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OZET

Yiksek Lisans Tezi

NAR VE CILEK SULARININ SICAK DURULTMA YONTEMIYLE DURULTULMASI

Buket ORHAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mehmet OZKAN

Bu ¢alismanin baglica amaci, nar ve ¢ilek sularimin meyve suyu endiistrisinde yaygin olarak uygulanan
sicak durultma yontemiyle durultularak, kullanilan durultma yardimci maddelerinin en uygun dozlarinin
belirlenmesidir. Durultma isleminin etkinligi konusunda meyve sularmin bulaniklik ve antosiyanin
(ACN) igeriklerinde meydana gelen degisimler esas alinmis olup, nar suyunun durultulmasinda, 0.2 g/L
bentonit, 0.05 g/L jelatin ve 0.8 mL/L kizelsol; ¢ilek suyunun durultulmasinda ise, 0.2 mL/L pektolitik
enzim ve 0.4 g/L bentonit kullanilmistir. Gergeklestirilen durultma islemiyle nar ve g¢ilek sularimin
bulaniklig: sirasiyla, 101 ve 9.5 NTU’ya distirilmiistir. Nar suyunun bulaniklik degerinin ¢ilek suyuna
oranla yiiksek olmasinin baslica nedeninin nar suyundaki yiiksek polifenol igeriginden [¢ilek suyundaki
polifenol miktarimin yaklagik 2 kat1 (5276 mg GAE/L)] kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Sicak durultma soucunda, nar ve ¢ilek sularinin ACN igeriklerindeki kayiplar sirasiyla, %21 ve %13
olarak belirlenmigtir. Bununla birlikte, bu calismada nar sulari i¢in sicak durultma islemi ile soguk
durultma igleminin etkileri de kiyaslanmistir. Sonucta, sicak durultma sonucunda nar suyunda saptanan
ACN miktar1 (188 mg/L) soguk durultma sonucunda elde edileninkinden (170 mg/L) daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonug, ACN’lerin 1siya karst duyarli olmalari nedeniyle sasirticidir. Ancak, sicak
durultma isleminde bentonit kullanimi sonucunda, metal iyon konsantrasyonunun arttigi ve meyve
suyundaki ACN’lerle bu metaller arasinda renk yogunlugu ve stabilitesini artiran kopigmentasyon
etkilesimi oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, renk dikkate alindiginda, nar sularinda sicak durultma
Onerilmektedir.

Meyve sularinin bulaniklik degerleri ve ACN igeriklerindeki degisimin yani sira toplam polimerik renk
orani, briks, pH, titrasyon asitligi, toplam polifenol miktar1 ve antioksidan aktivite degeri ile ¢ilek
suyunda askorbik asit miktarindaki degisimler de belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, meyve
sularinda olugan polimerik rengin durultulmamis meyve sularinda bile yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Durultma isleminin ardindan nar suyunda olusan polimerik orani (%40.9), ¢ilek suyunda olugana (%21.3)
kiyasla daha fazla bulunmustur.

Durultma islemiyle birlikte meyve sularinin toplam polifenol igeriklerinde Onemli bir degisim
gbzlenmemis olup, nar suyunun antioksidan aktivite degerinin %8 azaldig1 tespit edilmistir. Cilek
suyunun askorbik asit miktarinda ise %24 azalma goriilmistiir. Sonug olarak, ¢ilek suyunun nar suyuna
kiyasla sicak durultma yontemiyle daha etkin bir sekilde durultulabildigi belirlenmistir.

