glikozil tniteleri diginda, agil gruplarinin da
baglanarak, antosiyaninlerin stabilitesi lizerine dnemli bir etkiye sahip oldugu ortaya
konulmustur (Rein 2005). Antosiyaninlerin glikozil iinitelerine, ester bagi ile aromatik
asitler, alifatik asitler veya bunlarin kombinasyonlar1 baglanabilmektedir (Rein 2005).
Molekiile baglanan asitler ¢ogunlukla, monosakkaritin 6. pozisyonuna baglanmakla
birlikte, a¢il gruplarmin 2., 3. ve 4. pozisyonlarda yer alabilecegi de gdsterilmistir
(Cabrita 1999). Agil asit gruplarindan en yaygin olanlarinin aromatik asitlerden; p-
kumarik, ferulik, kafeik, sinapik ve gallik asit ve nadiren p-hidroksibenzoik asit, alifatik
asitlerden; malonik, asetik, malik, suksinik ve okzalik asit oldugu belirtilmektedir
(Garzon ve Wrolstad 2001). Bu molekiillere baglanan seker sayisinin artmasi ve
yapisinda aromatik agil grubunun bulunmasi ile antosiyaninler daha stabil bir yapi

kazanmaktadir (Markakis 1982, Mazza ve Miniati 1993).
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Antosiyanin yapisinda bulunan hidroksil ve metoksil gruplarinin renk iizerinde dnemli
etkisi oldugu bilinmektedir. Molekiildeki hidroksil grubu sayisindaki artis mavi tonu
artirirken; metoksil grubunu sayisinin artmasi kirmizi tonun giiclenmesine neden

olmaktadir (Mazza ve Brouillard 1987).

Antosiyaninlerin ~ stabiliteleri, gidalarin rengi lizerine son derece etkilidir.
Antosiyaninlerin renk stabiliteleri, antosiyanin molekdiliiniin diger bir dogal bilesen ile
dogrudan veya zayif etkilesimleri (kopigmentasyon) yoluyla saglanabilmektedir
(Darias-Martin vd. 2002, Talcott vd. 2003). Bunun yani sira, antosiyaninler, kararsiz bir
yap1 gostermeleri ve kolayca, hizli bir sekilde par¢alanmalari ile bilinirler (Rein 2005).
Bu durum, antosiyaninlerin yapitasi olan flavilyum katyonunun C halkasinin doymamis
yapida olmasi ve dolayistyla reaktivitesinin ¢ok fazla olmasindan kaynaklanmaktadir.
Meyve sulari, bunlarin konsantreleri ve joleler gibi gidalarin islenmesiyle elde edilen
bir¢ok iirlinde ¢esitli kimyasal reaksiyonlarin gerceklesmesi ve bu reaksiyonlarin
karmagik olmalari nedeniyle, antosiyaninlerdeki degisimleri tek bir nedene baglamak
oldukca giictlir (Garzon ve Wrolstad 2001). Antosiyaninlerin stabilitesine kimyasal
yapinin yani sira; antosiyanin konsantrasyonu, 11k, sicaklik, pH, O, enzimler, askorbik
asit, sekerler ve sekerlerin pargalanma {irlinleri, metal iyonlari, kiikiirt dioksit gibi

bircok faktor etki etmektedir (Mazza ve Miniati 1993).

2.3 Antosiyaninlerin Stabilitesini Etkileyen Faktorler

2.3.1 Konsantrasyon

Konsantrasyon artigiyla renk stabilitesi arasinda dogrusal bir korelasyon bulunmaktadir
(Giustt ve Wrolstad 2003). Skrede vd. (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ¢ilek
surubunun konsantrasyonun artisiyla daha stabil bir form kazandig1 ortaya konulmustur.
Antosiyanin konsantrasyonu arttikca renk yogunlugu da artmaktadir. Siyanidin
konsantrasyonunun 10*ten 10'2’ye ¢ikarilmas1 sonucunda renkte 300 kat artis
gozlenmistir (Asen vd. 1972). Ayrica briks derecesinin artmasiyla visne (Asafi ve
Cemeroglu 2000) ve kan portakali antosiyaninlerinin (Kirca ve Cemeroglu 2003)

depolama stabilitelerinin arttig1 tespit edilmistir. Buna karsin, Garzon ve Wrolstad



(2002); 25°C’de depolama siiresince, ¢ilek suyu konsantresinde (65°Briks) pelargonidin
bazli antosiyanin parcalanmasinin, c¢ilek suyuna (8°Briks) goére daha hizh

gergeklestigini saptamiglardir.

2.3.2 Isik

Antosiyaninlerin stabilitelerini etkileyen diger bir faktdr olan 151k, bitkilerde antosiyanin
biyosentezinde dnemli rol oynamaktadir. Isik almadan gelismis bazi kirmizi meyvelerin
yesil kaldig1 yani, yeterince antosiyanin sentezleyemedigi bilinmektedir. Buna karsin
antosiyanin igeren gidalarda, 1s1k; antosiyaninlerin par¢alanmasini hizlandirmaktadir
(Markakis 1982). Kearsley ve Rodriguez (1981) tarafindan 1s18in antosiyanin rengine
etkisini incelemek amaciyla yapilan bir calismada, 24 h boyunca pH 2.3’te {iziim
antosiyaninlerinin karanlik ve aydinlik ortamdaki stabiliteleri izlenmistir. Bu ¢alismada,
antosiyaninlerin karanlikta renklerini daha iyi korudugu saptnamistir. Aydinlik ortamda
antosiyanin kayb1 %50 iken, karanlik ortamdaki kayip %30 ile sinirli kalmistir. Furtado
vd. (1993), 1sik ve sicaklikla olusan parcalanma firiinlerinin ayni oldugunu, sadece
pargalanma mekanizmalarinin farkli oldugunu ileri siirmiislerdir (Rein 2005’den
alimmigtir.). Palamidis ve Markasis (1975), {iziim posasindan elde edilmis
antosiyaninlerle boyanmis gazli iceceklerde 1s1gin antosiyaninlerin parcalanmasini

artirdigin1 ortaya koymustur.

2.3.3 Sicakhk

Antosiyaninlerin parcalanmasina neden olan en 6nemli faktor, sicakliktir. Antosiyanin
bazli gidalarin {iretimi ve depolanmas: siirecinde uygulanan sicaklik ve siire ile iliskili
olarak, antosiyaninlerde mutlaka az veya c¢ok par¢alanma meydana gelmektedir (Sekil
2.2). Sicaklik artisiyla glikozidik baglarin hidrolize olarak antosiyanin yapisinin zarar
gordiigii ileri siiriilmistir (Adams 1973). Bu durumun, aglikonlarin gkikozidik
formlarina gore daha az stabil olduklari i¢in renkte daha fazla kayba yol agmakta oldugu
belirtilmistir (Markakis vd. 1957). Aym calismada c¢alkon formunun olusumu

antosiyaninlerin termal pargalanmasinin birinci adimi olarak kabul edilmistir.



Antosiyaninlerden 3,5-diglikozitin yaygin termal parcalanma iriinii ise kumarin 3,5-
diglikozit olarak belirtilmistir (Von Elbe ve Schwartz 1996).

O OH
(0]
HO O+ |
AN Pargalanma OH
—_— C >
Deglukozilasyon
Sou HO
HO

(0]

Protokatesik asit

H
Pelargonidin—3—glikozit
Pargala\ HO
'! CHO
OH

HO

Parcalanma*
Floroglusinaldehit

HO HO
OH OH
(0]
HO O+ HO o+
SN .
c Deglukozilasyon X b cal OH
> - C/ arcalanma
-Glu
OH ° " e
OH 4-hidroksibenzoik asit

Siyanidin—3—glikozit

*Molekiiliin yarilmasi (Cleavage).

Sekil 2.2 Antosiyaninlerin muhtemel termal par¢alanma mekanizmalar1 (Patras vd. 2010)

Sicakligin antosiyaninler lizerine etkisi, yapilan bir¢ok ¢aligmayla da ortaya konmustur.
Bu calismalardan birinde; dondurulmus ahududulardan elde edilen meyve suyu, piiresi
ve ahududu konservesinin 25°C sicaklikta 6 ay siireyle depolanmasi sonucunda
antosiyaninlerde %49-75 arasinda kayip meydana geldigi saptanmistir (Hager vd.
2008).

Antosiyaninlerin sicaklik etkisi ile pargalanmasiin birinci dereceden reaksiyon
kinetigine gore gelistigi birgok arastirici tarafindan belirtilmistir (Keith ve Powers 1965,
Rhim 2002, Ahmed vd. 2004, Rein 2005, Patras vd. 2009). Sicaklik etkisi ile



antosiyaninler parcalanarak kahverengi iiriinler olusturmaktadir. Yiiksek pH ve yiiksek
sicaklik etkisiyle kiraz antosiyaninlerinin parcalanarak benzoik asit tilirevlerine

dontstiikleri saptanmistir (Seeram vd. 2001).

Farkli depolama sicakliklarinin yaban mersini suyu antosiyaninleri iizerine etkisinin
incelendigi bir caligmada; 4°, 25° ve 40°C sicakliklarda antosiyaninlerin yarilanma
stirelerinin sirasiyla; 184, 35 ve 5 h oldugu saptanmistir (Buckow vd. 2010). Navruz vd.
(2012) tarafindan yapilan bir calismada, c¢ilek suyu konsantresi antosiyaninlerinin
depolama sicaklik ve siiresine bagli olarak parcalandigi belirlenmistir. —18°, 4°, 10° ve
20°C’de sirasiyla; 50, 50, 36 ve 16 giin depolanan ¢ilek suyu konsantrelerindeki
antosiyanin kayiplart %1, 56, 72 ve 74 olarak saptanmistir. Cilek regelleri iizerine
yapilan bagka bir caligmada ise, 10°, 21° ve 38°C’de 9 hafta depolama sonucunda

antosiyanin miktarlarinda sirasiyla; %36, 45 ve 73 azalma gozlenmistir (Ngo vd. 2007).

Sicakligin antosiyanin parcalanmasini hizlandirdig1 bir¢cok ¢aligmayla ortaya konmasina
karsin, liziimslii meyvelerde yapilan bir ¢alismada, depolama siiresince, antosiyanin
olusumunun arttig1 ortaya konulmustur. Kalt vd. (1999), sicakligin 0°C oldugu bir
depoda, taze olarak depolanmig ahududu ve ¢ileklerde 8 giin boyunca antosiyanin

iceriginin giderek arttigin1 gézlemlemislerdir.

Isitma islemleri her ne kadar antosiyaninlerin parcalanmasina neden olsa da,
1sitilmayan meyve sularinda polifenol oksidaz (PPO) enzim aktivitesi nedeni ile daha
fazla antosiyanin kaybi olmaktadir. Bu durum yaban mersini sularinda gosterilmistir
(Buckow vd. 2010). Bu calismada, toplam monomerik antosiyanin miktari; pastorize
edilmemis yaban mersini suyunda 152 mg/L iken, pastorize yaban mersini suyunda 229
mg/L olarak bulunmustur. Bunun nedeni, yaban mersininde dogal olarak bulunan PPO
enziminin pastorizasyon oncesi aktifken, 1s1l islem ile inaktive edilip (85°C’de 5 dak.),
antosiyaninlerin de yer aldig1 fenolik bilesikleri parcalamasinin Onlemesiyle
aciklanmaktadir. Bu durumun basica nedeni, antosiyaninler yapisinda icerdigi
doymamis grup nedeniyle kolaylikla okside olabilmekte ve bu oksidasyon reaksiyonu
(enzimatik esmerlesme) da PPO enzimince katalize edilmesidir (Buckow vd. 2010). Bu

caligsmada goriildiigii gibi, antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen sicaklik faktori, tek



bir yonden degerlendirilemez. Genel olarak i1sitma islemleri ile antosiyaninlerin
stabiliteleri diigmesine karsin, yiiksek sicaklikta kisa stirede (HTST, High Temperature
Short Time) etkin bir sekilde yapilan pastérizasyon islemlerinin, antosiyaninlerin

stabilitelerine olumlu etkisi bulunmaktadir.

2.3.4 pH

Antosiyaninlerin renk tonunu ve stabilitesini etkileyen 6nemli parametrelerden birisi de
pH’dir. Antosiyaninler, asidik ortamda alkali ortamlara gére daha stabildirler. Asidik
ortamlarda antosiyaninler, pH degisimleri ile birlikte geri doniisebilir yapisal
degisimlere ugramakta ve farkli renk o6zelligi gostermektedirler. pH degeri 3.0 ve
altinda oldugu durumlarda, antosiyaninlerin rengi turuncudan kirmiziya kadar
degismekte; bu degisim kimyasal yapiya ve baskin flavilyum katyonuna bagh
olmaktadir. Cok asidik ¢ozeltilerde (pH<0.5) kirmizi renkli flavilyum katyonu (AH")
tek bir bilesik halinde bulunmakta ve bu bilesigin de stabilitesinin oldukga fazla oldugu
bilinmektedir. pH yiikseldik¢e, hidrojenasyon ve proton transferi gerceklesmekte ve
bunun sonucunda ilk olarak renksiz karbinol psddobaz olugsmaktadir. Bununla birlikte
kirmiz1 renkli flavilyum katyonunun konsantrasyonu azalmaktadir. Ayni1 zamanda bu
katyon (AH") pH artistyla birlikte H" iyonu kaybederek mavi renkli kuinidal baz ve
calkon olusturmakta ve renksiz karbinol psddobaz da calkon ile totomerik dengeye
ulagmaktadir. pH 2.6 civarinda ortamda az miktarda calkon, kuinidal baz ve renksiz
psodobazin oranlar1 artmaktadir. pH 4.0-5.5 arasinda ise, renkli formlarin (katyon ve
kuinidal baz) miktarlart ¢ok az oldugundan antosiyaninde renk kaybi fazladir.
Flavilyum katyon ile kuinidal baz arasindaki denge ise, pH 4.25 civarinda olusmakta ve
pH 5.0-6.0 arasinda ortamda ¢ok az miktarda mavi renkli kuinidal baz bulunmaktadir

(Mazza ve Miniati 1993, Cheynier 2003).

Siyah havug¢ suyunda bulunan antosiyaninlerin farkli pH araliklarindaki (2.5; 3.0; 4.0;
5.0; 6.0; 7.0) stabilitelerinin incelendigi bir ¢calismada, pH 5.0 ve iizerinde antosiyanin
stabilitesinin 6nemli diizeyde azaldig1 tespit edilmistir (Kirca vd. 2006). Siyah ahududu
suyunda ve siyanidin 3-diglikozit i¢ceren model sistemde pH derecesinin 4.15’ten 2.15’¢

diistiriilmesi ile antosiyanin stabilitesinin arttig1 saptanmistir (Daravingas ve Cain
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1968). Fakat bu c¢alismalarin aksine, Cevallos-Casals ve Cisneros-Zevallos’un (2004)
yaptiklar aragtirmada; kirmizi tatli patates, mor misir ve ticari mor havuctan elde edilen
ekstraktlarda, antosiyaninlerin 98°C’de pH 3.0 iken; pH 1.0’a gore daha stabil oldugu

ortaya konulmustur.

2.3.5 Oksijen

Oksijen antosiyanin par¢alanmasi iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Farkli tiziimsii
meyve (berry) sularindan izole edilen antosiyaninlerin rengi {izerinde yapilan
analizlerde, en fazla kaybin oksijen varliginda yiiksek sicakliklarda gerceklestigi
gbzlenmistir (Nebesky vd. 1949). Antosiyaninler, oksijenden dolayli ve direkt olarak
etkilenmekte ve bu etkilenme sonucunda renksiz ya da kahverengi renkli iiriin
olugmaktadir (Jackman vd. 1987). Daravingas ve Cain (1968) ahududu konservesi
lizerine yaptiklart bir calismada nitrojen veya vakum altinda konserveye islemenin

oksijenli ortama goére antosiyanin stabilitesini artirdigini belirlemislerdir.

2.3.6 Enzim

Antosiyaninlerin par¢alanmasina, gerek bitkisel dokuda dogal halde bulunan gerekse de
mikrobiyel kokenli bazi enzimlerin neden oldugu da belirlenmistir. Nitekim -
galaktozidaz, B-glukozidaz ve a-arabinozidaz enzimleri; antosiyaninleri, antosiyanidin
ve sekere pargalamakta ve serbest kalan antosiyanidinler de daha sonra parcalanarak
stabil olmayan renksiz bilesiklere donlismektedirler. Bu enzimler, antosiyanidin ile
seker arasindaki kovalent bagi pargalayarak antosiyaninlerin renksiz bilesiklere

donilismesine neden olmaktadir (Rein 2005).

2.3.7 Askorbik Asit

Askorbik asit, antosiyaninlerin hizla par¢alanmasina yol acan diger bir etkendir. Poei-
Langston ve Wrolstad (1981) yaptiklar1 ¢aligmada, Pgd-3-glu iceren 6rneklere askorbik

asit ilave edildiginde antosiyanin stabilitesinin azaldigini belirlemislerdir. Yapilan diger
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caligmalarda ise, askorbik asidin antosiyanin parcalanmasina yol agmasinin yalnizca
askorbik asitten kaynaklanmadigi, antosiyaninin kaybina daha c¢ok askorbik asidin
pargalanma tirtinlerinin, 6zellikle de par¢alanma sonucu olusan hidrojen peroksit (H20,)
bilesiginin neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Sondheimer ve Kertesz 1952, Markakis vd.
1957). Benzer bir arastirmada da, aseptik dolum iinitelerinin sterilizasyonunda
kullanilan hidrojen peroksitin yeterince uzaklastirilamadiginda, kalinti hidrojen
peroksitin visne, nar ve ¢ilek sularindaki antosiyaninlerin parcalanmasina neden oldugu
saptanmistir  (Ozkan vd. 2000, Ozkan vd. 2002). Buna karsin, agcillenmis
antosiyaninlerin askorbik asit varlifinda stabilitelerinin arttigi da gozlenmistir (Del
Pozo-Insfran vd. 2004, Rein 2005). Ayrica antosiyaninlerin enzimatik parcalanmasina

kars1 askorbik asit tarafindan korundugu da ileri siiriilmiistiir (Talcott vd. 2003).

2.3.8 Seker

Sekerler ve bunlarin pargalanma {riinleri de antosiyanin pargalanma hizini
artirmaktadir. Sekerlerin  parcalanma  {riinlerinden  olan  furfural  ve
hidroksimetilfurfuralin (HMF) antosiyanin par¢alanmasinda onemli bir etkiye sahip
oldugu belirtilmistir (Debicki-Pospisil vd. 1983). Model sistem iizerinde pH 3.25°te,
glukoz, fruktoz, ksiloz, sakaroz gibi farkli sekerlerin ve bunlarin pargalanma
irtinlerinin, siyanidin-3-diglikozitin parcalanmasi iizerine etkisi incelenmis ve
sekerlerin tiimiinlin antosiyanin parcalanma hizini artirdig1 saptanmistir (Daravingas ve
Cain 1968, Kirca 2004). Ayrica sekerlerin, parcalanma iirlinlerinden; furfuralin,
hidroksimetilfurfuraldan daha fazla antosiyanin par¢alanmasina neden oldugu

gozlenmistir (Meschter 1953).