Ekim 2014, 92 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

CLARIFICATION OF POMEGRANATE AND STRAWBERRY JUICES BY HOT CLARIFICATION

Buket ORHAN

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

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZKAN

The main objective of this study was to investigate the optimum doses for the clarifying agents in hot
clarification method which has been preferred in fruit juice industry for the production of clear
pomegranate and strawberry juices. Changes in turbidity and anthocyanin content of fruit juices are
considered as the major indicator of effective clarification. As clarifying agents, 0.2 g/L bentonite, 0.05
g/L gelatin and 0.8 mL/L kieselsol were used for the clarification of pomegranate juice and 0.2 mL/L
enzyme and 0.4 g/L bentonite for the clarification of strawberry juice. After clarification, the turbidity of
pomegranate and strawberry juices decreased to 101 and 9.5 NTU, respectively. The higher turbidity of
pomegranate juice is mainly attributable to the high polyphenol content (approximately 2 times higher
than strawberry juice, 5276 mg of GAE/L).

Hot clarification resulted in 21 and 13% losses in anthocyanin content of pomegranate and strawberry
juices, respectively. Additionally, the effects of hot and cold clarification on some properties of
pomegranate juice were also compared in this study. Consequently, anthocyanin content of pomegranate
juice after hot clarification (188 mg/L) was found higher than those after cold clarification (170 mg/L).
This finding was very surprising due to high sensitivity of anthocyanins to heat. However, the use of
bentonite in hot clarification is believed to cause the increase in metal ion concentration and as a result of
this increase, copigmentaion between anthocyanins and metals led to the higher color stability and color
density in juice. Therefore, if the color is taken into consideration, then hot clarification is suggested in
pomegranate juice.

Moreover, aside from the changes in turbidity and anthocyanin contents, the changes in polymeric colour
ratio, brix, pH, titrable acidity, total polyphenol content and antioxidant activity of the juice samples as
well as the ascorbic acid content of strawberry juice were determined. Results showed that polymeric
colour was very high even in unclarified samples. After clarification, polymeric colour ratio of
pomegranate juice was found to be higher (40.9%) than the ratio of strawberry juice (21.3%).

There was no significant change found in the total polyphenol content of both fruit juices after
clarification, but the antioxidant activity decreased 8% in clarified pomegranate juice. Similarly, after
clarification, 24% decrease was observed in strawberry juice. Consequently, compared to pomegranate
juice, hot clarification method is more effective in the clarification of strawberry juice.

October 2014, 92 pages

Key Words: Pomegranate juice, strawberry juice, hot clarification, anthocyanins, bentonite, gelatin,
kieselsol.
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1. GIRIS

Son yillara kadar, nar ve ¢ilek sularinin iiretimine ilgi duyulmadigi i¢in bu meyve
sulariin durultulmasi iizerine de yeterince arastirma yapilmamistir. Giliniimiizde ise;
yiiksek miktardaki polifenol igerikleri ve yiiksek antioksidan aktiviteleri nedeniyle nar,
cilek ve bu meyvelerden elde edilen iiriinlerin tiiketimi gerek diinyada gerekse de
tilkemizde giderek artmaktadir. Nitekim nar; danelenmesi zor olan ve ¢ok sert yapidaki
cekirdekleri nedeniyle taze olarak tiikketimden ziyade meyve suyu iiretimine daha uygun
bir meyvedir. Kendine 6zgii flavoru nedeniyle hem diinyada hem de iilkemizde yaygin
olarak taze tiiketilen ¢ilek ise; son yillarda meyve suyuna da islenmektedir. Bunun
disinda ¢ilek; c¢ilek suyu konsantresine islenerek ihra¢ edilmekte ve ¢ilek suyu
konsantresi; dondurmalarda, alkollii ve alkolsiiz igeceklerde, pastacilik iiriinlerinde

aroma ve dekoratif amach olarak siklikla kullanilmaktadir.

Tiiketici, antosiyanin (ACN) igeren tiim kirmizi meyve sularinda oldugu gibi, nar ve
cilek sularinin kalitesini de parlak kirmizi renk ile degerlendirmektedir. Ayrica,
ambalajda goriilen bulaniklik ve tortu da tiiketicide bir kusku meydana getirmekte ve
tilkketicinin tercihini olumsuz yonde -etkilemektedir. Bunu oOnlemek i¢in; meyve
sularindan bulaniklik ve tortu olusturan unsurlarin uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bu
amagla; berrak meyve suyu liretiminde durultma islemi uygulanmakta olup, bu islem

prosesin en énemli asamalarindan birisidir.

Durultma, pektinaz ve amilaz gibi enzimlerle pektin ve nisasta gibi koruyucu
kolloidlerin (pektin ve nisasta) pargalandigi “depektinizasyon islemi” ve g¢esitli
durultma yardimci maddeleri kullanilarak bulaniklik unsurlarinin uzaklastirildig
“berraklastirma islemi” olmak tiizere iki asamadan olusmaktadir. Ayrica; durultma,
uygulandigr sicakliga gore “sicak durultma” ve “soguk durultma” olarak
gruplandirilmaktadir. Soguk durultma yonteminde, durultmaya neden olan unsurlarin
basinda gelen polifenoller etkin olarak uzaklastirilmakta ve daha berrak meyve suyu
elde edilmektedir. Fakat soguk durultmada olusan aglomeratlarin (ir1 yumakgiklar) filtre

edilebilecek asamaya gelmesi uzun zaman almakta ve bu da endiistri i¢in ekonomik



olmamaktadir. Bu ylizden endiistride soguk durultma yerine daha kisa siiren ve
dolayistyla daha ekonomik olan sicak durultma islemi tercih edilmektedir. Bu ¢alismada
da nar ve ¢ilek sulari, endiistriye katki saglanmasi agisindan sicak durultma islemiyle

berraklastirilmistir.

Yapilan literatiir arastirmasinda; nar ve ¢ilek sularinin durultulmasi konusunda sinirh
sayida arastirmaya rastlanmis olup, yapilan caligmalarin nar ve c¢ilek sularinin sicak
durultma yontemiyle durultulmasindaki teknik sorunlarin giderilmesine yonelik bir
yontem ortaya koymak i¢in yeterli olmadigir goriilmiistiir. Nitekim Cemeroglu (1977)
tarafindan boliimiimiizde yiiriitiilen bir ¢alismada narin pektin icermedigi belirlenmis
fakat buna ragmen meyve suyu iireten pek ¢ok firmanin halen presten aldiklar1 nar ham
suyunun durultulmasinda depektinizasyon islemi uyguladiklart goriilmiistiir. Bu yiizden
bu calisma hem nar ve ¢ilek sularinin sicak durultulmasi konusunda literatiirdeki bilgi
eksikligini gidermeye yoOnelik hem de endiistride uygulanan berrak nar ve c¢ilek suyu

tiretim yontemlerine katki saglamaya yonelik olarak gerceklestirilmistir.

Bu calismanin ana konusunu, nar ve ¢ilek sularinin endiistride uygulanan sicak
durultma ydntemiyle durultularak kullanilan bentonit, jelatin ve kizelsoliin en uygun
dozlarinin belirlenmesi olusturmaktadir. Bu iki meyve suyunun bulaniklik degerleri ve
ACN igeriklerindeki degisimin yani sira toplam polimerik renk orani, briks, pH,
titrasyon asitligi, toplam polifenol miktar1 ve antioksidan aktivite degeri ile ¢ilek

suyunda askorbik asit miktarindaki degisimler de belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI VE KURAMSAL TEMELLER

2.1 Diinyada ve Ulkemizde Nar ve Cilek Uretimi

2.1.1 Diinyada ve iilkemizde nar iiretimi

Nar, antik caglardan beri bilinen, sagligin ve bereketin simgesi olarak goriilmiis bir
meyvedir. Punicaceae familyasinin Punicagranatum L. tiiriine dahildir (Kulkarni vd.
2004). Cok yillik odunsu bir bitki olup tropik ve sub-tropik bolgelerde yetisebilmektedir
(Mirdehghan ve Rahemi 2007, Varasteh vd. 2009). Giineydogu Asya orijinli bir meyve
olan nar, en fazla Hindistan, iran, Tiirkiye ve A.B.D.’de yetistirilmektedir (Vardin ve
Fenercioglu 2003, Anonim 2012). 2008 yili verilerine gore, Tiirkiye 127 760 ton nar

iiretimiyle; Hindistan ve Iran’dan sonra 3. sirada yer almaktadir (Anonim 2012)
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 2008 yili verilerine gore Tirkiye ve diger bazi iilkelerin nar iiretim ve
ihracat miktarlar1 (Anonim 2012)