Wrolstad vd. (1990) tarafindan yapilan bir calismada ise, sekerlerin antosiyaninleri
korudugu ileri sliriilmiistiir. Bu ¢alismada sakarozun dondurulmus ¢ilekleri,
esmerlesmeden ve polimerik renk olusumundan, enzimatik reaksiyonlar1 durdurarak
korudugu belirtilmistir. Ayrica sekerlerin su aktivitesini diislirerek antosiyanin

parg¢alanmasini engelledigi de ileri siiriilmektedir (De Ancos vd. 1999b, Rein 2005).
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2.4 Kopigmentasyon

Antosiyaninler genis bir pH araliginda renksiz karbinol bazi formunda bulunmalari
nedeniyle, birgok meyve ve sebzenin dogal pH derecesinde (pH 3-5) antosiyaninlerin
teorik olarak renk yogunluklarinin diisiik olmasi, hatta renksiz olmasi beklenirdi.
Ancak, renksiz olmasi beklenilen pH 4-5 arasinda bile yogun renkli antosiyanin igeren
birgok meyve ve sebze bulunmaktadir. Bunun nedeni, antosiyaninlerin renkli
formlarinin ortamda bulunan bazi maddeler tarafindan stabilize edilmeleri ve pH
derecesi uygun olsa dahi antosiyaninlerin renksiz karbinol formu olusturmalarinin
engellenmesidir (Cemeroglu vd. 2009). Iste antosiyaninlerle kompleks olusturarak,
stabil ve hatta farkli renkli bilesik olusturan maddelere ‘kopigment’; antosiyaninler ve
diger organik molekiiller arasinda olusan ve antosiyaninlerin renk stabilitesini artiran
reaksiyonlara ise, ‘kopigmentasyon’ denilmektedir (Boulton 2001). Kopigmentasyon,
renkli antosiyaninin diizlemsel polarize ¢ekirdek formuna (flavilyum katyonu, kuinoidal
formlar1) kopigment molekiiliiniin tutunmasiyla olusmaktadir. Bu sekilde, renksiz
hemiketal ve ¢alkon formlarinin olusmasina neden olan, pirilyum c¢ekirdegindeki C-2
konumuna suyun niikleofilik atagi kismen de olsa engellenmektedir. Bunun sonucunda,
antosiyanin ¢ozeltileri ¢ok daha yogun renge sahip olmaktadir (hiperkromik etki).
Ayrica, antosiyanin-kopigment kompleksinin  goriiniir bdlgedeki  maksimum
absorbansinin dalga boyu, serbest antosiyanininkinden daha ytiksektir (batokromik

kayma) (Bloor 1999, Istanbullu 2007).

Kopigmentasyon, 1916 yilinda Willstatter ve Zollinger tarafindan iiziimde bulunan
malvidin-3-glikozidin (oenin) neden oldugu rengin, tanin ve gallik asit ilavesiyle
arttigin1 saptamasiyla ortaya konulmustur (Rein 2005). Kopigmentasyon ilk olarak
cigeklerde calisilmistir. Robinson ve Robinson (1931), ciceklerde bulunan farkli
antosiyaninlerin ayni renk tonlarina, ayni antosiyaninlerin ise, farkli renk tonlarina

neden olduklarimi gézlemlemislerdir (Rein 2005).

Kopigmentasyon reaksiyonlarinda rol oynayan kopigmentler serbest halde renksizdirler.
Ancak antosiyaninlerle = kompleks olusturarak, antosiyaninlerin  renklerini

giiclendirmekte ve stabilitelerini artirmaktadirlar. Flavonoidler, polifenoller, alkaloidler,
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amino asitler, organik asitler ve antosiyaninlerin kendileri kofaktor olarak gorev alarak
antosiyaninlerle kopigment olusturmaktadir (Mazza ve Miniati 1993). Uzerinde en ¢ok
calisilmis olan kopigmentler; flavon, flavonol, flavanon ve flavanol gruplarini kapsayan
flavonoidlerdir (Asen vd. 1972). Ayrica fenolik asitlerden hidroksisinamik asit ve
hidroksibenzoik asit yiiksek stabilizasyon etkileri nedeniyle arastiricilarin dikkatini
cekmistir (Markovic vd. 2000). Rutin, kuersetin gibi flavonoller ile proantosiyanidinler
renk yogunlugunda artisa neden olduklarindan iyi kopigmentler olarak goriiliirken;
epikatesin, katesin zit yondeki etkileri dolayisiyla kotli veya anti-kopigmentler olarak
bildirilmektedir (Rustioni vd. 2012). Flavonollerden rutin ve kuersetin en etkili
kopigmentler olarak bilinmektedir (Bakowska vd. 2003, Rein 2005).

Kopigmentasyon, antosiyanin ile kopigment arasinda olusan bir molekiiler
interaksiyondur. Bir kopigmentin baslica rolii, flavilyum katyonu ile renksiz karbinol
psodobaz arasindaki hidrasyon reaksiyonunu siirlamaktir (Mazza ve Miniati 1993).
Antosiyanin reaksiyonlara benzer sekilde kopigmentasyon etkisi de, antosiyanin tiirii
ve konsantrasyonu (Scheffeldt ve Hrazdina 1978), kopigment ¢esit ve konsantrasyonu
(Mazza ve Miniati 1993), ¢oziicii tiirii (Brouillard vd. 1991), ortamin pH degeri
(Scheffeldt ve Hrazdina 1978) ve sicakligi (Bakowska vd. 2003) gibi bir¢ok faktore
bagli olarak degisiklik gostermektedir (Rein 2005).

Asen’e (1976) gore, kopigmentasyonun gerceklesebilmesi i¢in ortamdaki minimum
antosiyanin konsantrasyonunun 3.5x10> M olmas1 gerekmektedir. Kofaktor-antosiyanin
oraninin kopigmentasyon ve dolayisiyla renk yogunlugu iizerine etkisi incelenmis ve bu
oran diisiik oldugu zaman renk degisiminin de diisiik oranda oldugu goézlenmistir.
Kofaktor-antosiyanin orani 0.05-2 arasinda oldugunda kopigmentasyonun renge katkisi
daha fazlayken, bu oran diisikk oldugunda ise renk artis1 daha az ve kofaktore bagh
olarak sinirlidir. Yiiksek oldugunda ise, sistem antosiyanin konsantrasyonu ile
sinirlanmis olup kofaktérdeki artisin renk degisimini ¢ok etkilemedigi saptanmistir.
Fakat kofaktor-pigment oraninin yiiksek olmasinin kopigmentasyon derecesini
yiikseltmekte tek bagina yeterli olmadigi saptanarak kofaktoriin niteliinin de renk
tizerinde Onemli rolii oldugu belirtilmistir (Boulton 2001). Konsantrasyon artisi ile

kopigmentasyon arasinda dogru oranti gozlenirken, sicakligin yiikselmesinin
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kopigmentasyonu engellendigi saptanmistir (Cai vd. 1990). Flavilyum katyonunun
baskin oldugu diisik pH degerlerinde, kopigmentasyon reaksiyonlarinin; kuinodial
formun hakim oldugu pH 2-5 araligina goére daha zayif oldugu tespit edilmistir
(Williams ve Hrazdina 1979). Maksimum kopigmentasyonun goriildiigii pH derecesi
3.5 olarak belirtilmistir (Mazza ve Miniati 1993). Ayrica, kopigmentasyonu ¢oziicii
ortam da etkilemektedir. Ortamda bulunan organik c¢dziiciiler, kopigmentasyon ile
olusan fiziksel birlesmelere engel olmaktadir. %50 etanol igeren c¢ozeltide
kopigmentasyonun etkisinin kayboldugu gézlenmistir. Asitli etanol ve asitli su ilave
edilmis ¢ozeltiler karsilastirildiginda ise; asitli etanol igeren ¢ozeltide maksimum dalga
boyunda (batokromik etki) daha fazla artis gozlendigi, yani kopigmentasyonun arttigi
saptanmugstir. Asitli metanol igeren ¢ozelti ile sarapta da benzer sonuglar elde edilmistir.
Saraba, suda c¢Oziinmeyen c¢ozgenler eklenerek renkteki ve antosiyanin
konsantrasyonundaki degisimler incelenmistir. Bunun sonucunda renkte Onemli
derecede kayiplar oldugu saptanmis ve bu sonu¢ kopigmente olmus molekiiller
arasindaki hidrofobik etkilesimlerin organik c¢odzgenler tarafindan zayiflatilmasina

baglanarak agiklanmistir (Boulton 2001).

Kopigmentasyonun birka¢ farkli sekilde gergeklestigi ileri siiriilmektedir (Gakh vd.
1998, Kirca 2004). Bunlar;

1. Antosiyanidin ¢ekirdegi veya antosiyanidin ¢ekirdegi ile aromatik agil gruplar
arasinda molekdil i¢i bir interaksiyonla gerceklesen kendiliginden birlesme (self-
association),

2. Antosiyanidin ¢ekirdegi ve molekiiliin kromoforik olmayan kisimlar1 (aromatik
asit) arasinda bir interaksiyonla gergeklesen molekiil i¢i (intramolecular)
kopigmentasyon,

3. Iki veya daha fazla molekiil arasinda gerceklesen molekiiller aras

(intermolecular) kopigmentasyon.

Bunlar arasinda en Onemlileri molekiiller arasi (intermolecular) ve molekiil ici
(intramolecular) birlesmelerdir. Kendi kendine birlesmenin yani sira bazi kaynaklarda

metal kompleks olusumu da kopigmentasyon etkilesimleri arasinda gosterilmektedir
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(Rein 2005). Molekiiller aras1 kopigmentasyon o6zellikle iizlimsii meyvelerde 6nemli bir
yere sahiptir. Renkli antosiyanin molekiilii ile renksiz kopigment arasindaki kovalent
bag icermeyen interaksiyonlar ile olusmaktadir (Broullard 1983). Molekiiller arasi
kopigmentasyondan hidrojen baglar1 ve hidrofobik interaksiyonlar sorumludur (Asen
vd. 1972). Bu kopigmentasyon sekli, in vivo kosullarda antosiyaninlerin yapisal

kararliligini arttiran en etkili faktor olarak goriilmektedir (Dimitric-Markovic vd. 2000).

Antosiyaninlerin klorojenik asitle kopigmentasyonunun incelendigi bir calismada;
antosiyanin konsantrasyonu, klorojenik asit konsantrasyonu, pH, sicaklik, ¢oziicii gibi
cesitli faktorlerin kopigmentasyon iizerine etkisi arastirilmistir. Siyanidin ¢ozeltisine
eklenen klorojenik asidin, pH 2.7-5.7 arasinda antosiyanin rengini artirdigl, maksimum
renk artisinin ise, pH 3.6 degerinde gozlendigi saptanmustir. Sabit pH, sicaklik ve
klorojenik asit konsantrasyonunda, antosiyanin konsantrasyonunun artmasi ile renk
yogunlugunun da arttigi gozlenmistir. Bu artis, antosiyanin yapisina ve kopigment-
pigment molar oranina bagl olarak degisim gostermistir. pH, pigment ve kopigment
konsantrasyonu, sicaklik, iyonik kuvvet ve ¢oziicii sabit tutularak, antosiyanin
metoksilasyon ve glikolizasyon derecesinin artisi ile kopigmentasyon etkisinin
yiikseldigi belirtilmistir. Sicaklik artisi, malvidin ve siyanidin ¢dzeltilerindeki
klorojenik asidin neden oldugu renk yogunlagmasinin etkisini azaltmistir. Bu
cozeltilerin sicakliklariin 30°, 40°, 50°, 60° ve 70°C’ye yiikselmesi ile absorbanslari
sirastyla 2.308, 1.849, 1.469, 1.215 ve 1.047 (Abs/cm)’e diisiirmiistiir. Iyonik kuvvet
artis1 ise, klorojenik asidin antosiyaninlerin renk yogunlugu iizerindeki etkisini 6nemli

olmayan diizeyde azaltmistir (Mazza ve Brouillard 1990).

Molekiil i¢i kopigmentasyon ise, pigmentlerin stabilizasyonunu saglayan agilasyon ile
aciklanabilir. Acilasyon; antosiyaninin B halkasindaki C3 karbon atomuna baglanan
seker molekiiliiniin 6-OH ya da daha az siklikla 4-OH grubuyla agil gruplarinin
esterlesme reaksiyonudur. Genel olarak; antosiyaninlerin a¢il grubunu aromatik fenolik
asit, alifatik dikarboksil asit ya da bunlarin kombinasyonu olusturur (Rein 2005). Bir¢cok
durumda antosiyanidine bagli olan seker molekiilii, p-kumarik, kafeik, ferulik, sinapik,
gallik asit gibi aromatik asitlerle, veya p-hidroksibenzoik asitlerle ya da malonik,

okzalik, malik, siiksinik veya asetik asit gibi alifatik asitler tarafindan agillenmektedir
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(Mazza ve Brouillard 1987, Mazza ve Miniati 1993). Diger yandan daha kompleks
acilasyon modelleri ve farkli seker baglantilar1 da s6z konusu olabilmektedir (Giusti ve

Wrolstad 2003).

Acil grubu, antosiyaninin glikozil grubuna kovalent ester bagla baglanmaktadir.
Kovalent bag, hidrojen bagindan daha kuvvetli oldugu icin; antosiyanin
stabilizasyonunda, molekiil i¢i kopigmentasyon molekiiller aras1 kopigmentasyondan
daha etkilidir. Siyah havug gibi yiiksek miktarda acillenmis antosiyanin igeren meyve
ve sebzelerin renk stabilitesi agillenmis antosiyaninlerle aciklanmaktadir (Giusti ve
Wrolstad 2003). Acil grup i¢cermeyen antosiyaninlerin neredeyse renksiz olduklar1 pH
4-5 araliginda; acillenmis antosiyaninlerin stabil bir renge sahip olmalar1 gida boyasi

olarak tercih edilmelerinin nedenidir (Figueiredo vd. 1996).

Asen vd. (1972) antosiyanin konsantrasyonunun 100 kat artirilmasinin, maksimum
dalga boyunu 507 nm’den 502 nm’ye diisiirdiiglinii, renk yogunlugu ise, 300 kat
yiikselttigini saptamiglardir. Bu degisimin antosiyanin molekiillerinin kendi aralarinda
birlesmesi sonucu oldugunu belirtilmistir (Rein 2005). Ribereau-Gayon (1982)
tarafindan yapilan bir arastirmada ise, saraplarin yillandirilmas1 sirasinda
antosiyaninlerin kendi aralarinda birlestigi gozlenmis ve bu birlesmenin yillanmig

saraplarin rengini olumlu etkiledigini bildirmislerdir.

Baz1 antosiyaninler; kalay (Sn), bakir (Cu), demir (Fe), aliiminyum (Al), magnezyum
(Mg), potasyum (K) gibi metal iyonlar1 ile kompleks olusturarak stabilitelerini
artirmaktadir (Starr ve Francis 1974). Bu antosiyanin-metal kompleksi, antosiyaninlerin
B halkasindaki 0-hidroksile baglanan antosiyanidin ¢esidine gore farklilik
gostermektedir. Siyanidin, delfinidin ve petunidin i¢eren antosiyaninler, B halkalarinda
serbest hidroksil grubu bulundurmalar1 nedeniyle kompleks olusturabilirken,
pelargonidin, peonidin ve malvidin bu reaksiyonu ger¢eklestirememektedir (Osawa

1982).
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2.4.1 Dogal kaynaklar kullanilarak kopigmentasyon etkisi

Antosiyanin igeren ¢esitli tirlinlerde stabiliteyi artirmak ve rengi iyilestirmek amaciyla
kopigment olarak farkli dirtinler, meyve ekstraktlar1 ve fenolik standartlarinin
kullanildig1 ¢alismalar yapilmistir. Gonzalez-Manzano vd. (2009) kirmizi sarap rengi
tizerine, antosiyanin ve flavonol kopigmentasyonunun dnemini gdstermek amaciyla iki
lizim c¢esidinde (Graciano ve Tempranillo) model sistem kullanarak arastirma
yapmustir. Bu ¢alismada, flavonollerle indiiklenen antosiyaninlerde gozle fark edilebilir
renk degisimleri saptanmis ve bu renk degisimlerinin %2-20 arasinda oldugu
belirtilmistir. Bu etkinin sadece flavonol konsantrasyonundan kaynaklanmadigi, ayn
zamanda flavonol preparatlarinin niteliginden ve liziim ¢esidinden de kaynaklandigi
vurgulanmistir. Sonuglar antosiyaninlerin fenolik bilesiklerle kopigmentasyonunun,
lizim ve sarap rengi iizerine etkili oldugunu gdstermistir. Ayrica antosiyaninlerin kendi
kendine birlesmesinin de renk tizerine etkileri arastirilmis ve Graciano ¢esidi
tiziimlerdeki fenoliklerin Tempranillo’ya gore tercih nedeni oldugu saptanmistir.
Yapilan analizlerde gozle goriilebilen diizeyde renk farkliliklari saptanmistir. Bu;
flavonollerin, stabilitesi diisiik antosiyaninlerde 6nemli modifikasyonlara neden olarak,

renkte olumlu degisiklikler meydana getirdigini gostermistir.

Ac¢ai meyvesi antosiyaninlerinin renk stabilitesi iizerine, disaridan eklenen
polifenollerin etkisinin incelendigi bir baska calismada ise, agai meyvesinden izole
edilen antosiyanin ekstraktina siyanidin-3-rutinozit ve siyanidin-3-glikozit eklenmis,
ayrica dogal olarak bulunan fenolik kofaktorlerin (fenolik asitler, proantosiyanidinler,
flovan-3-glikoz) konsantrasyonu 50 mg/L olarak ayarlanmistir (Pacheco-Palencia ve
Talcott 2010). Antosiyaninlerin depolanma siirecinde; pH ve sicakliga bagh kayiplar
pH 3, 3.5 ve 4’te; 5°, 20° 30°C sicakliklarinda degerlendirilmistir. Siyanidin-3-
rutinozidin yarilanma siiresinin siyanidin-3-glukozidden daha uzun oldugu saptanmuistir.
Flavon-3-glikozun varliginin hiperkromik kayma {izerinde onemli etkisinin oldugu ve
antosiyanin stabilitesini biitiin pH ve sicaklik kombinasyonlarinda arttirdigr sonucuna
ulagilmistir. Fenolik asit ve prosiyanidinlerin ise, antosiyanin stabilitesi tizerinde 6nemli
bir etkisi olmadig1 anlasilmistir. Ayrica model sistem iizerine flavon-3-glikozit kaynagi

olan Afrika kizil ¢ayindan elde edilen kofaktor eklenmis ve bunun sonucunda
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kopigmente olmamis antosiyanin izolatina gore antosiyanin renginde ve stabilitesinde
sirasiyla %45.5 ve %40.7°1lik artis saptanmistir. Sonuglara gore flavon-3-glikozitin renk
arttirict  ve stabilizator madde olarak siyanidin glikozitlerce zengin yiyecek ve

igeceklerde kullanilmasi 6nerilmistir.