Ulke Uretim (Ton) Thracat (Ton)
Hindistan 1 140 000 35000
fran 705 000 60 000
Tiirkiye 127 760 12 000
A.B.D. 110 000 17 000
Irak 80 000 —
Ispanya 40 000 15 000

Ulkemizde nar; en ¢ok Ege ve Akdeniz Bolgesi’nin sahil seridinde ve Giineydogu
Anadolu Bélgesi’nde iiretilmektedir (Ozgiiven ve Yilmaz 2000, Géliikgii vd. 2008,
Ozgen vd. 2008). Son yillarda iilkemizde nar iiretim miktarinda siirekli olarak artis

gozlenmis ve nar iretiminin 2007-2008 yillar1 arasinda 1.2 kat arttigi belirlenmistir



(Anonim 2012). 2008 yilinda, 12 000 ton olan nar ihracatimiz, 2009 yilinda yaklasik 3.5
kat artarak 41 939 ton’a ulagsmigtir (Anonim 2012).

Ulkemizde iiretilen narin bir boliimii Almanya, Avusturya ve Isveg gibi cesitli iilkelere
ihracat edilmesi disinda yaklasik yarisi, nar suyuna islenmektedir. 2007 yilinda, iiretilen
102 000 ton narin 57 500 tonu meyve suyuna islenmistir (Anonim 2012). Nara
dolayistyla nar suyuna olan ilginin artmasi, meyve suyuna islenen nar miktarinin da
stirekli artis gostermesine neden olmustur. Nar suyu, genellikle 65°Bx’te konsantreye
islenip depolanmakta; i¢ ve dis piyasaya konsantre olarak sunulmaktadir. ¢izelge 2.2°de
20002008 yillart arasindaki nar liretim miktar1, nar suyuna islenen meyve miktari ve

tiretilen nar suyu konsantresi miktar1 verilmistir.

Cizelge 2.2 Yillara gore nar, meyve suyuna islenen nar miktari ve nar suyu konsantresi
tiretim miktar1 (Anonim 2012)

Nar suyu konsantre
Meyve suyuna

Uretim y1l1 Nar tiretim (ton) islenen nar (ton) (65°Bx) tiretimi
(ton)
2000 59 000 - -
2001 60 000 - -
2002 60 000 - -
2003 80 000 - -
2004 73000 - -
2005 80 000 17 600 2 800
2006 91 000 46 600 6 900
2007 102 000 57 500 5600
2008 128 000 49 500 5200

2.1.2 Diinyada ve iilkemizde cilek iiretimi

Son yillarda narin yani sira, degeri daha ¢ok anlasilan iirlinlerden birisi de {iziimsii bir

meyve olan ¢ilektir. Ticari olarak yetistirilen ¢ilek, Rosaceae familyasi, Fragaria



cinsine ait olup, genellikle F. chiloensis ile F. virginiana tiiriiniin melezlenmesi ile elde
edilen Fragaria ananassa tiiriine dahildir (Zabetakis ve Holden 1997, Deuel ve Plotto
2004). Cilek, farkli ekolojik kosullara ve farkli iklim tiplerine kolay adapte olabilen bir
meyvedir. Nitekim Sibirya’dan Ekvator’a, yiikseltisi fazla olan yerlerden deniz
seviyesinde olan yerlere kadar farkli ekolojik kosullarda cilek iiretilebilmektedir. Bu
yiizden iilkemizde de hemen her bolgede yetistirilebilme olanagi vardir (Geger ve
Yilmaz 2011). Basta A.B.D. olmak iizere Tiirkiye, Ispanya, Meksika, Misir, Polonya,
Japonya, Almanya, Rusya, Ingiltere, Fransa ve Italya énemli miktarda ¢ilek iireten
tilkelerdir. 2009 yili verilerine gore; 6zellikle A.B.D.’nin diinya ¢ilek iiretiminin biiyiik
bir boliimiinii gerceklestirdigi goriilmektedir (Anonymous 2012). Ulkemizde ise,
cogunlukla Akdeniz ve Ege bolgelerinde ¢ilek iiretimi yapilmakta olup, zamanla i¢
bolgelerimizde de ¢ilek yetistirilmeye baslanmistir. Sekil 2.1°de tilkemizde 2000-2010

yillart arasinda tiretilen ¢ilek miktarlar1 verilmistir.
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Sekil 2.1 Tiirkiye’de yillara gore ¢ilek tiretim miktarlar1 (Anonim 2012)

Diinya genelinde ¢ilek ihracat degerlerine bakildiginda ise; 2010 yilinda en fazla ¢ilek
ihracati yapan iilkenin Ispanya oldugu ve onu, A.B.D. ve Meksika'nin izledigi
goriilmektedir. Ayrica diinya cilek {iretiminde ilk siralarda yer alan Tiirkiye; cilek
ithracatt konusunda, diinya siralamasinda 6. sirada bulunmaktadir. Son yillarda, ¢ilek

taze olarak ihra¢ edilmesi disinda, bazi firmalar tarafindan ¢ilek suyu konsantresi olarak



da ihra¢ edilmektedir. Cizelge 2.3’te, 2010 verilerine gore taze olarak ihrag edilen ¢ilek

miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 2.3 2010 yili iilkelere gore diinya ¢ilek ihracat miktarlar1 (Anonymous 2012)

Ulke Ihracat (Ton)
Ispanya 360 204
A.B.D. 139 810
Meksika 66 019
Hollanda 43090
Belgika 38 573
Tiirkiye 25 867
Fas 18 396
Fransa 18 000
Italya 17914
Misir 17513

Ulkemizde iiretimi biiyiik dlgiide yapilan ve farkli aromatik 6zelligi nedeniyle tercih
edilen ¢ilek, taze olarak tiiketiciye ulasabildigi gibi aym1 zamanda cesitli endiistriyel
iirlinlere islenerek de tiiketiciye sunulmaktadir. Bu endiistriyel iirlinlerin basinda recel,
marmelat, meyveli siit, meyveli yogurt, cikolata, biskiivi ve meyve suyu gibi tirlinler
gelmektedir. Bunlar arasinda ¢ilegin meyve suyuna islenmesi iilkemizde daha ¢ok son
yillarda gerceklestirilen bir prosestir. Fakat basta A.B.D. olmak {iizere, pek ¢cok Avrupa
iilkesinde ¢ilek, meyve suyuna yaygin olarak islenmektedir. Istatistiklere gore 2007 ve
2008 yillarinda iilkemizde meyve suyuna islenen c¢ilek miktar: sirasiyla 4100 ve 7700
tondur (Anonim 2012).

2.2 Berrak Nar ve Cilek Suyu Uretiminde Durultma islemi

Berrak nar suyu ve ¢ilek suyu liretiminde meyveler durultma isleminden Once ¢esitli