Gris vd. (2007) tarafindan Cabernet Sauvignon iiziimlerinden elde edilen ekstrakt model
sisteminde ve yogurt model sisteminde kafeik asit-antosiyanin kopigmentasyonu ve
kopigmentasyonun pigmentlerin stabilitesi tizerine etkisi incelenmistir. Kafeik asit ilave
edilmis model sistem {izerinde antosiyanin stabilitesi, 4° ve 29°C’de aydinlik ve karanlik
ortamda, pH 3 ve 4’te degerlendirilmistir. Ayrica yogurt model sisteminde 4°C’de
karanlik ortamda antosiyanin stabilitesi incelenmistir. Antosiyaninler ile kafeik asit
arasinda kopigmentasyon etkilesimi olmus ve her iki model sistemde de kafeik asit,
antosiyanin stabilitesini dnemli diizeyde artirmistir. Model sistemde, sicaklik ve 151k
etkisiyle de antosiyanin stabilitesinde degisim gozlenmistir. Kafeik asit ile kopigmente
olmus antosiyaninlerde en yiiksek yarilanma siiresi pH 3’te, karanlik ortamda ve 4°C’de
depolama sonucunda elde edilmistir. Kafeik asit ilavesi ile antosiyaninlerde molekiiler
aras1 reaksiyon sonucu pH 3 ve pH 4’te maksimum absorbanlansin dalga boyunda
(batokromik etki) ve absorbansta kayma (hiperkromik etki) gozlenmistir. Genellikle
antosiyanin ¢oOzeltilerine eklenen kafeik asit, depolama siiresince daha iy1 stabiliteye
ulasilmasii saglamistir. Bu 6rnekte kafeik asit eklenmis antosiyanin cozeltileri i¢in
maksimum yarilanma siiresi karanlik ortamda 4°C’de, minimum yarilanma siiresi ise
aydinlik ortamda 29°C’de saptanmustir. Bu sonuclar; sicaklik, 151k gibi faktorlerin
antosiyaninlerin parcalanmasinda etkili oldugunu gostermistir. Ayrica yogurt model
sisteminde, antosiyanin stabilitesinin gida boyasi olarak kullanilmaya uygun olabilecegi
belirtilmis ve kafeik asit ilavesinin antosiyaninlerin yarilanma siiresini arttirdigi

saptanmuistir.

Shiraz, Sangiovese ve Pinot Noir iiziim g¢esitlerinden elde edilen pulp, g¢ekirdek ve
kabuk kombinasyonlar1 iizerinde kopigmentasyon etkisinin incelendigi benzer bir
aragtirmada, kuersetin ve kafeik asit ekstrakslar1 gibi kofaktorler iliziim kabuguna,
pulpuna ve c¢ekirdegine eklenerek kopigmente olabilme yetenekleri test edilmistir.

Uziim ¢ekirdegi ekstraktindan iiretilen 6rnegin renginde azalma gdzlenmis ve bunun
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anti-kopigmentasyondan  kaynaklandigi  diisiniilmiistiir. ~ Flavonoller en iyi
kopigmentasyon  kofaktorii  olarak  tamimlanmis  ve  kuersetin-3-0-glikozit
konsantrasyonunun kopigmentasyon giiciiyle iliskili oldugu saptanmistir (Rustioni vd.
2012). Piriivik asidin, antosiyaninlerin renk yogunlugu iizerindeki etkisini incelemek
amaciyla Fulcrand vd. (1998) iiziim posasindan malvidin-3-monoglikoziti ekstrakte
ederek sodyum piriivat ile etkilesimlerini incelemislerdir. Malvidin-3-monoglikozit ve
sodyum pirtivat karistmi 40°C’de 48 h bekletilmistir. Analizler sonucunda piriivik asidin
lizim antosiyaninleri tiizerine etkili oldugu ve antosiyanin stabilitesin artirdigi

saptanmistir.

Tempranillo ve Cabernet Sauvignon cinsi iizlimlerden elde edilen kirmizi saraplarin
renk stabilitesini artirmak i¢in yapilan bir baska calismada kopigment olarak;
flavonellerden rutin, hidroksisinamik asitlerden ise, kafeik asit ve kumarik asit
denenmistir (Schwarz vd. 2005). Fermentasyon sonunda eklenen rutin, pH 3.6’da
absorbansta 6nemli artiglara neden olmustur. Bu artislar, Tempranillo tiirii i¢in %9 iken,
Cabernet Sauvignon i¢in %35 olarak saptanmistir. Fakat kafeik asit ve kumarik asit
beklenilenin tersine renk yogunlugunun azalmasina yol agarak anti-kopigmentasyon

etkisi gostermistir.

Cilek ve kus kirazt (chokeberry) sularinda klorojenik asidin kopigmentasyon
reaksiyonlariin incelendigi bir arastirmada, absorbansta artis saptanmistir (Wilska-
Jeszka ve Korzuchowska 1996). Maksimum kopigmentasyon etkisi pH 3.4’te gozlenmis
ve klorojenik asidin; kus kirazi antosiyaninleri iizerinde, ¢ilek antosiyaninlerine oranla
daha etkili oldugu saptanmistir. Konserve ¢ilek iiriinlerinde yapilan bir ¢alismada ise,
dogal renklendirici olarak siyah havug¢ ve elderberry suyu konsantresi kullanilmistir.
Calismada siyah havug ve elderberry suyu konsantresi eklenmis ¢ilek konservelerindeki
renk yogunlugunun artis1 agillenmis antosiyaninlere dayandirilmis olup, elderberrynin
siyah havuctan daha kuvvetli bir kopigment oldugu sonucuna varilmistir (Kammerer vd.

2007).

Ahududu meyvesinden ekstrakte edilen siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-3-sophorozit

pigmentlerinin stabilitesini artirmak amaciyla; sinapik asit, ferulik asit, kafeik asit,
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kumarik asit ve gallik asit kopigment olarak kullanilmistir. Bu 5 fenolik asit arasindan
en 1iyi sonuclar, sinapik ve ferulik asitlerden elde edilmistir. Kopigmentasyon
reaksiyonlart en fazla diisiik sicakliklarda, pH 4’te, 1:100 oraninda

(antosiyanin:kopigment) ferulik asit ilave edildiginde gézlenmistir (Sun vd. 2010).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Visne suyu konsantresi

Arastirmada antosiyanin kaynag olarak ‘DOHLER Gida San. Tic. A.S.’nden
(Karaman, Tiirkiye) temin edilen 65°Bx (suda ¢6ziinmiis kuru madde) igerigindeki
Kiitahya cesidi (Prunus cerasus L., cv. Kiitahya) visnelerden elde edilmis visne suyu

konsantresi kullanilmistir.

3.1.2 Kopigment kaynaklari

Kiraz sap1: Kopigment kaynagi olarak kullanilan kurutulmus kiraz sap1 (Prunus avium
L.), ‘Istanbul Baharat> (Ulus, Ankara) firmasindan temin edilmis olup, laboratuvar tipi
paslanmaz c¢elik blender (Waring 8012, Torrington, CT, A.B.D.) ile toz haline

getirilerek kullanilmistir.

Nar kabugu: Calismamizda kullanilan nar kabuklari, tarafimizca ‘Hicaz’ (Punica
granatum L., cv. Hicaznar) tiirii narlarin elle danelerinden ayrilmasi ile elde edilmistir.
Nar kabuklart kiip seklinde kesilerek, —25°C’de (614-107; Caravell, Viborg,
Danimarka) dondurulmustur. Dondurulmus nar kabuklari, Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii’nde —55°C ve 0.021 mbar’da 3 giin siiresince
liyofilize (FreeZone6L; Labconco, Kansas City, MO, A.B.D.) edilmis olup, blenderla
(Waring 8012) toz haline getirilmistir.

Yesil cay: Arastirmamizda kullanilmak iizere “Caykur” firmasindan ‘Antik, Kardelen 2
ve Dust’ olmak iizere ii¢ farkl cesit yesil cay temin edilmistir. Tarafimizca yapilan
denemeler sonunda en iyi kopigmentasyon etkisinin goriildiigii ‘Kardelen 2’ tiirii

secilerek kullanilmistir.
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3.1.3 Kimyasallar

Antosiyaninlerin HPLC ile tanimlanmasinda saflagtirilma agamasinda kullanilan C18-
Sep-Pak kartuslar1 (kolonlar1) Waters firmasindan (Milford, MA, A.B.D.); katesin ve
epikatesin standartlar1 Extrasynthése firmasindan (Genay, Fransa); rutin, klorojenik asit,
kumarik ait ve ferulik asit standartlar1 Fluka firmasindan (Seelze, Almanya); gallik asit,
punikalajin ve siyanidin 3-O-glikozid standartlart ise, Sigma firmasindan (St. Louis,
MO, A.B.D.) temin edilmistir. Analizlerde kullanilan diger kimyasallar HPLC
safliginda olup, Merck (Darmstad, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Ayrica tiim

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

3.2 Yontem

3.2.1 Gallik asidin standart olarak secimi

Laboratuvarimizda yaptigimiz 6n ¢alismalarda gallik asit, ferulik asit, syringic asit,
elajik asit, rutin ve kuarsetin standartlarinin vigsne suyu konsantresinde kopigmentasyon
etkisi incelenmistir. En yiiksek kopigmentasyon etkisinin gozlendigi gallik asit (Amaks

degerinde %15 artis, 1:5 antosiyanin:kopigment orani) kopigment olarak belirlenmistir.

3.2.2 Antosiyanin kopigment oraninin belirlenmesi

Visne suyu konsantre orneklerine laboratuvarimizda yaptigimiz 6n ¢aligmalarda farkl
oranlarda (1:1, 1:2.5, 1:5 ve 1:10) gallik asit eklemeleri yapilmistir. Tortu olusturmadan

Anaks degerinde en yiiksek artis, 1:5 oraninda saptanmustir.

3.2.3 Kopigment ekstraktlarinin hazirlanmasi

Kiraz sap:r ekstrakti: Toz haline getirilmis kiraz sapi Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Meyve Suyu Pilot Isletmesi’nde ekstrakt haline getirilmistir. Bunun icin, 800
g yesil gay tartilarak (Sartorious BP 3100S, Goettingen Almanya), 16 L igme suyu ile,
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paslanmaz celikten yapilmis ¢ift cidarli bir tankta 80°C’de 45 dak. ara sira karistirilarak
fenolik ekstraksiyonu saglanmistir. Elde edilen 1.76°Bx’deki ekstrakt, kaba filtre
kagidindan filtre edildikten sonra, doner (rotary) evaporatérde (Heidolph Laborota
4003, Schwabach, Almanya) vakum altinda 40°C’de 39.4°Bx’e konsantre edilmistir.

Nar kabugu ekstrakti: Toz haline getirilmis ‘Hicaz’ tliri nardan elde edilen nar
kabuklarindan, ‘Meyve Suyu Pilot Isletmesi’ nde asagida verilen yontemle ekstrakt elde
edilmistir. Bunun igin, 900 g liyofilize nar kabugu tozu tartilarak (Sartorious BP
3100S), 18 L igme suyu ile 80°C’de 45 dak. ara sira karistirilarak fenolik ekstraksiyonu
saglanmistir. Elde edilen 7.71°Bx’deki ekstrakt, filtre kagidinda filtre edildikten sonra,
doner evaporatorde (Heidolph Laborota 4003) vakum altinda 40°C’de 20°Bx’e

konsantre edilmistir.

Yesil cay ekstrakti: “Caykur” firmasindan temin edilen ‘Kardelen 2’ tiiriindeki yesil
caydan, ‘Meyve Suyu Pilot Isletmesi’nde, asagida verilen yontemle ekstrakt elde
edilmistir. Bunun i¢in, 800 g yesil ¢ay tartilarak (Sartorious BP 3100S), 16 L igme suyu
ile 80°C’de 45 dak. ara sira karistirilarak fenolik ekstraksiyonu saglanmistir. Elde edilen
5.49°Bx’deki ekstrakt filtre kagidinda filtre edildikten sonra, doéner evaporatérde
(Heidolph Laborota 4003) vakum altinda 40°C’de 31.5°Bx’e konsantre edilmistir.

3.2.4 Visne suyu konsantresine kopigment ekstraktlarinin eklenmesi ve
depolanmasi

Kopigment ekstraklart ¢ok seyreltik olduklar1 ve bu nedenle de visne suyu
konsantresinin briksine (65°Bx) getirilemedigi i¢in konsantreler, antosiyanin/kopigment
orani 1:5 olacak sekilde visne suyu briksine getirilerek konsantreye eklenmistir. Visne
suyu konsantrelerine kopigment ekstrakti eklemek i¢in 450’°ser g konsantre tartilmigtir.
Kopigment ekstraklarinin igerdikleri fenolik miktari, konsantrenin antosiyanin
miktariin 5 kati olacak sekilde eklenmistir. Kontrol grubuna ise yalnizca su eklenerek
her bir grup 2 L’ye tamamlanmistir. Tamamlamalarda endiistriye uygunluk agisindan
icme suyu kullamilmistir. Visne sulart 65°Bx derecesine kadar doner evaporatorde

(Heidolph Laborota 4003) vakum altinda 40°C’de konsantreye islenmistir.
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Kopigment eklenmis visne suyu konsantrelerinin steril kosullarda muhafaza
edilebilmesi i¢in konsantrelere kismi pastorizasyon uygulanmistir. Bu amagcla, visne
suyu konsantreleri; doner evaporatorde 70°C’ye 1sitilmis, bu sicaklikta 15 dak. tutulmus
ve daha once otoklavda 121°C’de 15 dak. siireyle sterilize edilen kavanozlara bunzen
beki alevi yaninda hizli bir sekilde doldurulmustur. Daha sonra kavanozlarin kapaklari
hermetik olarak kapatilarak kavanozlar oda sicakligmma sogutulmustur. Konsantre
ornekleri i¢in yapilan bu islem tam bir pastorizasyon islemi olmayip, 6rneklerin uzun

siire mikrobiyolojik bir bozulma olmadan depolanabilmesi amaciyla yapilmustir.

Konsantre 6rneklerinin bulundugu kavanozlar, —20°C’deki derin dondurucuda (MDF-
U731M, Panasonic Healthcare Co., Ltd., Tokyo, Japonya) ve, 4° ve 20°C'deki sicaklik
kontrollii inkiibatorlerde (Sanyo MIR 253, Osaka, Japonya) depolanmistir. Depolama
sliresince, uygulanan sicakliga bagli olarak farkli araliklarda 6rnek alinmistir. Depolama
stiresi, uygulanan sicakliga bagl olarak; —20° ve 4°C’de 6 ay, 20°C’de ise 110 giin
olarak belirlenmistir. —20° ve 4°C’de depolanan konsantrelerden ayda bir, 20°C’de
depolanan konsantrelerden ise, ilk 2 6rnek 15 giin aralikla olmak tizere 20 giinde bir
ornek alinmistir. Periyodik olarak alinan konsantre o6rneklerinde asagida belirtilen

fiziksel ve kimyasal analizler yapilmistir.

3.2.5 Fiziksel analizler

3.2.5.1 Suda c¢oziiniir kuru madde tayini

Dijital bir refraktometre (Atago, Rx-7000 o Automatic Refractometer, Tokyo, Japan)

kullanilarak belirlenmistir. Refraktometrenin sifir ayari, damitik su ile yapilmigtir.

3.2.5.2 pH tayini

pH degeri, potansiyometrik olarak pH-metre (Mettler-Toledo SevenCompact pH/lon
S220, Schwerzenbach, Isvigre) ile belirlenmistir. Bu amacla, visne suyu konsantre

orneklerinden 10.8 g konsantre 6rnegi tartilip 50 mL’ye ultra saf su ile tamamlanmigtir.
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Bu seyreltiklerden 5 mL 6rnek alinip, 10 mL ultra saf su ilave edilerek iyice
karigtirildiktan sonra elde edilen homojen sivida pH degeri belirlenmistir. Meyve ve
sebze sular1 gibi tampon niteligi yiiksek olan gidalarda sulandirma orami fazla olsa bile,
pH degerini etkilemedigi i¢in (Cemeroglu 2007), Orneklere pH oOl¢limlerini
kolaylagtirmak icin su eklenmistir. pH 6l¢timleri, 20°C’de yapilmistir.

3.2.5.3 Bulaniklik diizeyinin dl¢iilmesi

Bulaniklik 6l¢timii tiirbidimetre (Hach 2100N, Loveland, CO, A.B.D.) kullanilarak
"Nephelometric Turbidity Unit (NTU)" cinsinden saptamuistir.

3.2.6 Kimyasal analizler

3.2.6.1 Titrasyon asitligi

Titrasyon asitligi, pH ile izlenerek yiiriitiilen elektrometrik titrasyonla saptanmis olup,
analizde IFU (1968) tarafindan onerilen yontem ile yapilmistir. Bu amagla, pH tayini
icin hazirlanmis olan seyreltilmis visne suyu konsantre ornekleri ayarlt 0.1 N NaOH
cozeltisi ile ve pH metre (Mettler-Toledo SevenCompact pH/lon S220) yardimiyla, pH
8.1’e ulasincaya kadar titre edilerek, titrasyon asitligi, susuz malik asit cinsinden "g 100
1n

mL" olarak hesaplanmaistir.

3.2.6.2 Hiperkromik ve batokromik degisimlerin belirlenmesi

Farkli kopigmentler eklenmis visne suyu konsantreleri, visne suyu briksine (14°Bx)
getirildikten sonra 6rnekten 0.25 mL alinarak 10 mL potasyum kloriir tampon ¢ozeltisi
(pH 1.0) ile seyreltilmis ve UV-VIS spektrofotometrede (ThermoScientific Evolution
201, Cambridge, Ingiltere) 350-700 nm araliginda, maksimum absorbans verdikleri
dalga boylar1 (Avis-maks) Ve bu dalga boyundaki absorbanslari (Amaks) belirlenmistir. Amaks

degerinde meydana gelen degisim (AAmaks), hiperkromik degisimi; Avis-maks degerinde

26



meydana gelen degisim (Alyis-maks) ise, batokromik degisimi gostermektedir (Rein
2005).

3.2.6.3 Toplam monomerik antosiyanin tayini

Monomerik antosiyanin igerigi, Fuleki ve Francis (1968) tarafindan 6nerilen ve Giusti
ve Wrolstad (2001) tarafindan gelistirilmis olan pH diferansiyel metoduna gore
belirlenmistir. Bu metodun ilkesi, monomerik antosiyaninlerin pH 1.0’da renkli
oksonium formunun, pH 4.5°de ise, renksiz karbinol psddobaz formunun (hemiketal
form) egemen olmasina dayanmaktadir. Buna gore, ortam pH’s1 1.0 ve 4.5 oldugu
zaman Olciilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan antosiyanin konsantrasyonu ile
orantili bulunmaktadir. Absorbans okumalar1 visne suyu antosiyaninlerinin maksimum
absorbans verdigi dalga boyunda (Avissmaks), pus (haze) halindeki bulanikligin
belirlenmesi igin ise; 700 nm’de yapilmistir. Visne suyu konsantresindeki

antosiyaninlerin 515 nm’de maksimum absorbans verdigi belirlenmistir.