islemlere tabi tutulmaktadirlar. Oncelikle meyveler ayiklama ve yikama gibi 6n



islemlerden gecirilerek meyve suyuna islemeye hazir hale getirilmektedir. Yikama
isleminin ardindan g¢ilekler saplarindan ayrilirken, narlar; kabuklariyla preslenecekse
dorde boliinmekte ya da narlarin daneleri preslenecekse daneleme isleminden
gecirilmektedir. Cok ¢abuk bozulduklarindan hemen islenmesi gereken cilekler,
saplarindan ayrildiktan sonra meyve degirmeninde mayse haline getirilmekte ve
ardindan daha yliksek verimle ¢ilek suyu iiretimi amaciyla cileklerden elde edilen
mayseye enzimasyon uygulanarak presleme islemine gecilmektedir (Deuel ve Plotto
2004). Nar suyu iiretiminde ise; meyve mayse haline getirilmeden, narlar; dogrudan
kabuklartyla veya danelenerek preslenmektedir. Gergeklestirilen presleme isleminin
ardindan berrak meyve suyu iretiminde en onemli sorunu olusturan bulaniklik
unsurlarinin uzaklastirildigi durultma islemine gegilmekte olup, durultma islemi

depektinizasyon ve berraklastirma olmak {izere iki asamadan olusmaktadir.

2.2.1 Depektinizasyon

Presleme sonrasinda elde edilen meyve ham suyu, biiyiikliikkleri farklilik gosteren ve
meyve suyuna bulanik bir goriintii veren cesitli maddeler igermektedir. Bu maddeler
kaba dispers pargaciklar, kolloidal halde ¢ozlinmiis bilesikler ve gercek ¢ozelti halindeki
bilesiklerden olusmaktadir (Okoth vd. 2000). Bunlar arasinda 6zellikle meyve suyu
kolloidleri durultma isleminde olduk¢a 6nem tagimaktadir. Bu kolloidal maddeler,
meyve suyunda bulaniklia neden olan maddelerin meyve suyundan ayrilmasini
engellemekte ve dolayisiyla meyve suyundan uzaklastiritlamayan bulaniklik unsurlar1 da
meyve suyuna gelen 15181 dagitirak meyve suyunun bulanik goriinmesine neden
olmaktadir (Siebert 2006). Meyve suyunun bulanik goriinlimiiniin giderilip saydam bir
goriiniim kazanabilmesi igin de durultmanin ilk asamasi olarak depektinizasyon iglemi
uygulanmakta ve pektolitik enzimlerle pektin ve amilolitik enzimlerle nisasta iceren
tirtinlerdeki nisasta pargalanmaktadir. Boylece bulaniklik unsurlarini koruyucu kolloid
gorevi goren negatif yukli pektin kilifi i¢indeki pozitif yiiklii proteinler serbest
kalmakta ve durultma yardimci maddesiyle flok olusturabilecek duruma gelmektedir
(Lozano 2003). Sekil 2.2°de bu durum sematik olarak gosterilmistir (Cemeroglu ve
Karadeniz 2009).
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Sekil 2.2 Pektinin pargalanmasiyla bulaniklik unsurlarmin stabilitelerinin bozulmasi
(Cemeroglu ve Karadeniz 2009)

Cemeroglu (1977) tarafindan bdoliimiimiizde yiiriitiilen bir c¢alismada narin pektin
icermedigi belirlenmis ve bu nedenle de nar suyunun depektinizasyonunun gerekli
olmadig1 sonucuna ulagilmistir. Cilegin ise; galakturonik asit cinsinden 1.24 mg pektin
(mg galakturonik asit/100 g meyve) igerdigi belirtilmekte olup, ¢ilek suyu iiretiminde
depektinizasyon isleminin bulaniklik unsurlarinin stabilitelerinin bozulmasi agisindan
gerekli oldugu onerilmektedir (De Souza vd. 1999, Cemeroglu ve Karadeniz 2009).
Depektinizasyon isleminden sonra, durultmanin ikinci asamasi olan ve durultma

yardimc1 maddeleriyle gerceklestirilen berraklastirma islemi uygulanmaktadir.

2.2.2 Berraklastirma

Berraklastirma isleminde amag; depektinizasyon ile stabiliteleri bozulan bulaniklik
unsurlarinin - meyve suyundan uzaklastirilmasini saglamaktir. Meyve sularinda
bulaniklik; pektin, nisasta vb. koruyucu kolloidlerin neden oldugu reaksiyonlar disinda,
protein-polifenol interaksiyonu ve polifenollerin kendi aralarindaki polimerizasyonu ve

kondensasyonu sonucu da olusabilmektedir (Beveridge 1997, Fang vd. 2006a).

Proteinler: Diger meyvelerde oldugu gibi nar ve ¢ilek meyvelerinde de azotlu
bilesiklerin miktar1 ¢ok diisliktiir ve genellikle %1’in altindadir (Mishkin ve Saguy
1982, Sharma vd. 2009, Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Buna ragmen bazen meyve



sularinda proteinlerin neden oldugu 6nemli bulanma sorunlariyla karsilagiimaktadir.
Meyve sularindaki proteinler, meyve sularinin genel pH sinirlarinda (pH 3.5-4.0)
pozitif yiiklidiirler. Daha 6nce de aciklandig gibi pektin kilifi tarafindan sarilmis olan
bu proteinlerin meyve suyundan uzaklastirilmasi, negatif yiikli pektin kilifinin

pektinazlar tarafindan par¢calanmasinin ardindan gergeklesmektedir.

Polifenoller: Polifenoller, meyve ve sebzelerde buruk tat ve kirmizi-mor renkten
sorumlu olan bilesik grubudur. Meyve sularindaki bu bilesikler, meyve sularinin rengi
ve bulanikligi acisindan son derece onemlidir. Ozellikle nar sulari, polifenoller
bakimindan olduk¢a zengin meyve sulart olup, nar sularinda bulunan polifenoller
bulaniklik ve tortu olusumunda rol oynayan en 6nemli bilesik grubudur (Turfan 2008,
Mirsaecedghazi vd. 2010). Meyve suyundan, bu yiiksek molekiil agirligina sahip
bilesiklerin uzaklastirilmasiyla; berrak goriiniime sahip bir meyve suyu elde edilmesinin

yani sira, meyve suyunun tadi da yumusamakta ve icilebilirligi iyilesmektedir.

Polifenoller, hem proteinlerle kompleks olusturarak hem de kendi aralarinda
gerceklesen polimerizasyon ve kondensasyon reaksiyonlari sonucunda meyve sularinda
bulaniklik olustururlar. Meyve sularinda bulunan polifenoller arasinda prosiyanidinler
ise (katesin, epikatesin vs.), olduk¢a kararsiz bilesikler olup, polimerize olmus
prosiyanidinler, proteinlerle kompleks olusturmadan da bulaniklik ve sediment
olusturabilecek kadar yiiksek molekiil agirligina sahip molekiiller meydana

getirebilmektedir (Spanos ve Wrolstad 1992).

Protein-polifenol etkilesimi: Sekil 2.3’te goriildiigii gibi protein-polifenol etkilesimi ile
ortaya c¢ikan bulaniklik, polifenollerle bag yapma yetenegine sahip proteinler (Haze
Active Protein) ile iki protein molekiilii arasinda koprii olusturabilme yeteneginde olan
bir polifenol (Haze Active Polifenol) arasinda gerceklesen reaksiyon sonucu
olusmaktadir (Siebert vd. 1996). HA polifenoller, en az iki baglanma bdlgesine
sahiptirler ve bdylelikle bir polipeptid {izerinde bulunan aromatik halkalardaki en az iki

hidroksi grubuna baglanabilirler (Siebert 1999). Dolayisiyla, proteinlerin yapisindaki



polifenol baglama bdlgelerinin ve polifenol molekiillerinin baglanma uglarinin esit

sayida oldugu durumlarda maksimum diizeyde bulaniklik olusmaktadir.
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Sekil 2.3 Polifenol bakimindan zengin meyve sularinda polifenol-protein etkilesimi
(Siebert vd. 1996)

2.2.3 Geleneksel durultmada kullamlan durultma yardimc1 maddeleri

Durultmanin etkin bir sekilde gergeklestirilebilmesinde siiphesiz kullanilacak durultma
yardimc1 maddelerinin fonksiyonlar1 son derece Onemlidir. Durultma yardimci
maddeleri genel yapilar itibariyle; toprak bazlilar (bentonit, kaolin), proteinler (jelatin,
kazein, albiimin), polisakkaritler (agarlar), sentetik polimerler (PVPP), silisyum dioksit
(kizelsol) vb. olarak gruplandirilmaktadir (Benitez ve Lozano 2007). Meyve sulariin
durultulmasinda, genellikle bu durultma yardimci maddelerinden bentonit, jelatin,

kizelsol veya bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir.