Visne suyu konsantre ornekleri visne suyu briksine getirilerek analize hazirlanmistir.
Seyreltilmis 6rnekler, potasyum kloriir tampon ¢6zeltisi (pH 1.0) ile tekrar seyreltilerek,
vigne suyu antosiyaninlerinin maksimum dalga boyu olan 515 nm’de absorbans degeri
0.4-1.2 arasma getirilmistir. Boylece analizler birgok spektrofotometrenin dogrusal
sinir1 olan 1.2 absorbans degerinin (Ozkan vd. 2010) altinda yiiriitiilmiistiir. Potasyum
kloriir ¢ozeltisi ile belirlenen bu seyreltme orani, hem potasyum kloriir (pH 1.0) hem de
sodyum asetat tampon ¢ozeltisi (pH 4.5) ile uygulanmis ve elde edilen seyreltikler, 15
dak. siireyle denge olusmasi i¢in kendi haline birakilmiglardir. Bekleme siiresi sonunda,
seyreltikler 0.45 pm gozenek ¢apindaki PVDF (polyvinylidene fluoride) filtreden filtre
(Sartarious AG, Minisart RC 25, Goettingen, Almanya) edildikten sonra, érneklerin
absorbans degerleri, 6rnek ve sahidin (damitik su) ayn1 anda koyulabildigi ¢ift huzmeli
(double-beam) spektrofotometre (ThermoScientific Evolution 201) kullanilarak
saptanmistir. Absorbans Ol¢limleri, ultra saf suya karsi, visne antosiyaninlerinin Avis-maks
dalga boyu olan 515 nm’de ve diisiik diizeydeki bulanikligin belirlenmesi i¢in 700
nm’de 1 cm tabaka kalinligindaki tek kullanimlik kiivetlerde (Brand Gmbh, Postfach,

Wertheim, Almanya) yapilmistir. Monomerik antosiyanin miktari, sebze ve meyvelerde
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baskin bulunan siyanidin-3-glukozid cinsinden (Gil vd. 2000) asagida verilen 3.1 No’lu

esitlige gore hesaplanmistir.

Monomerik antosiyanin miktar1 (mg/L) = i 10° (MW) (Sy) (3.1)
(e) (L)
Burada:
A : Absorbans farki (pH 1.0 ve 4.5 degerlerinde 6l¢iilen absorbans farki),
MW  : Baz olarak alinacak antosiyaninin molekiil agirligi (g molfl),
St : Seyreltme faktorii,
€ : Molar absorpsiyon katsayisi (L cm ™ mol ™),
L : Spektrofotometre kiivetinin tabaka kalinligi (cm).

Siyanidin-3-glukozidin molar absorbans degeri € =26 900 L cm™ mol™ ve molekiil

agirligt MW=449.2 ¢ mol™ (Giusti ve Wrolstad 2001) aliarak hesaplama yapilmustr.

3.2.6.4 Antosiyanin dagilimimin HPLC yontemiyle belirlenmesi

HPLC yontemi iki asamadan (saflastirma ve hesaplama) olusan bir uygulama olup, bu

asamalar asagida agiklanmistir.

Saflastirma

4.63 kat seyreltilen visne suyu konsantre orneklerinden, seker ve organik asit gibi
unsurlarin uzaklastirilmasi amaciyla saflastirma islemi uygulanmistir. Bu amagla Skrede
vd. (2000) tarafindan Onerilen yontem uygulanmistir. Saflagtirma isleminin ilk
asamasinda C-18 Sep-Pak kolonlarindaki (Waters Co., Milford, MA, A.B.D.) dolgu
maddesinin (sorbentin, 100 mg) antosiyaninlerle reaksiyona girebilmesini saglamak i¢in
sartlandirma (conditioning) islemi yapilmistir. Bu islemde kolondan sirasiyla; 5 mL etil
asetat, 5 mL metanol (%0.01 HCI igeren) ve son olarak da 2 mL asitlendirilmis su

(%0.01 HCI1 igeren) gecirilmistir. Ekstraksiyona hazir hale getirilen kolona,
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saflastirilacak bileseni iceren visne suyu orneginden 1 mL yiiklenmis ve daha sonra 2
mL asitlendirilmis suyla eliie edilmistir. Bdylece bu eliisyon ile organik asitler, sekerler
ve suda c¢Oziiniir nitelikteki diger bilesikler gibi analizi interfere eden bilesikler
uzaklastirilirken, antosiyaninler ve diger polifenolik bilesikler kolon {izerinde sorbente
baglanmistir. Esdiize bir saflastirma islemi i¢in saflastirma diizeneginden (manifold)

(Waters Co.) yararlanilmistir.

C-18 Sep-Pak kolonlari, daha sonra 2 mL asitlendirilmis MeOH (%0.01 HCl igeren) ile
yikanarak antosiyaninleri igeren ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen antosiyanin
fraksiyonu bir evaporasyon tiipline alinmis ve azot evaporatdriinde (Caliper, TurboVap,
Hopkinton, MA, A.B.D) 40°C’de asitlendirilmis MeOH, N; gaz1 altinda kurutulmustur.
Daha sonra evaporasyon tiiptindeki kalint1 {izerine 2 mL asitlendirilmis su eklenerek
kalint1 yeniden ¢oziindiiriilmiistiir. Antosiyaninleri igeren bu c¢ozelti 0.45 um gozenek
capli PVDF filtreden (Sartarious AG) filtre edilerek, HPLC’nin oto-6rnekleme (auto-
sampler) iinitesinde kullanilan amber renkli 2 mL’lik cam siselere (vial) alinmig ve

bekletilmeden HPLC’ye enjekte edilmistir.

Tamimlama ve Hesaplama

Antosiyaninlerin tanimlanmas1 ve miktarlarinin hesaplanmasinda “yiiksek performansh
stvi kromatografi” cihazindan (HPLC, Agilent 1200 serisi, Waldbronn, Almanya)
yararlanilmigtir. Kullanilan HPLC sistemi; ikili (binary) pompa, foto diyoderey
dedektorti (PDA, photo dioderay dedector), +4°C’ye inebilen sogutma sistemine sahip
oto-ornekleyici (auto-sampler), gaz giderici (degasser) ve kolon firinindan
(thermostatted column compartment) olusmaktadir. Elde edilen kromatogramlar

"ChemStation rev.B.02.01" yazilim programi ile degerlendirilmistir.

Kromatografi kosullar:
Kolon: Ters faz (reverse phase) Cig kolonu (250 x 4.6 mm, 5 pm) (Phenomenex
Inc., Los Angeles, CA, A.B.D.)

Koruyucu kolon: C;g koruyucu kolonu (4 X 3 mm, 5 um) (Phenomenex Inc.)
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Akis hizi: 1 mL dak. ™

Eliisyon siiresi: 20 dak.

Enjeksiyon hacmi: 50 uL

Dalga boyu: 520 nm

Hareketli faz (mobile phase): Asetonitril (%2100) (A) ile O-fosforik asit-asetik
asit:asetonitril:su (1:10:5:84; v/v/v/v) (B) karisimi. Gradiyent akis soz
konusu olup, Skrede vd. (2000) tarafindan Onerilen eliisyon profili

tarafimizca modifiye edilerek uygulanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 HPLC ile antosiyaninler i¢in uygulanan eliisyon profili

Siire (dak.) %A %B
0 1 99

10 12 88

19 22 78

20 1 99

3.2.6.5 Antosiyanin parcalanma ol¢iitlerinin belirlenmesi

Antosiyaninlerin parcalanmasi ile olusan esmer renkli bilesikler, "renk yogunlugu" ve
"polimerik renk" tayini ile bu degerlerin yardimiyla hesaplanan "polimerik renk oram",
degerlerinin hesaplanmasiyla belirlenmistir. Bu amagla, Giusti ve Wrolstad (2001)
tarafindan oOnerilen yontem kullanilmistir. Toplam monomerik antosiyanin miktari
tayininde 0.025 M potasyum kloriir tampon ¢ozeltisi (pH 1.0) kullanilarak uygun bir
seyreltme orani saptanmisti. Bu seyreltme oranina gore, visne suyu briksine getirilmis
visne suyu konsantre ornekleri bu defa ultra saf suyla seyreltilmis ve boylece ortamin,
materyalin dogal pH derecesinde kalmasi saglanmistir. Ortamdaki bulaniklik yapan
unsurlart uzaklastirmak i¢in, tiim ornekler 0.45 um goézenek capli PVDF filtrelerden

(Sartarious AG) filtre edilmistir.
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Iki ayr1 1 cm tabaka kalinligindaki tek kullanimlik spektrofotometre kiivetinin (Brand
Gmbh) her birine bu seyreltikten 2.8 mL alinip, kiivetlerden birindeki seyreltik {izerine
0.2 mL bisiilfit (%20, w/v, KyS;05) cozeltisi eklenerek, ornekteki monomerik
antosiyaninlerin renksiz "siilfonik asit kompleksi" olusturmasi saglanmistir. Buna
karsin, "polimerik antosiyanin-tanen” kompleksleri ve "melanoidin” pigmentleri ise,
bistilfite kars1 direng gostererek renklerini korumusglardir. Bu esmer renkli pigmentlerin
ortamdaki konsantrasyonu arttikga, 420 nm’de okunan absorbans degerleri

yiikselmektedir.

Diger kiivete ise, bistilfit ¢ozeltisi yerine 0.2 mL damitik su eklenerek her iki kiivet 15
dak. siireyle denge olusumu i¢in kendi haline birakilmiglardir. Bu siire sonunda, her iki
kiivetteki ¢ozeltilerin absorbans degerleri 420 nm, Avis-maks (515 nm) ve 700 nm dalga
boylarinda &l¢iilmiistiir. Olgiimler ultra saf suya karsi yapilmistir. Olgiim sonuclari

nmn

asagida belirtildigi gibi "renk yogunlugu," "polimerik renk" ve "polimerik renk oran1"

olarak degerlendirilmistir.

Renk yogunlugu

Bu deger, "bisiilfit uygulanmamis kiivette bulunan 6rnegin, Ayvis-maks V€ 420 nm dalga
boylarindaki absorbanslari toplami" olarak tanimlanmaktadir. Asagida verilen 3.2 No’lu

esitlige gore hesaplanmistir (Guisti ve Wrolstad 2001):

Renk yogunlugu = [(A)\tvis-maks — A700 nm) + (A420 nm — A700 nm)] X St (3-2)

Burada:

S¢: Seyreltme faktorii
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Polimerik renk

Bu deger, "bisiilfit uygulanmis kiivette bulunan 6rnegin, Avismaks V€ 420 nm dalga
boylarindaki absorbanslari toplami" olarak tanimlanmaktadir. Asagida verilen 3.3 No’lu

esitlige gore hesaplanmistir (Guisti ve Wrolstad 2001):

Polimerik renk = [(AMvis-maks — Az00nm) + (Aa20 nm— Az00nm)] X St (3.3)

Polimerik renk orani

Polimerik renk orani; "polimerik rengin, renk yogunluguna orami" olarak
tanimlanmaktadir. Bu oranin artmasi, antosiyaninlerin par¢alanmasinin arttigini ve
esmer renkli pigmentlerin miktarinin yiikseldigini gostermektedir. Higbir islem
gormemis taze meyve ve sebze sularinda bu oranin genellikle %10’un altinda oldugu
bildirilmektedir. Bu deger, asagida verilen 3.4 No’lu esitlige gore hesaplanmistir (Guisti
ve Wrolstad 2001):

Polimerik renk
Polimerik renk orani (%) = (100) (3.4)
Renk yogunlugu

3.2.6.6 Toplam polifenol miktarmin belirlenmesi

Singleton ve Rossi (1965) tarafindan Onerilen Folin-Ciocalteu yoOntemine gore
yapilmistir. Bu yontem, polifenollerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu ayracin
indirgeyerek kendilerinin oksitlenmis forma doniistiigii bir redoks reaksiyonuna ve bu
reaksiyon sonucunda indirgenmis ayracin olusturdugu mavi rengin spektrofotometrede
olgiimiine dayanmaktadir. Ornekte &lgiilecek absorbans degerinin gallik asit cinsinden
esdegeri olan polifenol miktari, gallik asit ile hazirlanan standart egrinin denkleminden

1”

hesaplanmustir. Orneklerdeki toplam polifenol miktar1 “mg gallik asit L™ olarak ifade

edilmistir.
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Visne suyu briksine getirilmis konsantre 6rnekleri, fazla miktarda polifenol igermeleri
nedeniyle seyreltilerek analize hazirlanmistir. Bu amagcla, 0.5 mL visne suyu 20 mL
ultra saf su ile seyreltilmistir. Folin-Ciocalteu ayraci, ultra saf su (1:10) ile seyreltilerek
kullanilmistir. Seyreltilen 6rneklerden 1 mL test tiipiine alinarak iizerine hazirlanan
Folin-Ciocalteu ayracindan 5 mL eklenmis ve vorteks ile iyice karistirilmugtir.
Karistirilmis olan tiip icerigi 3 dak. bekletildikten sonra, lizerine 4 mL doymus sodyum
karbonat ¢ozeltisi (%7.5; w/v) eklenerek tekrar iyice karistirilmistir. Tiip igerigi, oda
sicakliginda, karanlikta 2 h bekletildikten sonra ultra saf su eklenmis sahide karsi 765

nm’de absorbansi (Thermo Scientific Evolution 201) saptanmustir.

Visne suyu briksine getirilmis konsantre Orneklerinin polifenol igerigi gallik asit
kullanilarak hazirlanan standart egriden hesaplanmigtir. Orneklerin  absorbans
degerlerinin gallik asit cinsinden esdegeri olan polifenol miktarlari, standart egriyi
tanimlayan esitlik yardimiyla bulunmustur. Regresyon esitliginden bulunan
konsantrasyon degerleri, seyreltme oranlari ile ¢arpilarak 6rneklerdeki toplam polifenol

miktarlar1 hesaplanmistir.

3.2.6.7 Fenolik dagihminin HPLC yontemiyle belirlenmesi

Vigne suyu konsantresinde bulunan fenolik maddelerin saflagtirma islemi “3.2.4.4
Antosiyanin dagilimimin HPLC yontemiyle belirlenmesi” boliimiinde agiklandig: gibi
yapilmistir. Bu islemden farkli olarak sadece fenolik bilesikler, saflastirma kartusundan

5 mL etil asetat ile yikanarak eliie edilmistir.

Tanimlama ve Hesaplama

Fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasinda da “3.2.4.4
Antosiyanin dagilimimmin HPLC yoéntemiyle belirlenmesi” boliimiinde o6zellikleri

verilen HPLC cihazindan yararlanilmistir.
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Kromatografi kosullar:

Kolon: Ters faz (reverse phase) Cig kolonu (250 x 4.6 mm, 5 pum) (Phenomenex
Inc.)

Koruyucu kolon: C;g koruyucu kolonu (4 X 3 mm, 5 um) (Phenomenex Inc.)

Akis hizi: 0.700 mL dak.™

Eliisyon siiresi: 85 dak.

Enjeksiyon hacmi: 30 uL

Dalga boyu: 280, 306, 320 ve 365 nm

Hareketli faz: Asetonitril (%100) (A) ile formik asit: su (1: 99; v/v) (B)
karisimi. Gradiyent akis s6z konusu olup, Skrede vd. (2000) tarafindan
Onerilen eliisyon profili tarafimizca modifiye edilerek uygulanmistir

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Fenolik madde dagilimi i¢in uygulanan eliisyon profili

Stire (dak.) %A %B
0 2.5 97.5

45 25 75

50 50 50

55 100 0

68 100 0

70 80 20
85 2.5 97.5

3.2.7 Kinetik katsayilarin hesaplanmasi

Yaptigimiz bu c¢alismada, farkli kopigmentler eklenmis visne suyu konsantrelerinin
farkli sicakliklarda depolanmasi sirasinda antosiyaninlerin parcalanma kinetigi ile
polimerik rengin olusum kinetigi incelenmistir. Incelenen tiim sicakliklarda antosiyanin

kaybinin birinci derece kinetik modele uygun olarak gerceklestigi, polimerik renk
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oraninin ise, sifirinci kinetik modele daha uygun olarak gerceklestigi belirlenmistir. Bu
nedenle sifirinct ve birinci kinetik modelleri tanimlayan 3.5. ve 3.6. No’lu diferansiyel
esitliklerin integrali alinarak elde edilen 3.7. (sifirinci derece) ve 3.8. (birinci derece)

No’lu esitlikler kullanilmastir.

dcC 0

— =Kk [C]" (olusum) (3.5)
dt

dcC

Pt ki C (pargalanma) (3.6.)
C = kot + Co (olusum) (3.7)
InC=-k;t+ InC; (parcalanma) (3.8)

Burada:

Co : Incelenen bilesenin baslangi¢ konsantrasyonu (mg 100 g *veya %),

. Incelenen bilesenin t siire sonundaki konsantrasyonu (mg 100 g ‘veya %),
k : Reaksiyon hiz sabiti (giin %),
t : Siire (giin).

Reaksiyon hiz sabitleri ile diger tiim kinetik parametrelerin hesaplanmasinda Ozkan ve

Cemeroglu (2005) tarafindan verilen hesaplama yontemlerinden yararlanilmistir.

Reaksiyon hiz sabitinin (k) hesaplanmasi

(Y33 (Y3

Polimerik renk olusumuna iliskin degerler “y” eksenine, siireler “x” eksenine
yerlestirilerek, aritmetik Olgekli bir grafikte dogrusal bir egri elde edilmistir. Ayni
sekilde, uygulanan her bir sicaklik i¢in antosiyanin par¢alanmasina iligkin deney verileri
herhangi bir islem yapilmadan dogrudan 10 tabanina gére diizenlenmis yari-logaritmik

bir grafik kagidinin logaritmik 6lgekli “y” eksenine, siireler ise “x” eksenine islenerek

dogrusal bir egri elde edilmistir. Elde edilen bu egrilere dogrusal regresyon analizi
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uygulanarak egrilerin esitligi hesaplanmis ve bu esitliklerin egim degerleri kullanilarak

asagida verilen 3.9. ve 3.10. No’lu esitlige gore reaksiyon hiz sabitleri (k) bulunmustur.

k =egim (Sifirinci derece igin) (3.9.)

k =(egim) 2.303 (Birinci derece igin) (3.10)
Yar1 6miir siiresinin (t;2) hesaplanmasi

Yarilanma stiresi (yar1 dmiir siiresi), antosiyaninlerin %50’sinin kaybi i¢in gerekli siire
olup, birinci derece kinetik modele uyan bu pargalanma reaksiyonu igin 3.11. No’lu

esitlige gore hesaplanmistir.

tyy =—1In ( % yx k! (3.11)

Q10 degerlerinin hesaplanmasi
Reaksiyonun sicakliga bagimliligin1 gosteren bir diger parametre olan Qio degeri,
hesaplanan sicaklik aralifinda, sicakligin 10°C yiikseltilmesinin reaksiyon hizini nasil

etkiledigini gosteren bir degerdir. Asagida belirtilen 3.12 No’lu esitlik kullanilarak

hesaplanmustir.

Quo= (ko/ ky)'®' (27T (3.12)

3.3 istatistik Degerlendirme

Farkli kopigment kaynaklari igeren visne suyu konsantre oOrneklerinin farklh
sicakliklarda depolanma siiresince fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin Ol¢limiine dair

elde edilen wveriler ile iki tekerriirlii faktoriyel diizende varyans analizi teknigi
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kullanilarak degerlendirilmistir. Varyans analizi sonucuna gore gerekli oldugu durumda,
Duncan ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak faktorlerin hangi seviyeleri arasindaki
farkliligin 6nemli oldugu arastirilmistir. Istatistik analizler igin, "SAS ver. 9.0" paket

programi (The SAS System for Windows 9.0, Chicago, IL, A.B.D.) kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Antosiyanin-Kopigment Oraninin Belirlenmesi

Visne suyu konsantresine eklenecek kopigmentlerin belirlenmesi i¢in bir¢ok deneme
yaptlmistir. Bu asamada Oncelikle gallik asit, ferulik asit, rutin ve kuersetin
fenoliklerinin standartlart visne suyu konsantresine farkli oranlarda (antosiyanin:

fenolik oranlar1; 1:0, 1:5, 1:25, 1:50 ve 1:100) eklenmistir.

Cizelge 4.1 Antosiyanin:kopigment oraninin kopigmentasyon iizerine etkisi

Kopigment Antosiyanin:kopigment Avis-maks Amaks

kaynagi orant (nm) (ABS) Etki
Rutin 1:0 517 0.592
1:5 514 0.584 AZALTICI
1:25 515 0.576 AZALTICI
1:50 516 0.542 AZALTICI
1:100 517 0.519 AZALTICI
Kuersetin 1.0 517 0.592
1:5 515 0.595 ONEMSIz
1:25 514 0.586 AZALTICI
1:50 515 0.576 AZALTICI
1:100 513 0.576 AZALTICI
Gallik asit 1:0 517 0.592
15 514 0.614 ARTIRICI
1:25 517 0.669 ARTIRICI*
1:50 517 0.707 ARTIRICI*
1:100 517 0.761 ARTIRICI*
Ferulik asit 1:0 517 0.592
1:5 513 0.559 AZALTICI
1:25 513 0.583 ONEMSIZ
1:50 514 0.590 ONEMSIZ
1:100 513 0.572 AZALTICI

*: Orneklerde tortu olusmustur.
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Kopigmentasyon etkisini incelemek amaciyla hiperkromik ve batokromik kayma
degerleri saptanmigtir. Kopigmentasyon etkisi gosteren gallik asit standardinin tortu

olusturmadan en i1yi sonucu 1:5 oraninda verdigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).

4.2 Kopigment Kaynaklarinin Belirlenmesi

Fenolik standartlarinin  pahali olmasi nedeniyle endiistride kopigment olarak
kullanilmast miimkiin degildir. Bu nedenle dogal ekstraktlardan su ile ekstrakte edilen
fenoliklerin kopigment kaynagi olarak meyve suyu endiistrisinde kullanilmasinin daha
uygun olacagmi disiiniilerek, farkli bitkisel dogal polifenol kaynaklari tarafimizca

kopigment olarak denenmistir.

On denemelerimizde gallik asit standardinda en iyi kopigmentasyon etkisini saptamis
oldugumuz i¢in onceligimiz gallik asit iceren dogal kaynaklar olmustur (Cizelge 4.1).
Bu baglamda gallik asit iceren; nar kabugu (Ben Nasr vd. 1996, Aviram vd. 2008),
kegiboynuzu (Owen vd. 2003, Ayaz vd. 2007), kekik (Jabri-Karoui vd. 2012), kiraz sap1
(Bursal vd. 2013), patates kabugu (Rodriguez De Sotillo vd. 1994, Singh ve Saldana
2011), toz ve top sumak (Kosar vd. 2007), tiziim ¢ekirdegi (Y1lmaz ve Toledo 2004) ve
yesil ¢ay (Zuo vd. 2002, Galati vd. 2006) kopigment kaynagi olarak denenmistir. Ayrica
fenolik igerikleri yiiksek ve farkli olan biberiye (rosmarinik asit) (Troncoso vd. 2005),
kahve (klorojenik asit, epikatesin, rutin, ferulik asit) (Ramirez-Martinez 1988), elma
posasi (klorojenik asit, p-kumarik asit) (Veberic vd. 2005), bugday kepegi (ferulik asit)
(Kim vd. 2006) gibi dogal kaynaklar da denemelerimiz arasinda yer almistir.

Gallik asit standartinda tortu olusturmadan gozlenen en yiiksek kopigmentasyon
etkisinin 1:5 oraninda saptadigimizi belirtmistik. Karsilagtirma yapmak amaciyla farkl
dogal kaynaklardan elde ettigimiz ekstraktlar1 da antosiyanin kopigment orani 1:5
olacak sekilde denemeler yapilmistir. Bu denemelerin bazilarinin sonuglari ¢izelge

4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 Kopigment kaynaklarinin kopigmentasyon tizerine etkisi

Kopigment Antosiyanin:Kopigment Mvis-maks Anaks Etki
kaynagi orant (nm) (ABS)
Nar kabugu 1.0 514 0.436
1.5 518 0.449 ARTIRICI
(%3)
Visne sap1 1.0 514 0.436
1.5 514 0.430 AZALTICI
Yesil cay 1:0 514 0.512
1:5 517 0.527 ARTIRICI
(%63)
Kiraz sap1 1:0 505 0.436
1:5 507 0.451 ARTIRICI
(%63)
Kekik 1:0 514 0.550
1:5 514 0.539 AZALTICI
Elma posast 1:0 514 0.614
1:5 514 0.593 AZALTICI
Domates sap1 1:0 514 0.614
1:5 514 0.560 AZALTICI
Biberiye 1.0 514 0.525
1.5 515 0.535 ARTIRICI
(%2)
Patates 1:0 514 0.525
kabugu 1.5 513 0.489 AZALTICI
Sar1 giil 1:0 514 0.525
1:5 515 0.539 ARTIRICI
(%03)
Kirmizi giil 1.0 514 0.525
1:5 514 0.540 ARTIRICI
(%63)
Misir 1.0 514 0.525
puskiilii 1.5 515 0.523 ONEMSIiz
Misir kabugu 1:0 514 0.525
1.5 514 0.530 ONEMSiz
Bugday 1.0 514 0.525
kepegi 1.5 515 0.491 AZALTICI
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Tiim denemelerimiz sonucunda; en iyi kopigment olusturan, gallik asit standardinin
yani sira, dogal kopigment kaynagi olarak da nar kabugu, yesil cay ve kiraz sapi

secilerek kopigment etkileri incelenmistir.

4.3 Kopigment Kaynaklarinin Fenolik Madde Dagilimlar:

Calismada kullanilan dogal kopigment kaynaklarinin fenolik madde dagilimlart HPLC
ile belirlenerek kromatogramlar sekil 4.1’de gosterilmigtir. HPLC analizlerinin
sonucunda nar kabugu ekstraktinda; B-punikalajin (1727 mg/L) basat olmak iizere,
a-punikalajin (324 mg/L) ve elajik asit tiirevleri tanimlanmstir. Yesil ¢ay ekstratinda;
basat fenolik olarak belirlenen epikatesinin (1255 mg/L) yani sira katesin (310 mg/L) ve
gallik asit (130 mg/L) saptanmistir. Kiraz sap1 ekstraktinda ise, klorojenik asit (96
mg/L), kafeik asit (33 mg/L) ve ferulik asit (12 mg/L) tanimlanmis ve basat fenolik

asidin klorojenik asit oldugu belirlenmistir.

Dogal kaynaklardan elde edilen ekstraklarin fenolik dagilimlart incelendiginde; nar
kabugu eksraktinin hidrolize olabilen tanenler, yesil cay ekstraktinin flavan-3-ol
monomerleri, kiraz sap1 ekstraktinin ise, hidroksisinamik asitler bakimindan zengin
oldugu gozlenmektedir. Boylece, bu calismada visne suyu konsantrelerinde bulunan
antosiyaninlerin renk yogunlugu ve stabilitesi tlizerine farkli fenolik gruplarinin
(hidroksisinamik asit, hidrolize olabilen tanen, flavan-3-ol monomerleri ve flavonol)

etkisi incelenebilmistir.
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Sekil 4.1 Kopigment kaynaklarmin fenolik madde dagilimlarmi gosteren HPLC
kromatogramlari

4.4 Farkh Kopigment Kaynaklarinin Visne Suyu Konsantrelerinin Antosiyaninleri
Uzerine Etkisi

Visne suyu konsantrelerinin antosiyanin profilleri HPLC ile belirlenmistir. Visne suyu
konsantrelerinde 3 farkli antosiyanin tanimlanmis olup, ilgili kromatogram sekil 4.2°de
gosterilmistir. Bu antosiyaninler; siyanidin-3-glukozilrutinozit, siyanidin-3-rutinozit ve
siyanidin-3-sophorozit’tir. Siyanidin-3-glukozilrutinozit, visne suyu konsantresindeki

toplam antosiyaninin %75’ini olusturan basat antosiyanindir. Bunu sirasiyla, siyanidin-
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3-rutinozit (%23) ve siyanidin-3-sophorozit (%2) takip etmektedir. Bonerz vd. (2007)
tarafindan visne sularinda yapilan ¢aligmada da, bu 3 antosiyanin belirlenmistir. Bu
antosiyaninlerin yani sira az miktarda peonidin-3-rutinozit (toplam antosiyanin
miktarmin %0.7’s1 kadar), siyanidin-3-glukozit (toplam antosyanin miktarmnin %1.7’si
kadar) ve siyanidin-3-ksilozilrutinozit (toplam antosyanin miktarinin %4’i kadar)
tanimlanmistir. Bizim 6rneklerimizde bu antosiyaninlerin bulunmamasinin nedeninin;
cesit farklihgindan ya da konsantre {iretim asamalarinda antosiyaninlerdeki
parcalanmadan kaynaklanabilecegi distliniilmektedir (Blando vd. 2004, Bonerz vd.

2007).

Siyanidin-3-glukozilrutinozit

<

Siyanidin-3-rutinozit

Sivanidin-3-sophorozit

Sekil 4.2 Visne suyu konsantresinin antosiyanin dagilimina ait HPLC kromatogrami

Visne suyu konsantrelerinin (65°Briks) toplam monomerik antosiyanin miktari;
siyanidin-3-glukozit cinsinden 6260 mg/kg’dir (Sekil 4.3). 110 giin boyunca farkli
sicakliklarda (—20°, 4° ve 20°C) depolanan visne suyu konsantrelerinin monomerik
antosiyanin miktarinda meydana gelen degisimler sekil 4.3’te gosterilmistir.
Monomerik antosiyanin parcalanmasi sicaklikla orantili bir sekilde artis gostermistir. En
fazla parcalanma 20°C’de depolanan orneklerde gozlenirken, —20°C’de depolanan
orneklerde kayda deger bir degisim saptanmamistir. Buradan, monomerik antosiyanin
kaybimmi oOnlemek amaciyla visne suyu konsantreleri donma noktasinin altindaki

sicakliklarda depolanmali sonucuna ulasilmistir.
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9000 -
EDO ®DS(-20°C) ®mDS(4°C) mDS (20°C)
7200 -

5400 :

3600 -

Toplam antosiyanin miktari
(mg/kg)

1800 -

Kontrol Gallik asit Kiraz sapi  Yesilgay Nar kabugu

Sekil 4.3 Farkli kopigment kaynaklarinin farkli sicakliklarda depolama siiresince visne
suyu konsantresinin toplam antosiyanin miktar1 tizerine etkisi

(DO: Depolama dncesi, DS: Depolama sonrasi)

Visne suyu konsantrelerindeki antosiyaninlerin depolama siiresince pargalanmalari
birinci derece kinetik modele uygun olarak ger¢eklesmistir. Literatiirde de meyve suyu
konsantrelerinin antosiyaninlerinin birinci derece kinetik modele uygun olarak
parcalandigini gosteren birgok calisma bulunmaktadir (Turfan vd. 2011, Tirkyilmaz vd.
2012, Erkan Kog¢ 2013, Ertan 2016). Visne suyu konsantrelerindeki monomerik
antosiyaninlerin par¢alanmasina iligkin hesaplanan k ve ti degerleri ¢izelge 4.3°te
verilmistir. Beklendigi gibi, depolama sicakligi arttikga antosiyaninlerin pargalanma
hizi da artmistir. 20°C’de depolanan Orneklerin monomerik antosiyaninlerinin
pargalanma hizi (0.0136 giin '), 4°C’de depolanan érneklerinkinden (0.0035 giin ) 3.9
kat daha hizlidir. Ayrica; 20°C’de depolanan 6rneklerdeki antosiyaninlerin yar1 dmiir
siiresi 51 gilin olarak belirlenmistir. Cemeroglu vd. (1994) tarafindan visne suyu
konsantrelerinde yapilan bir ¢alismada, 20°C’de depolanan konsantrelerin (71°Bx)
antosiyanin yart Omir siiresi 38 giin olarak belirlenmistir. Bizim saptadigimiz
degerlerden bu calismadaki sonuclarin farklt olmasinin nedeninin, kullanilan visne
cesidinin aynm1 olmamasindan veya visne suyu konsantrelerinin suda ¢dziinen kuru
madde oraninin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Zira,

Cemeroglu vd. (1994) tarafindan yapilan ¢alismada Isparta’da yetisen bir vigne tiirii
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kullanilmigken, bizim ¢aligmamizda Kiitahya ¢esidi visne kullanilmistir. Suda ¢oziiniir
kuru maddenin ana 6gelerinden birinin seker oldugu bilinmektedir. Nikkhah vd. (2007)
tarafindan iizimsli meyvelerden ekstrakte edilen antosiyaninler iizerine yapilan bir
calismada %20, 40 ve 60 sakkaroz konsantrasyonlarindan, antosiyanin stabilitesinin
diisiik konsantrasyondaki sakkarozun (%20) artirdigi saptanmistir. Bu durum suda
¢ozlinlir kuru madde miktarmin artiginin antosiyanin stabilitesi {izerine olumsuz etki

yaptigin1 gostermektedir.

Cizelge 4.3 Visne suyu konsantrelerindeki monomerik antosiyaninlerin parcalanmasina
iliskin kinetik veriler

(Solg;kllk Kinetik veri Kopigment kaynagi
Kontrol  Gallik asit Kiraz sapt  Yesilcay Nar kabugu

Antosiyanin par¢alanmasi

20 —k x 10? (1/giin) 1.36 0.92 1.59 0.94 1.04
ty2 (glin) 51 75 44 74 67

4 Kk x 102 (1/giin) 0.35 - 0.41 0.16 0.21
ty (giin) 198 _ 169 433 330

420  Qp 2.33 _ 2.33 3.02 2.72

Siyanidin-3-glukozilrutinozitin par¢alanmast

20 —k x 10 (1/giin) 1.36 0.89 1.57 0.94 1.06
ty> (glin) 51 78 44 74 65

4 —k x 10? (1/giin) 0.32 - 0.39 0.16 0.18
tyyo (giin) 217 -~ 178 433 385

4-20 Quo 2.47 - 2.39 3.02 3.03

Siyanidin-3-rutinozitin par¢alanmasi

20 —k x 102 (1/giin) 1.68 1.24 2.21 1.17 1.15
ty» (giin) 1 56 31 59 60

4 —k x 102 (1/giin) 0.51 0.28 0.58 0.28 0.35
ty» (giin) 136 248 119 248 156

4-20 Qo 2.11 253 231 2.44 2.10

Bu calismada, visne suyu konsantrelerinde tarafimizca tespit edilen her bir
antosiyanininin stabilitesi saptanmistir. Siyanidin-3-sophorozitin farkli sicakliklarda
(20°, 4° ve 20°C) 110 giin depolama sonucunda miktarinda 6nemli bir degisim

olmadig1 i¢in; bu antosiyanine ait kinetik parametreler belirlenememistir. Ug depolama

45



sicakliginda da en yiiksek stabiliteye sahip olan antosiyanin siyanidin-3-sophorozittir.
Diger antosiyaninler icin belirlenen kinetik parametreler kiyaslandiginda ise; 4° ve
20°C’de siyanidin-3-glukozilrutinozitin stabilitesinin siyanidin-3-rutinozitin
stabilitesinden ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ornegin; 4°C’de siyanidin-3-

glukozilrutinozitin ty, degeri 217 giinken, siyanidin-3-rutinozitin ty;; degeri 136 giindiir.

Visne suyu konsantre Orneklerine kopigment kaynaklari ekleninmesiyle monomerik
antosiyanin miktarlarinda degisim gozlenmistir. Yesil ¢ay ekstraktinin (%14) eklenmesi
onemli miktarda artisa neden olurken; nar kabugu ekstrakti (%4) ve gallik asit (%3)
eklenmesi daha diisiik bir artisa neden olmustur. Kiraz sap1 ekstraktinin eklenmesiyle
ise, monomerik antosiyanin miktarinda 6énemli miktarda azalma saptanmistir (%17).
Kiraz sap1 ekstrakti haricindeki ekstraktlarin antioksidatif bilesenlerinin konsantrasyon
islemi esnasinda monomerik antosiyaninlerin oksidatif pargalanmasin1 Onledigi
disiiniilmektedir. Gil vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, yesil ¢ay ekstraktinin
antioksidan kapasitesinin nar kabugu ekstraktindan 3.3 kat, gallik asidinkinden ise 2.5
kat daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu antioksidan aktivite degerlerine paralel olarak,
yesil ¢ay ekstraktt monomerik antosiyaninleri par¢alanmaya karsi en ¢ok koruyan

ekstrakt olmustur. Bunu sirasiyla; nar kabugu ekstrakti ve gallik asit takip etmistir.

Yesil cay, nar kabugu ve gallik asit kopigmentlerinden farkli olarak kiraz sapi
ekstraktinin monomerik antosiyanin miktarinda azalmaya neden olmasimin iki farkl
nedeni olabilir. Bunlardan biri, kiraz sap1 ekstraktinin yiliksek miktarda askorbik asit
icermesidir (Bursal vd. 2013). Askorbik asit ve askorbik asitin parcalanma {iriinii olan
hidrojen peroksit antosiyanin parcalanmasinda artisa neden olmaktadir (Ozkan 2002).
Ikinci nedenin ise, visne suyu konsantresindeki antosiyaninlerle kiraz sapi
ekstraktindaki fenolik maddelerin interaksiyona girmesi oldugu diislintilmektedir. Kiraz
sapt ekstraktinda bulunan klorojenik asit, ferulik asit ve kafeik asit gibi fenolik
maddelerin iyi birer kopigment oldugu bilinmesine ragmen; kiraz sapi ekstraktinda
bulunan bu fenoliklerle visne suyu konsantresinde bulunan antosiyaninler arasinda
kopigmentasyon olmadig1 belirlenmistir. Bilindigi gibi, kopigmentasyon iizerine bir¢ok
faktor etkilidir. Bunlardan bazilari; antosiyanin yapisi, kopigmentin yapisi, kopigment

ve antosiyanin miktarinin birbirine oranidir (Eiro ve Heinonen 2002). Kiraz sapi
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ekstraktt birgok farkli fenolik madde icermesine ragmen, bunlarin herbirinden diisiik
miktarlarda igermektedir. Yani; kiraz sap1 ekstraktinin, kopigmentasyon i¢in uygun
“kopigment ve antosiyanin oranini” saglamaya yetecek miktarda fenolik madde

icermemesi nedeniyle kopigmentasyonun ger¢eklesmedigi diisiiniilmektedir.

Visne suyu konsantre Orneklerinde saptanan her bir antosiyanin lizerine kopigment
kaynaklarinin etkisi ayr1 ayri incelenmis ve sonuclar sekil 4.4’te verilmistir. Kiraz sap1
ekstrakt1 eklenen orneklerde ii¢ antosiyaninin miktari da en az seviyede gozlenmistir.
Yesil ¢ay ve nar kabugu ekstraktlari ise, kiraz sap1 ekstraktindan farkli olarak, sadece
bazi antosiyaninlerin miktarinda azalmaya neden olmustur. Nar kabugu ekstrakti
siyanidin-3-sophorozit miktarinda azalmaya neden olurken, yesil ¢ay ekstrakti
siyanidin-3-rutinozit miktarinda azalmaya neden olmustur. Buna karsin, her iki ekstrakt
da siyanidin-3-glukozilrutinoziti par¢alanmaktan korumustur. Bu sonuglar; yesil ¢ay
ekstraktinda bulunan fenolik maddelerle sadece siyanidin-3-rutinozitin interaksiyona
girdigini; nar kabugu ekstraktindaki kopigmentlerin ise, siyanidin-3-rutinozit yaninda

siyanidin-3-sophorozit ile de interaksiyona girdigini gostermektedir.

4 ve 20°C’de depolama siiresince, her bir antosiyaninin stabilitesi iizerine kopigment
kaynaklarmin eklenmesi etkili olmustur. Yesil cay, nar kabugu ve gallik asit
kopigmentleri, siyanidin-3-glukozilrutinozit (%27-99) ve siyanidin-3-rutinozitin (%24
82) parcalanmasi i¢in hesaplanan t;;, degerinde artisa neden olurken; kiraz sap1 ekstrakti
bu antosiyaninlerin pargalanmasi i¢in hesaplanan tj, degerinde azalmaya (%12-24)
neden olmustur. Ayrica; her bir antosiyaninin tj, degeri iizerine kopigment
ekstraktlarinin etki diizeyi farklilk gdstermistir. Ornegin, yesil cay ekstrakti (%99) ve
nar kabugu ekstrakti (%77) visne suyu konsantrelerinde basat antosiyanin olan
siyanidin-3-glukozilrutinozitin t;, degerinde en fazla artisa neden olan ekstraktlardir.
Bununla birlikte; vigne suyu konsantresindeki stabilitesi en diisiik olan antosiyaninin
(siyanidin-3-rutinozit) ty;, degerinde en fazla artisa neden olan kopigment kaynaklari ise;

gallik asit (%82) ve yesil cay ekstraktlaridir (%82).
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Sekil 4.4 Visne suyu konsantresinde bulunan her bir monomerik antosiyanin iizerine
kopigment kaynaklari ve depolama sicaliklarinin etkisi

(DO: Depolama dncesi, DS: Depolama sonrast)

Orneklerin toplam monomerik antosiyanin miktarindaki degisim iizerine kopigment

kaynaklart gibi depolama sicakliklari da etkili olmustur. Depolama sicaklig1 arttikca
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orneklerdeki antosiyanin pargalanmasi da artmistir. —20°C’de depolanan &rneklerin
monomerik antosiyanin miktarinda énemli diizeyde bir degisim meydana gelmemistir.
Antosiyanin parg¢alanmasina iligkin hesaplanan kinetik veriler incelendiginde (Cizelge
4.3); 20°C’de depolanan oOrneklerdeki antosiyanin parcalanma hizinin 4°C’de
depolananlarinkinden %74-83 oraninda daha fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica,
kopigment kaynaklar1 arasinda sadece kiraz sapi ekstrakti iceren Orneklerdeki
antosiyanin par¢alanma hizi kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek (%17) bulunmustur.
Diger kopigmentler ise; antosiyanin par¢alanma hizin1 4°C’de %40-54 orannda,
20°C’de ise %?24-32 oraninda yavaglatmistir. Sonug olarak; gallik asit (%32), nar
kabugu ekstrakti (%23—40) ve yesilgay ekstrakti (%31-54) antosiyanin stabilitesini

artirirken, kiraz sapi1 ekstrakti (%17) antosiyanin stabilitesini azaltmistir.

Nar kabugu ekstrakti ve yesil cay ekstraktinin antosiyanin stabilitesini artirici etkisi
gallik asidinkinden ¢ok daha yiiksektir. Ayrica, nar kabugunun meyve suyu endiistrisi
atiklarindan birisi olmasi nedeniyle, ucuz olma ve kolay erisilebilme avantajlari
bulunmaktadir. Bu nedenle; visne suyu konsantrelerindeki antosyanin stabilitesinin
artirlmas1 i¢in gallik asit yerine, nar kabugu ekstraktinin kullanimi tarafimizca

onerilmektedir.

4.5 Farkh Kopigment Kaynaklarinin Visne Suyu Konsantrelerinin Antosiyaninleri
Uzerine Kopigmentasyon Etkisi

Gallik asit ve dogal kaynaklardan elde edilen ekstraktlar (nar kabugu, yesil ¢cay ve kiraz
sap1) eklenmis visne suyu konsantresinde maksimum dalga boyu (Amaks, batokromik
kayma) ve Amaks’daki absorbans degerleri (Amaks, hiperkromik etki) —20° ve 4°C’de
ortalama 185 giin, 20°C’de ise, 110 giin depolama siiresince incelenmistir. Vigne suyu
konsantresine gallik asit ve dogal ekstraktlarin eklenmesinin ardindan ve depolama

sonrasinda, Amaks degerlerinde 6nemli bir degisim gozlenmemistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Visne suyu konsantrelerinin depolanmasi siiresince Amaks V€ Amaks degerleri

Kopigment kaynag: Sicaklik Siire Amaks Mmaks.
(°0) (giin)
Kontrol -20 0 0.707+0.004 515.121+0.060
187 0.709+0.001 515.503+0.353
4 0 0.707+0.004 515.121+0.060
187 0.557+0.001 515.182+0.518
20 0 0.707+0.004 515.121+0.060
110 0.326+0.004 514.336+0.353
Gallik asit -20 0 0.716+0.002 515.267+0.907
189 0.730+0.002 514.836+0.896
4 0 0.716+0.002 515.267+0.907
189 0.597+0.003 515.201+0.363
20 0 0.716+0.002 515.267+0.907
111 0.378+0.004 514.123+0.759
Kiraz sap1 -20 0 0.505+0.008 514.192+0.466
181 0.551+0.002 514.017+0.183
4 0 0.505+0.008 514.192+0.466
181 0.411£0.002 512.639+1.152
20 0 0.505+0.008 514.192+0.466
110 0.247+0.004 507.750+0.415
Nar kabugu -20 0 0.728+0.018 515.225+0.610
185 0.676+0.007 515.036+0.112
4 0 0.728+0.018 515.225+0.610
185 0.540+0.012 514.413+0.215
20 0 0.728+0.018 515.225+0.610
110 0.341£0.004 509.501+0.621
Yesil cay -20 0 0.659+0.009 515.036+0.532
186 0.675+0.003 514.767+0.413
4 0 0.659+0.009 515.036+0.532
186 0.527+0.003 515.116+0.457
20 0 0.659+0.009 515.036+0.532
110 0.321+0.003 513.379+1.400

Buna karsm, visne sularina kopigment ekstraktlarinin eklenmesini takiben 65°Bx’e
kadar konsantrasyon isleminin sonunda ise, sadece nar kabugu ekstraktinin renk
yogunlugunu artirdig (%3) saptanmustir (Sekil 4.5). Amaks degerinde gézlenen bu artis,

visne suyu konsantresinde bulunan antosiyaninler ile nar kabugu ekstraktinda bulunan
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Sekil 4.5 Vigne suyu konsantresinin Apaks degerleri tizerine kopigment kaynaklart ve
depolama sicakliklarinin etkisi

(DO: Depolama dncesi, DS: Depolama sonrast)

kopigmentler arasinda kopigmentasyon reaksiyonu oldugunun bir gostergesidir. Nar
kabugunun basat fenolik bilesigi, hidrolize olabilen tanen grubunda yer alan punikalajin
olup, bu fenolik bilesigin yapisinda 16 serbest hidroksil grubu bulunmaktadir (Gil vd.
2000). Bu fenolik grubunun polihidroksil gruplar1 negatif yiiklii oldugu i¢in, pozitif
yiiklii antosiyaninlerle yliksek baglanma kapasitesine sahiptir. Bu nedenle, punikalajin
gibi kopigment 6zelligi olan fenolik bilesikler, antosiyanin gibi niikleofilik molekiillerle
kovalent bag yaparak, kopigment olusturmaktadirlar. Kopigment olusturarak,
antosiyaninleri oksidatif reaksiyonlardan da korumaktadirlar (Versari vd. 2013). Amaks
degeri ve antosiyanin stabilitesindeki bu artislarin, nar kabugunda bulunan hidrolize

olabilen tanenlerden kaynaklandigini sonucuna ulagilmigtir.

Kopigmentasyonun hidrojen bagi ile olustugu diisliniildiigiinde, kopigmentlerdeki
serbest hidroksil grubu sayisinin azalmasi, kopigmentasyon etkisini de azaltacaktir
(Baranac vd. 1997). Yesil c¢ay ekstraktinda bulunan fenolik asitler (1-4 tane serbest
hidroksil grubu) ile kiraz sap1 ekstraktinda bulunan katesinler (5 tane serbest hidroksil
grubu) nar kabugunda bulunan hidrolize olabilen tanenlerden daha az serbest hidroksil

grubuna sahip oldugu icin, nar kabugu ektrakti eklenen visne suyu konsantreleri
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disindaki 6rneklerin renk yogunlugunda artis gézlenmemistir (Y1lmaz ve Toledo 2004).
Gallik asit, renk yogunlugunda kiiciik bir artis (%1.3) saglarken, yesil cay (%6.7) ve
kiraz sap1 (%28.6) ekstraktlari renk yogunlugunda azalmaya neden olmustur. Yesil cay
ekstraktinin konsantre drneklerinin renk yogunlugunda azalmaya neden olmasi, yiiksek
miktarda katesin iceriginden kaynaklandigi diisiilmektedir. Benzer sekilde, Malien-
Aubert vd. (2001) tarafindan siyah tiziim (Vitis vinifera) antosiyaninleri yapilan bir
calismada da, katesin konsantrasyonu arttik¢a renk yogunlugunun azaldigi ve sarimsi
renk olustugu gozlenmistir. Kiraz sap1 ekstraktinin, visne suyu konsantresinin renk
yogunlugunu azaltmasmin ise, iki farkli nedeni oldugu disliniilmektedir. Birincisi,
kiraz sapinin yliksek miktarda (31.1 mg/kg) askorbik asit icermesidir (Bursal vd. 2013).
Bilindigi lizere, askorbik asit, molekiiler oksijen ile serbest radikal olusturur ve bu
radikaller antosiyaninlerin pirilyum halkasinda oksidatif parcalanmaya neden
olmaktadir (De Rosso ve Mercadante 2007). Askorbik asit ve antosiyanin arasinda
olusan bu reaksiyon sonucunda monomerik antosiyanin miktarinin azaldigr ve bu
nedenle renk yogunlugunda azalma gozlendigi diisiiniilmektedir. ikinci neden ise, kiraz
sap1 ekstraktinin fenolik profilidir. Kiraz sap1 ekstrakti; klorojenik asit, ferulik asit,
kafeik asit gibi iyi kopigmentler (Eiro ve Heinonen 2002) icermesine ragmen, visne
suyu konsantresine eklendiginde herhangi bir kopigmentasyon etkisi gézlenmemistir.
Bilindigi iizere antosiyanin yapisi, kopigment yapisi, antosiyanin kopigment orani gibi
kopigmentasyonu etkileyen birgok faktér bulunmaktadir (Eiro ve Heinonen 2002).
Kiraz sap1 ekstraktinin toplam fenolik miktar1 yiiksek olmasina karsin, kopigment
olusturan fenoliklerin miktarlar1 distiktiir. Kiraz sapr ekstraktinda bulunan
kopigmentlerin antosiyaninler ile kopigmentasyon reaksiyonuna girmeme nedeninin,
antosiyanin:kopigment orani ig¢in yeterli kopigment miktarinin bulunmamasindan
kaynaklandig: diigiiniilmektedir. Laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismaya gore de, visne
nektarlarina eklenen giil yapragi, nar kabugu, yesil ¢ay ve kiraz sap1 ekstraktlarindan
20°C’de depolama siiresince gallik asit ve nar kabugu ekstraktinin kopigmentasyon

reaksiyonlari yaptigi belirlenmistir (Ertan 2016).

Farkli kopigmentler eklenmis visne suyu konsantre drnekleri —20° ve 4°C’de 110 giin,
20°C’de ise, ortalama 185 gilin depolanmis ve depolama siiresince tiim 6rneklerin Amaks

degerleri incelenmistir. —20°C’de depolanan Orneklerin Apyqks degerlerinde 6nemli bir
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degisim gozlenmezken, 4° ve 20°C’de depolanan tiim Orneklerin Apaks degerlerinde
azalma saptanmistir. Bu azalmalarin, birinci derece reaksiyon kinetigine uydugu
belirlenmistir. Depolama sicakligi yiikseldik¢e kontrol grubunun parlak kirmizi rengini
kaybettigi gozlenmistir. Bu durum Amaks degerlerindeki azalmaya iligkin t1/, degerlerinin
kiyaslanmasi ile kolaylikla goriilebilir. Ornegin, kontrol grubunun Apas degerlerindeki
azalmaya iligkin tj, degerleri; 4° ve 20°C’de sirasiyla 335 ve 100 giin olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.5). Bunun yaninda, gallik asit, dzellikle 4°C’de depolanan
visne suyu konsantrelerinde rengi iyilestirmis ve renk stabilitesini artirmistir. Gallik asit
eklenmesi, visne suyu konsantre drneklerinin 20°C’de 110 giin depolanmasi sonucunda

Anaks degerinin ty; degerlerini %20 oraninda artirdig1 saptanmistir. Bunun disinda,

Cizelge 4.5 Visne suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi sirasinda Amaks
degerlerine iliskin kinetik parametreler

Kopigment Sicaklik —k x10° ty, Quo
kaynagi °O) (giin) (gtin) (4°-20°C)
Kontrol 4 2.07 335

20 6.91 100 2.12
Gallik asit 4 0.92 753

20 5.76 120 3.14
Kiraz sap1 4 2.07 335

20 6.22 111 1.99
Nar kabugu 4 2.30 301

20 6.45 107 1.90
Yesil cay 4 1.84 377

20 6.22 111 2.14

depolama sicakliginin diismesi ile, gallik asitin, renk stabilitesi iizerindeki etkisi
artmustir. Ornegin, gallik asit eklenmis drneklerin 4°C°de depolanmast sonucunda, A maks
degerlerinin ty; degeri, 20°C’de depolanan drneklerinkinden 1.25 kat daha fazla oldugu

belirlenmistir. 20°C’de depolanan 6rneklerin Apyas degerleri, kontrol grubuna oranla;
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nar kabugu ekstrakt1 eklendiginde %7, kiraz sap1 ve yesil cay ekstraktlar1 eklendiginde
ise %11 artig gostermistir. Bilindigi gibi birinci derece reaksiyon kinetik modelinde,
reaksiyon hizi substrat konsantrasyonu ile dogru orantili bir sekilde degismekte ve buna
bagl olarak, substrat konsantrasyonu arttik¢a k degeri artarken, t;, degeri azalmaktadir.
Ornegin, nar kabugu ekstraki eklenmis drneklerin Amays degeri depolama baslangicinda
en ylksek iken, ayni 6rnek grubunun t;;; degerinin en diisiik oldugu saptanmistir. Renk
yogunlugu tizerinde onemli etkiye sahip faktorlerden biri de depolama sicakligidir.
Anaks degerlerinde en fazla azalma 20°C’de depolanan oOrneklerde goézlenirken, —
20°C’de kayda deger bir degisim gézlenmemistir. Farkli ekstraktlar eklenmis visne suyu
konsantre 6rneklerine farkli depolama sicakliklari renk yogunlugu tizerinde farkl etkiler
yaratmigtir. Ornegin, 4°C’de Amas degerinin azalmasma iliskin ty, degeri, yesil gay
ekstrakti eklenmis Orneklerde %12 artis gosterirken, nar kabugu Orneklerinde ayni
sicaklikta %10 azalma saptanmistir. Bu nedenle, visne suyu konsantresi 6rneklerinde
renk yogunlugu iizerine hangi dogal ekstraktin etkili oldugu, depolama sicakligina bagh

olarak degisiklik gdsterdigi saptanmustir.

4.6 Farkh Kopigment Kaynaklarimin Visne Suyu Konsantrelerinin Renk
Yogunlugu ve Polimerik Renk Degerleri Uzerine Etkileri

Visne suyu konsantrelerinin renk yogunlugu ve polimerik renk degerleri {izerine farkl
kopigment kaynaklarinin etkileri incelenmis ve elde edilen sonuglar sekil 4.6’da
verilmistir. Kontrol grubunun polimerik renk degeri %28.2 iken, visne suyu
konsantrelerine ekstrakt eklenmesiyle bu degerde artis (0.24-1.18 kat) gézlenmistir. En
yiiksek artis, kiraz sap1 ekstrakti (1.18 kat) eklenen 6rnekte belirlenirken; bunu sirasiyla,
nar kabugu (1.16 kat) ve yesil cay ekstrakti (0.24 kat) eklenen 6rnekler takip etmistir.
Polimerik renk degerindeki bu artis; antosiyaninlerin polimerizasyonu, kopigmentasyon

ya da antosiyaninlerin pargalanmasindan kaynaklanabilmektedir (Kopjar vd. 2011).

Polimerik renk degerlerindeki artisin nedenini agiklayabilmek igin, polimerik renk
degerleri ile Amaks degerleri arasindaki iliski incelenmistir. Kiraz sap1 ekstrakti (%61.4)
iceren Ornek ile nar kabugu ekstrakti (%60.9) iceren Ornegin polimerik renk

degerlerinde meydana gelen artis miktarlar1 benzer olmasina ragmen, nar kabugu iceren
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Ornegin Amaks degerinde (%44) ve antosiyanin miktarinda (%20) gozlenen artis; kiraz
sap1 eklenen orneginkinden ¢ok daha yiiksektir. Buradan, kiraz sap1 ve nar kabugu
ekstraktt iceren Orneklerdeki polimerik renk olusumunun nedeninin farkli oldugu

sonucuna ulasilmaktadir. Calismamizda hesaplanan korelasyon katsayilari da bu sonucu
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Sekil 4.6 Visne suyu konsantresinin polimerik renk degerleri {izerine
kopigment kaynaklar1 ve depolama sicakliklarinin etkisi

(DO: Depolama dncesi, DS: Depolama sonrasi)

desteklemektedir. Polimerik renk degerleri ve depolama baslangicindaki Amaks degerleri
arasindaki korelasyon (r= —0.5018) zayiftir. Ancak; nar kabugu eklenen Orneklere ait
veriler korelasyon grafiginden c¢ikarildiginda, polimerik renk degerleri ve depolama
baglangicindaki Amas degerleri arasinda ¢ok giiglii bir korelasyon (r= —0.9983)
belirlenmistir. Kopigment kaynaklar1 arasinda sadece nar kabugu ekstrakti
kopigmentasyonun bir gdstergesi olan Anaks degerinde artisa neden olmustur. Yani; nar
kabugu ekstrakti iceren Ornegin yiiksek polimerik renk degeri kopigmentasyondan
kaynaklanirken, kiraz sap1 eklenen Ornegin polimerik renk degerindeki artis

antosiyaninlerin parcalanmasi ya da polimerizasyonundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.7 Kopigment eklenmemis vigne suyu konsantre 6rneklerinin farkli sicakliklarda

depolanmas siiresince polimerik renk oranindaki degisimler
a. Linear  b. Logaritmik

Orneklerin polimerik renk degerlerinde depolama siiresince artis gdzlenmistir.
Polimerik renk degerindeki degisim sifirinci ya da birinci derece reaksiyon kinetigine
uygun olarak gergeklesmektedir. Sifirinci dereceden reaksiyon kinetigine gore
hesaplanan determinasyon katsayilar (Rz) birinci dereceden reaksiyon kinetiine gore
hesaplananlardan daha yiiksek oldugu icin; drneklerdeki polimerik renk olusumu igin
sifirinc1 dereceden reaksiyon kinetigi dikkate alinmistir (Sekil 4.7). Hesaplanan kinetik
veriler ¢izelge 4.6’da verilmistir. —20°C’de depolanan Orneklerin polimerik renk
degerlerinde 6nemli bir degisim olmamisken; 4°C’de depolanan orneklerin polimerik
renk degerlerinde ¢ok diisik miktarda, 20°C’de depolananlarinkinde ise Onemli

diizeyde degisim olmustur (p<0.05).
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Cizelge 4.6 Visne suyu konsantrelerinde polimerik renk olusumuna iliskin kinetik

veriler

Kopigment Sicaklik k x 10° Quo
kaynag (°C) (giin™) (4°-20°C)
Kontrol 4 6.24 (0.996)*

20 25.91 (0.974) 2.43
Gallik asit 4 4.95 (0.921)

20 22.71 (0.979) 2.59
Kiraz sap1 4 3.03 (0.836)

20 10.23 (0.915) 2.14
Nar kabugu 4 0.91 (0.150)

20 12.99 (0.883) 5.27
Yesil cay 4 4.88 (0.963)

20 22.42 (0.989) 2.59

*: Parantez igindeki deger determinasyon katsayisidir (R?).

Kontrol grubundaki polimerik renk olusumu i¢in 4° ve 20°C’de hesaplanan k degerleri
sirastyla 0.0624 ve 0.2591 % giin “diir. Kopigment kaynaklarmm eklenmesiyle;
polimerik renk olusum hizi (4°C’de %12-60 ve 20°C’de %21-85) azalmistir. Polimerik
renk olusum hiz1 ile antosiyanin parcalanma hiz1 arasinda zayif bir korelasyon (r=—
0.4120) belirlenmistir. Ornegin; kiraz sapt ekstrakti iceren Orneklerde 20°C’de
polimerik renk olusum hizi 0.1023 % giin * iken; antosiyanin pargalanma hizi ise
0.0159 giin “diir. Nar kabugu ekstrakti igeren 6rneklerin polimerik renk olusum hizi
kiraz sap1 ekstrakti iceren orneginkinden %27 daha fazla olmasina ragmen, antosiyanin
parcalanma hiz1 %35 daha diisiiktiir. Benzer sekilde; kopigment kaynaklar1 arasinda en
yitkksek polimerik renk olusum hizina, gallik asit (0.2271 % giin') ve yesil cay
ekstraktmin (0.2242 % giin ') neden olmasma ragmen, bu kopigment kaynaklarmni
iceren Orneklerdeki antosiyanin pargalanma hiz1 kiraz sapt ekstraktt iceren
orneginkinden %41-42 diizeyinde daha diisiiktiir. Bu sonuglar da; depolama boyunca
kontrol grubu ve kiraz sap1 ekstrakti iceren Orneklerdeki polimerik renk olusumunun

temel olarak antosiyanin par¢alanmasindan kaynaklandigini; buna ragmen, gallik asit ve
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yesil cay ekstrakti iceren Orneklerdeki polimerik renk olusumunun ise, temel olarak
antosiyanin polimerizasyonundan kaynaklandigini gostermektedir. Bilindigi gibi,
polimerik pigmentler; monomerik antosiyaninler ile katesin ve epikatesin gibi flavan-3-
oller arasindaki kondenzasyon reaksiyonlar1 sonucu olusabilmektedirler (Tiirkyilmaz ve
Ozkan 2012). Bu kondenzasyon reaksiyonlar1 sonucunda antosiyaninlerin stabilitesi
artmaktadir. Zira, yesil ¢ay ekstrakti i¢ceren drneklerin gerek polimerik renk degerleri
gerekse de antosiyanin stabilitesi oldukga yiiksektir. Bu sonuclar da; yesil ¢ay igeren
orneklerdeki flavan-3-oller ve antosiyaninler arasinda kondenzasyon reaksiyonunun

gerceklestigini dogrulamaktadir.

4.7 Farklh Kopigment Kaynaklarmin Visne Suyu Konsantrelerinin Bulamikhk
Degerleri Uzerine Etkileri

Tiiketiciler i¢in Onemli bir kalite kriteri olarak degerlendirilen bulaniklik degeri,
orneklerin —20° ve 4°C’de yaklasik 185 giin, 20°C’de ise, 110 giin depolama siiresince
incelenmis ve sonuclar sekil 4.8’de verilmistir. Kontrol grubunun bulaniklik degeri,
1.17 NTU olarak saptanmistir. Kopigment kaynaklarinin eklenmesiyle, bulaniklik
degeri 6nemli diizeyde (0.2—354 kat) artmustir. Kiraz sap1 (415 NTU) ve yesil ¢ay (186
NTU) ekstraktlar eklendiginde bulaniklik degerlerinde asir1 diizeyde bir artis meydana
gelirken, gallik asit (1.44 NTU) ve nar kabugu ekstrakt1 (6.48 NTU) eklenen 6rneklerin
bulaniklik degerlerinde ¢ok daha az diizeyde bir artis meydana gelmistir. 20°C’de
depolama sonucunda da orneklerin bulaniklik degerlerinde onemli miktarlarda artis
belirlenmistir. 20°C’de Orneklerin bulaniklik degerlerindeki artis birinci dereceden
reaksiyon kinetigine uygun olarak gerceklesmistir. En yiiksek bulaniklik olusum hizi
(0.0216 giin ) kontrol grubunda belirlenirken; kopigment kaynaklarmim eklenmesi
bulaniklik olusum hizim1 yavaslatmistir. En yavas bulaniklik olusumu; yesil ¢ay (0.0030
giin) ve nar kabugu (0.0034 giin ") ekstraktlarini igeren orneklerde belirlenmistir.
Bunu sirasiyla; kiraz sap1 ekstrakt: (0.0068 giin ") ve gallik asit (0.0163 giin") takip

etmektedir.
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kopigment kaynaklar1 ve depolama sicaliklarinin etkisi

(DO: Depolama dncesi, DS: Depolama sonrast)

20°C’de depolama sonunda, yesil ¢ay (158 kat) ve kiraz sap1 (354 kat) ekstraktlarini
iceren Orneklerin bulaniklik degerleri kontrol grubundan c¢ok daha yiiksektir. Bu
nedenle, 20°C’de en diisiik bulaniklik olusum hiz1 yesil cay ekstrakti iceren Ornekte
belirlenmesine ragmen; visne suyu konsantrelerine yesil cay ekstrakti eklenmesini
onermemekteyiz. Yesil cay ve kiraz sap1 ekstraktlarini iceren 6rneklerden farkli olarak;
gallik asit (%43) ve nar kabugu (%32) ekstrakt1 igeren 6rneklerin bulaniklik degerleri
ise kontrol grubununkinden ¢ok daha diisiiktiir. Bununla birlikte; nar kabugu ekstrakti
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iceren Orneklerde 20°C’de bulaniklik olusum hizi gallik asit igeren 6rneklerdekinden
cok daha (%79) yavastir. Bu nedenle, bulaniklik olusumu agisindan da
degerlendirildiginde; en iyi kopigment kaynaginin nar kabugu ekstrakti oldugu
gorilmektedir. Hatta, depolama sicakligr diistiikce, gallik asit ve nar kabugu ekstrakti
eklenen 6rneklerin bulaniklik degerleri de azalmigtir. Bu azalma orani (-20° ve 4°C’de)
gallik asit ile kiyaslandiginda, nar kabugu ekstraktinda daha (%7’ye varan) yiiksektir.
Bu sonu¢ da nar kabugu ekstraktinin, visne suyu konsantresi i¢in bulaniklik agisindan

en iyi kopigment kaynagi oldugunu dogrulamaktadir.

4.8 Farkhh Kopigment Kaynaklarmmimm Visne Suyu Konsantrelerinin pH ve
Titrasyon Asitligi Degerleri Uzerine Etkileri

Kopigmentasyon reaksiyonlari iizerine 6nemli diizeyde etki eden parametrelerden biri
de pH degeridir. Bu nedenle farkli kopigment kaynaklarini igeren visne suyu konsantre
orneklerinin pH degerleri depolama siiresince izlenmistir (Cizelge 4.7). Kontrol
grubunun pH degerleri 3.48-3.52 araliginda saptanmistir. Gallik asit (pH 3.48-3.53),
yesil ¢ay ekstrakti (pH 3.53-3.56) ve nar kabugu ekstrakti (pH 3.48-3.53) eklenen visne
suyu konsantrelerinin pH degerleri kontrol grubununki ile benzerdir. Kiraz sapi
ekstraktt (pH 3.85-3.96) igceren orneklerin pH degeri ise kontrol grubuna oranla daha
yiiksektir. Depolama siiresince, pH degerlerinde ©onemli bir de8isim meydana
gelmemistir. Yapilan ¢alismalarda, antosiyaninler ve fenolik maddeler arasindaki en
yiiksek kopigmentasyon etkisinin pH 3.2-3.7 arasinda oldugu bildirilmistir (Macheix
vd. 1990, Gris vd. 2007). Bu durumda, kiraz sap1 ekstrakti igeren drnekler haricinde,
calismamizda incelenen 6rneklerin pH degerlerinin kopigmentasyon i¢in uygun aralikta

oldugu goriilmektedir.

Literatiirde, visne suyu konsantrelerinde de bulunan antosiyaninlerden siyanidin-3-
rutinozit ve siyanidin-3-glukozit molekiillerinin protokatesik asit, p-hidroksi benzoik
asit, vanilik asit, sirinjik asit ve ferulik asit ile kopigmentasyonu iizerine; farkli pH

degerlerinin (pH 3.0, 3.5 ve 4.0) ve farkli sicakliklarin (5°, 20° ve 30°C) etkisi
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Cizelge 4.7 Visne suyu konsantrelerinin pH ve titrasyon asitligi degerleri iizerine
eklenen kopigment kaynaklarinin ve depolamanin etkisi

Kopigment kaynagi ~ Sicakhk Depolama pH Titrasyon asitligi*
(°C) siiresi (giin) (mg 100g™)
Kontrol -20 0 3.52+0.00 1.37+0.01
187 3.49+0.00 1.45+0.00
4 0 3.52+0.00 1.37+0.01
187 3.50+0.01 1.38+0.02
20 0 3.52+0.00 1.37+0.01
110 3.52+0.00 1.30+0.04
Gallik asit -20 0 3.48+0.01 1.53+0.03
189 3.48+0.00 1.53+0.01
4 0 3.48+0.01 1.53+0.03
189 3.49+0.01 1.54+0.02
20 0 3.48+0.01 1.53+0.03
111 3.53+0.01 1.42+0.04
Kiraz sap1 -20 0 3.85+0.05 1.16+0.01
181 3.93+0.01 1.23+0.00
4 0 3.85+0.05 1.16+0.01
181 3.92+0.01 1.20+0.01
20 0 3.85+0.05 1.16+0.01
110 3.96+0.00 1.14+0.00
Nar kabugu -20 0 3.48+0.00 1.44+0.00
185 3.47+0.00 1.38+0.00
4 0 3.48+0.00 1.44+0.00
185 3.50+0.00 1.38+0.04
20 0 3.48+0.00 1.44+0.00
110 3.53+0.01 1.44+0.01
Yesil cay -20 0 3.554+0.00 1.35+0.02
186 3.54+0.00 1.32+0.02
4 0 3.55+0.00 1.35+0.02
186 3.56+0.00 1.29+0.03
20 0 3.55:+0.00 1.35+0.02
110 3.61+0.01 1.26+0.02

*Susuz malik asit cinsinden

incelenmistir. Sonugta, her ii¢ sicaklikta da pH degerinin artmasiyla birlikte antosiyanin

parcalanmas1 hizlanmistir. Ortamin pH degerinin 3.0’dan 3.5’e ¢ikmasi, antosiyanin
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pargalanmasini yaklasik olarak 2 katina ¢ikarmistir (Pacheco-Polencia ve Talcott 2010).
Nitekim, pH degeri 3.85-3.96 olan kiraz sap1 ekstrakti iceren 6rneklerde de antosiyanin

parcalanma hiz1 diger 6rneklere gore ¢cok daha yiiksek olmustur.

Benzer sekilde, 6rneklerin tamaminin titrasyon asitligi degerleri de depolama siiresince
belirlenmistir (Cizelge 4.7). Kontrol grubunun titrasyon asitligi degerleri 1.30-1.45
araliginda belirlenirken, gallik asit (1.42-1.54), yesil cay (1.26-1.38), nar kabugu
(1.38-1.44) ve kiraz sap1 (1.14-1.23) ekstraktlar1 eklenen 6rneklerin titrasyon asitligi

degerlerinde de depolama siiresince dnemli bir degisim olmamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada elde edilen sonuglar sunlardir:

1. Visne suyu konsantresinde antosiyanin stabilitesini artirabilmek i¢in; nar kabugu
ve yesil ¢ay ekstraktlar tercih edilebilir. Ancak; antosiyanin stabilitesi yaninda
renk yogunlugunu da artirmasi nedeniyle; bu ekstraktlardan nar kabugu

ekstraktinin kullanilmasi onerilmektedir.

2. Ogzellikle berrak visne nektar: iiretiminde kullanilan visne suyu konsantrelerinde
bulaniklik degeri oOnemli bir kalite kriteridir. Bu a¢idan Ornekler
degerlendirildiginde; nar kabugu ve yesil c¢ay ekstraktlar1 visne suyu
konsantrelerinde depolama boyunca bulaniklik olusum hizin1 azaltmistir. Ancak;
yesil ¢ay ekstrakti eklenir eklenmez ornegin bulaniklik degeri (186 NTU) asir
diizeyde artmistir ve depolama boyunca yesil cay ekstrakti iceren Ornegin
bulaniklik degeri kontrol grubununkinden ¢ok daha yiliksek olmustur. Bu nedenle

de, visne suyu konsantrelerinde nar kabugunun kullanilmas1 6nerilmektedir.

3. Sonug olarak, visne suyu konsantrelerinde, gerek antosiyanin stabilitesini artirmast
gerek renk yogunlugunu artirmasi gerekse de visne suyu konsantrelerinin
depolanmas1 siiresince olusan bulanikligi Onlemek amaciyla, visne suyu
konsantrelerine nar kabuklarindan su ile ekstrakte edilen polifenollerin eklenmesi

Onerilmektedir.
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EK 1 Varyans Analizi Cizelgeleri

Cizelge 1 Visne suyu konsantrelerinin Amaks. degerlerine iliskin varyans analizi ¢izelgesi

- Serbestlik Kareler
Varyasyon kaynagi derecesi Kareler toplami ortalamas F P
Sicaklik (°C) 2 19.7384 9.8692 37.58  0.000
Kopigment 4 81.4221 20.3555 77.52  0.000
Siire 8 23.1865 2.8983 11.04  0.000
Kopigment x Sicaklik 6 45.8590 7.6432 29.11  0.000
Sicaklik x Siire 12 46.6349 3.8862 14.8 0.000
Kopigment x Siire 24 A3.7777 1.8241 6.95  0.000
Kopigment xSiire x
Sicaklik 48 50.6545 1.0553 4,02  0.000*
Hata 105 27.5725 0.2626
Genel toplam 209 338.8456
*:P<0.05

Cizelge 2 Visne suyu konsantrelerin Anaks degerlerine iliskin varyans analizi ¢izelgesi

Varyagyon Serbestll_k Kareler toplam Kareler = P
kaynagi derecesi ortalamasi

Sicaklik (°C) 2 1.2900 0.6450 105906.00 0.000
Kopigment 4 0.8395 0.2099 34460.90 0.000
Stire 8 0.0102 0.0013 209.95 0.000
Kopigment x

Sicaklik 6 0.5067 0.0845 13866.70 0.000
Sicaklik x Siire 12 0.4317 0.0360 5906.61 0.000
Kopigment x

Siire 24 0.0171 0.0007 117.25 0.000
Kopigment xSiire

x Sicaklik 48 0.0151 0.0003 51.74 0.000*
Hata 105 0.0006 0.0000

Genel toplam 209 3.1111

* 1 P<0.05
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Cizelge 3 Visne suyu kpnsantrelerinin monomerik antosiyanin degerlerine iliskin

varyans analizi ¢izelgesi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler = P
kaynagi derecesi toplami ortalamasi

Sicaklik (°C) 2 581883.68 290941.84  38334.20 0.000
Kopigment 4 381736.70 95434.18  12574.30 0.000
Siire 8 4071.42 508.93 67.06 0.000
Kopigment x

Sicaklik 6 235536.73 39256.12 5172.35 0.000
Sicaklik x Siire 12 196741.89 16395.16 2160.21  0.000
Kopigment x Siire 24 4038.43 168.27 22.17 0.000
Kopigment xSiire

x Sicaklik 48 2595.32 54.07 7.12  0.000*
Hata 105 796.91 7.59

Genel toplam 209 1407401.07

*:P<0.05

Cizelge 4 Visne suyu konsantrelerinin renk yogunlugu degerlerine iliskin varyans
analizi ¢izelgesi

Vary@n keyfiS] Serbestli_k Kareler Kareler F P
derecesi toplami ortalamasi

Sicaklik (°C) 2 581883.68 290941.84  38334.20 0.000

Kopigment 4 381736.70 95434.18  12574.30 0.000

Siire 8 4071.42 508.93 67.06 0.000

Kopigment x

Sicaklik 6 235536.73 39256.12 5172.35 0.000

Sicaklik x Siire 12 196741.89 16395.16 2160.21  0.000

Kopigment x Siire 24 4038.43 168.27 22.17 0.000

Kopigment xSiire x

Sicaklik 48 2595.32 54.07 7.12 0.00*

Hata 105 0.04 0.00

Genel toplam 209 128.97

*:P<0.05
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Cizelge 5 Visne suyu konsantrelerinin polimerik renk degerlerine iliskin varyans analizi

cizelgesi
- Serbestlik Kareler

Varyasyon kaynagi derecesi Kareler toplami ortalamas F P
Sicaklik (°C) 2 18.39 9.19 20829.70  0.000
Kopigment 4 214.87 53.72 121688.00  0.000
Siire 8 0.57 0.07 161.88  0.000
Kopigment x
Sicaklik 6 9.36 1.56 3533.33 0.000
Sicaklik x Siire 12 6.81 0.57 1285.43 0.000
Kopigment x Siire 24 1.40 0.06 131.95 0.000
Kopigment xSiire x
Sicaklik 48 0.90 0.02 42.39 0.000*
Hata 105 0.05 0.00
Genel toplam 209 252.34
*:P<0.05

Cizelge 6 Visne suyu konsantrelerinin polimerik renk orani degerlerine iliskin varyans
analizi ¢izelgesi

Varyasyon kaynag: Serbestli_k Kareler Kareler F P
derecesi toplami ortalamasi

Sicaklik (°C) 2 5287.17 2643.58 482.07  0.000

Kopigment 4 32486.62 8121.66 1481.01 0.000

Stire 8 415.12 51.89 9.46  0.000

Kopigment x

Sicaklik 6 2390.70 398.45 72.66  0.000

Sicaklik x Siire 12 1840.94 153.41 27.98  0.000

Kopigment x Siire 24 824.28 34.35 6.26 0.000

Kopigment xSiire x

Sicaklik 48 691.74 14.41 2.63  0.000*

Hata 105 575.81 5.48

Genel toplam 209 44512.39

* 1 P<0.05
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EK 2 Duncan Coklu Karsilastirma Testi Sonug¢lar:

Cizelge 1 Visne suyu konsantrelerinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu

degerlerine iliskin Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonucu

514.9+0.928°
515.6+0.55%F

515.240.50""
515.3+0.33"C

514.9+0.828N
513.4+0.43WY

SICAKLIK (°C)
Kopigment ..
e?(r;t?‘alftl Siire -20 4 20
)‘-maks ;vmaks Xmaks
0 515.1+0.03"" 515.1+0.03" 515.1+0.03”"
1 514.8+0.345° 515.240.08™" 515.240.07%
2 515.8+0.12°8 516.0+1.234 515.0+0.055™M
Kontrol 3 514.6+0.715Y 514.140.06M™> 515.1£0.25%"
4 514.9+1.228° 514.1+0.29"™ 514.1+0.06M™>
5 514.241.177% 513.9+0.24"% 514.8+0.004%°
6 515.7+0.01P 514.8+0.018° 514.4+0.367"
0 514.9+1.06%™ 514.9+1.06%™ 514.9+1.06%™
1 514.2+0.055* 515.4+0.18"C 515.3+0.44""
2 515.4+0.54~°C 514.5+0.497Y 514.7+0.07°%
Gallik asit 3 514.3+1.36"" 515.1+0.10"M 514.9+0.03%°
4 514.6+0.325Y 514.7+0.11°7 515.2+0.71%%
5 514.8+0.138° 513.8+0.105% 514.84+0.25°S
6 514.3+0.16" 515.040.21%M 514.440.56™Y
0 513.940.217% 513.940.217% 513.940.217%
1 514.1+0.17M* 514.9+1.065° 513.9+0.02%%
2 514.5+0.357Y 514.6+0.435Y 513.940.03"%
Kiraz sap1 3 513.8+0.66%% 513.5+0.23V"Y 514.1+0.64-%
4 513.9+0.11°% 513.7+0.09Y 510.9+0.22%
5 513.740.23™ 513.2+0.16°Y 510.4+0.45%4
6 514.1+0.14M% 511.9+0.13% 507.6+0.47%
0 514.6+0.495Y 514.6+0.495Y 514.6+0.495Y
1 515.4+0.49%°C 515.240.22"" 515.7+0.20P
2 514.8+0.3657° 515.4+0.37°C 515.8+0.08"°C
Nar kabugu 3 515.4+0.55"F 515.3+0.69"C 515.0+0.825M
4 515.240.034% 515.2+0.03K 515.0+1.178M
5 514.6+0.615Y 515.0£0.02M 515.0+1.105M
6 515.0+0.155M 514.4+0.27°" 509.2+0.67%8
0 514.7+0.05°T 514.7+0.05°T 514.7+0.05°T
1 515.2+0.50" 515.8+0.12°C 514.7+0.53°%
2 514.8+0.56“" 515.4+0.28"C 514.5+1.785Y
Yesil cay 3 514.9+0.075° 514.9+0.065° 514.3+0.08"Y
4
5
6

514.94+0.298°

515.3+0.27°"

512.5+0.18"%

79



Cizelge 2 Visne suyu konsantrelerinin maksimum absorbans degerlerine iliskin Duncan
¢oklu karsilastirma testi sonucu

SICAKLIK (°C)
Kopigment .
ckstraktt Siire 20 4 20
Amaks Amaks Amaks
0 0.709+0.002°F 0.709:+0.002°F 0.709+0.002°F
1 0.704+0.0027 0.669+0.002N 0.6040.003%
2 0.69+0.004" 0.649+0.000" 0.523+0.003%K-
Kontrol 3 0.69+£0.000" 0.632+0.001Y 0.458+0.0032R
4 0.695+0.001¢ 0.606+0.002% 0.401+0.0022V
5  0.689+0.002" 0.581+0.00025¢ 0.36+0.001°8
6 0.708+0.000°F 0.557+0.000% 0.328+0.002°¢
0  0.717+0.000® 0.717+0.0008 0.717+0.0008
1 0.710+0.006°P 0.683+0.000' 0.632+0.003"
2 0.712+0.001¢P 0.666+0.002NC 0.577+0.002%<P
Gallik asit 3 0.714+0.002B¢ 0.657+0.0017 0.519+0.000%
4 0.705+0.001F 0.622+0.002V% 0.465+0.001%°
5  0.718+0.003% 0.62640.002"* 0.41620.0022Y
6  0.729+0.000" 0.598+0.001%A 0.380+0.000"
0  0.509+0.002°M 0.509+0.002°M 0.509+0.002°M
1 0.526+0.002% 0.501+0.0012N 0.426+0.001%"
2 0.54240.000%" 0.488+0.000%° 0.375+0.002%
Kiraz sap1 3 0.54240.001%" 0.475+0.002% 0.336+0.000°°
4 0.523+0.001%¢* 0.438+0.003%° 0.296+0.000%¢
5  0.519+0.000% 0.414+0.000?%Y 0.274+0.000°"
6  0.552+0.001%¢ 0.410+0.002%V 0.245+0.001°
0  0.647+0.005Y 0.647+0.005Y 0.647+0.005Y
1 0.667+0.000M° 0.645+0.002Y 0.584+0.003%8
2 0.667+0.001N° 0.624+0.004"* 0.54+0.002%
Narkabugu 3 0.677+0.000°¢ 0.614+0.001" 0.477+0.003%°
4 0.576+0.000%° 0.576+0.000%° 0.419+0.001?Y
5  0.659+0.002°5T 0.554+0.000°7C¢ 0.385+0.000%%
6  0.679+0.003" 0.546+0.003%" 0.343+0.001°¢
0  0.664+0.003°R 0.664+0.003°R 0.664+0.003°R
1 0.661+£0.004°7 0.627+0.001%W 0.568+0.004%F
2 0.669+0.001-° 0.621+0.002% 0.512+0.000°M
Yesil cay 3 0.672+0.001"V 0.613+0.000" 0.45620.000%R
4 0.66+0.002%T 0.57+0.000%F 0.398+0.0002"
5  0.664+0.000" 0.551+0.000%¢ 0.365+0.004A
6  0.673+0.001%- 0.528+0.000% 0.319+0.002°F
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Cizelge 3 Visne suyu konsantrelerinin monomerik antosiyanin konsantrasyonlarina
iligkin Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonucu

Kopigment
ekstrakti

Kontrol

Gallik asit

Kiraz sap1

Nar kabugu

Yesil cay

Siire

SICAKLIK (°C)
-20 4 20
Monomerik ACN Monomerik ACN Monomerik ACN
miktar: (mg/L) miktar1 (mg/L) miktar1 (mg/L)
372.1£1.45° 372.1+1.45° 372.1+1.45°
361.1+6.36° 344,742 42KV 300.5+1.937
378.2+0.48¢ 336.8+0.00° 254.6+0.96%°F
366.6+0.485F 324.5+1.93° 208.8+0.96"
364.2+0.96C 305.340.96" 171.5+3.382N
359.1+2.42°1 288.9+2.90VW 137.6+0.94%

370.7+0.48PF

268.7+1.45%A

114.6+1.45%R

383.0+£2.42°C
383.0+3.38"°C
378.6+2.90¢
384.0+0.96"®
372.7+0.48°
379.9+1.938¢
387.840.48"

383.0+2.42°°C
368.0+9.19°F
353.6+4.35'
344.7+0.48<M
319.04+0.00%
315.94+0.48%S
294.4+0.96"

383.0+2.424°C
325.2+0.96°
284.8+1.93WX
242.0+4.35%
206.0+3.87%
179.3+0.96*V
149.5+0.48%°

251.9+2.90%

254.0+1.93%°F
252.6+0.96%°F
257.4+0.96%°
252.24+0.48°°F
249.8+0.96%

267.3+0.48%8

251.942.90%*
233.1+0.48%°
215.6+2.89%"
210.5+0.48%™
196.8+1.45%
177.3+0.962V
171.8+0.00%N

251.9+2.90%
190.6+2.42%
154.0+0.00%°
124.6+0.96%°
95.8+0.96%
78.3+0.48%"
64.3+1.93%

338.5+6.29N"

338.5+6.29N"

338.5+6.29N"

oS Ol A W NP OO0 O WNPFEP OO0 O WNPFEP OO O b WNPEPE O 0 b WOWDN P+ O

341.3+2.42%F 325.5+0.48% 293.0+5.80%Y
346.0+3.38"" 313.5+0.00° 255.0+7.26°°F
350.24+2.41" 302.6+1.937 212.9+0.96*"
338.2+1.93°%° 285.8+2.42"X 182.4+4 35
340.9+0.00-° 273.8+0.96 "% 150.6+0.96%°
353.9+0.96™ 262.2+0.00%¢ 129.3+0.96%2
344.3+4 .83V 344.3+4 .83V 344.3+4.83"M

342.6+0.48"°
347.4+435
344.04+2.41%M
339.5+0.96M°
343.6+0.96"N
350.8+0.48"

326.5+4.84°
314.5+5.3278
300.5+3.87"
287.8+0.48V*
276.2+1.45Y
260.5+2.42%

283.1+1.45%

251.2+3.87%
214.2+0.00*"
181.0+1.45°M
149.5+0.48%°
126.3+0.48%°
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Cizelge 4 Visne suyu konsantrelerinin renk yogunlugu degerlerine iliskin Duncan ¢oklu

kargilastirma testi sonucu

Kopigment
ekstrakti

Kontrol

Gallik asit

Kiraz sap1

Nar kabugu

Yesil cay

SICAKLIK (°C)
Siire -20 4 20
Renk Yogunlugu Renk Yogunlugu Renk Yogunlugu
0 4.35+0.00%° 4.35+0.00°° 4.35+0.00%°
1 4.33+0.02°MP 4.39+0.00% 4.41+0.00%"
2 4.35+0.00%° 4.42+0.00°°H 4.42+0.022°H
3 4.17+0.00%7° 4.26+0.02%° 4.51+0.00%®
4 4.34+0.00%" 4.41+0.00%" 4.49+0.00°5¢
5 4.38+0.00%" 4.51+0.02%® 4.56+0.00“%*
6 4.34+0.00%" 4.44+0.00°°F 4.62+0.02°Y
0 4.31+0.00%°° 4.31+0.00°°" 4.31+0.00%°
1 4.31+0.00%°" 4.39+0.00% 4.34+0.00°"
2 4.18+0.00°% 4.3+0.00%? 4.49+0.00°5¢
3 4.18+0.00%R 4.34+0.00°° 4.60+0.007*
4 4.37+0.022™M 4.39+0.02°¢ 4.69+0.02V"
5 4.4140.03%" 4.60+0.03 4.66+0.00"*
6 4.13+0.05% 4.53+0.00°"8 4.79+0.0257
0 5.98+0.00% 5.98+0.00 5.98+0.00%
1 6.25+0.03" 6.30+0.02° 6.25+0.02"
2 6.15+0.00" 6.3120.00° 6.47+0.00°F
3 6.25+0.02" 6.44+0.00% 6.49+0.02°
4 6.1940.00' 6.39+0.007 6.88+0.00°
5 6.1340.02’ 6.39+0.00" 6.93+0.035
6 6.17+0.02" 6.5120.00° 7.2420.00"
0 4.81+0.02° 4.95+0.00°° 4.95+0.00°"
1 4.79+0.0057 4.87+0.00°R 4.8120.00°
2 4.60+0.02"% 4.80+0.025" 4.90+0.02°
3 4.76+0.02™ 4.90+0.00° 5.01=0.03"
4 4.72+0.02%Y 4.96+0.02° 5.13+0.02"
5 4.91+0.007? 4.95+0.02°° 5.29+0.02-
6 4.83+0.007° 4.94+0.03°° 5.3240.02"
0 4.38+0.03%HK 4.30+0.032HK 4.38+0.03%H%
1 4.43+0.03%°F 4.43+0.02°°¢ 4.36+0.00%™
2 4.37+0.00°"™ 4.40+0.05%7 4.34+0.00°"
3 4.40+0.00°7" 4.33+0.02°MP 4.33+0.00°M7
4 4.4140.00%" 4.37+0.02%"™ 4.40+0.00°"
5 4.32+0.00N° 4.30+0.00%2 4.49+0.02°5¢
6 4.45+0.00°“F 4.38+0.00%"" 4.46+0.00%P
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Cizelge 5 Visne suyu konsantrelerinin polimerik renk ve polimerik renk orani degerlerine iliskin Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

SICAKLIK (°C)
ke Sire 20 4
Polimerik renk Polimegikgrenk Polimerik renk Polimerik renk Polimerik renk  Polimerik renk orani
orani orani
0 1.23+0.022V% 28.19+0.65%T 1.23+0.022V  28.19+0.65 T 1.2340.022V% 28.19+0.65%T
1 1.21+0.00?"% 27.84+0.19%7 1.33+0.00%%° 30.324+0.00°N T 1.52+0.02%N 34.38+0.65%"°
2 1.23+0.02%V% 28.21+0.67%T 1.41+0.00%2 31.98+0.00%-° 1.73+0.02%¢" 39.05+0.91%C
Kontrol 3 1.25+0.002"W 29.89+0.00°T 1.48+0.02™NF  34.64+0.45°°N 2.00+0.00%° 44.30+0.00%°18
4 1.29+0.00%5Y 29.66+0.00%T 1.58+0.00% 35.87+0.00%+ 2.89+0.00% 50.95+0.00"
5 1.31+0.02%R T 29.88+0.67%°7 1.71£0.00%" 37.87+0.24% 2.45+0.00%" 53.80+0.00%Y
6 1.29+0.00%Y 29.69+0.00%T 1.77+0.02%7¢ 39.89+0.672F 2.62+0.00VW 56.74+0.37MR
0 1.20+0.002" 27.96+0.01%T 1.20+0.00%Y 27.96+0.01%T 1.20+0.002Y 27.96+0.01%T
1 1.16+0.00%Y# 27.00+0.00%" 1.2740.02°™Y  28.86+0.67%°T 1.4140.00% 32.58+0.00°R
2 1.16+0.002"% 27.85+0.00%7 1.3120.02°%T  30.47+0.67M7T 1.68+0.02” 37.48+0.62%K
Gallik asit 3 1.14+0.02% 27.36+0.70%7 1.35+0.02% 31.15+0.68°MT 1.98+0.02%°° 42.95+0.627°AC
4 1.23+0.02%V% 28.07+0.48%%T 1.5040.00°°  34.05+0.22%° 2.16+0.00%8 46.05+0.297%4%A
5 1.23+0.02%V% 27.78+0.47%7 1.54+0.00%M  33.42+0.21%° 2.31+0.02% 49.53+0.63V
6 1.60+0.02% 38.72+0.12%" 1.73+0.02%¢H 38.12+0.65%° 2.60+0.02" 54.22+0.29"Y
0 3.68+0.00" 61.41+0.00"" 3.68+0.00" 61.41+0.00"" 3.68+0.00" 61.41+0.00""
1 3.82+0.02°¢ 61.06+0.17"M 3.97+0.00' 62.49+0.41 4.09+0.00°" 65.48+0.31°"
2 3.78+0.02% 61.43+£0.47" 4.05+0.00" 64.14+0.007% 4.36+0.02F 67.39+0.45°F
Kiraz sap1 3 3.86+0.02’ 61.77+0.75"" 4.13+0.00¢ 64.23+0.00%” 4.47+0.00° 68.85+0.325F
4 3.67+0.00" 59.36+0.00-° 4.07+0.02" 50.17+18.63% 4.94+0.03¢ 71.91+0.43~°C
5 3.84+0.00’ 62.69+0.29%" 4.30+0.00" 67.29+0.00¢C 5.01+0.00° 72.21+0.32°8
6 3.84+0.00’ 62.27+0.28"- 4.43+0.00° 67.96+0.00% 5.32+0.02% 73.51+0.29"
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Cizelge 5 Visne suyu konsantrelerinin polimerik renk ve polimerik renk orani degerlerine iliskin Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglari (devam)

SICAKLIK (°C)
Kopigment .. 20 4 20
ckstrakti D¢ Polimerik renk Polimerik renk Polimerik renk
Polimerik renk orani Polimerik renk oram Polimerik renk oram
0 2.78+0.09" 60.85+0.00'™ 3.01+0.00° 60.85+0.00 3.01+0.00° 60.85+0.00"™
1 2.48+0.00% 51.75+0.005% 2.87+0.02% 58.98+0.60 2.7120.02Y 56.35+0.60"°
2 2.25+0.02%* 49.03+0.33"" 2.85+0.007° 59.4240.36 3.02+0.00™ 61.63+0.37""
Nar kabugu 3 2.42+0.02" 50.74+0.30"% 2.85+0.00% 58.22:0.00 3.25+0.02N 64.8+0.21%"
4 2.3120.007 39.05+£14.45°¢  3.06+0.00° 61.72+0.37 3.44+0.00 67.03+0.38°™
5 2.48+0.00" 50.49+0.00""Y 3.1+0.00° 62.62+0.38 3.69+0.00" 69.75+0.39*P
6 2.83+0.02° 58.51+0.60-F 2.98+0.00° 60.25+0.35 3.85+0.00’ 72.45+0.39°8
0 1.53+0.00%V 34.97+0.22°°M  1.53+0.00%™ 34.97+0.22 1.53+0.00%™™ 34.97+0.22M
1 1.47+0.02%°" 33.21+0.87%Q  1.56+0.022% 35.11+0.88 1.68+0.02% 38.58+0.66°"
2 1.45+0.00% 33.27+0.00%° 1.6+0.00% 36.48+0.90 1.87+0.00% 43.00+0.00%°A¢
Yesil cay 3 1.51+0.032™N 34.37+0.68%"° 1.68+0.027 38.81+0.94 2.055+0.03% 47.45+0.69%°%
4 1.53+0.00%M 34.82+0.00°°N  1.74+0.00%" 39.89+0.29 2.3+0.02° 52.35+0.65%"
5 1.51+0.032MN 35.04+0.68°° 1.81+0.02% 42.46+0.02 2.49+0.00% 55.47+0.36°7
6 1.510.032VN 34.01+0.67%" 1.87+0.02% 42.62+0.00 2.66+0.00V 59.560.00%°
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