Bentonit: Bentonit, meyve sularmin durultulmalari ve stabilizasyonunda ¢ok yonlii
etkisi bulunan bir durultma yardimci maddesidir. Dogal bir kil olan bentonitin, en
onemli bileseni %60-80 arasinda degisen oranlardaki montmorillonit’tir.
Montmorillonitin genel formiilii, Me*o.36[(Al1.64Mgo.36(OH)2(Si4010)]°3¢" dir (Cemeroglu
ve Karadeniz 2009). Bentonitin durultmadaki esas etkisi, adsorpsiyon giiciine
dayanmaktadir. Genis ylizey alanina sahip olan bentonit, dnemli dlgiide negatif yiikle
yiiklenmis olmasinin yani sira yer degistirme Ozelligine sahip katyonlar igerir

Eisenhour ve Brown 2009). Montmorillonit ii¢ katmanli bir yapida olup, Al*3, O ve
( yap p
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OH™ iyonlarindan olusan iki oktahedral ve Si**, O iyonlarindan olusan bir tetrahedral
katman igermektedir (Niekamp 1984). Bentonit, su absorbe ettiginde formiili (Al, Mg,
Fe")a(Si, Al)gO20(0OH)sxH20 sekline doniismektedir (Krauskopf 1967). Durultma
sirasinda kullanilan bentonitin orta katmanindaki katyonlar ile, meyve suyunda bulunan
pozitif yiik tasiyan proteinler yer degistirir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009).
Dolayisiyla, bentonitten ayrilan katyonlar meyve suyunda serbest hale gecerler.
Bilindigi tizere, ACN’ler; Al, Mg, Fe, Cu ve Sn gibi metallerle kompleks olusturarak
(Starr and Francis 1974, Markakis 1982), stabil ve daha yogun renkli bilesikler
meydana getirirler. Bunun aksine bazi caligmalarda ise, bentonitin kullanilmasiyla
olusan floklarla birlikte ACN ve diger polifenollerin de meyve suyundan uzaklastigi
belirtilmektedir (Morris ve Main 1995, Siebert ve Lynn 1997a).

Jelatin: Sigir, koyun vb. hayvanlarin deri, kemik ve bag dokularindaki kollajenin
hidrolizasyonu ile elde edilen suda ¢6ziinebilir bir proteindir. “A tipi” ve “B tipi” olmak
tizere iki ¢esidi vardir. Bu iki ¢esit jelatinin elde edilis yontemleri farkli oldugu gibi,
meyve sularinin durultulmasinda 6nemli olan izoelektrik noktalar1 agisindan da farklilik
gostermektedir. Hammaddenin hidrolizasyonunun asitte yapilmasiyla elde edilen A tipi
jelatinin izoelektrik noktas1 pH 7.0-9.0 arasindadir. Hammaddenin alkalide
hidrolizasyonu ile elde edilen B tipi jelatinin ise, izoelektrik noktast pH 4.0-5.0
arasindadir (Baziwane ve He 2003). izoelektrik nokta, farkli pH degerlerinde jelatinin
kazandig1 pozitif ve negatif yiik miktarin etkiledigi i¢cin dnemli bir 6zelliktir. Jelatin,
izoelektrik noktas1 altindaki pH degerinde pozitif yiik kazandig1 i¢in meyve suyu pH
araliginda (pH 3.0-4.0) pozitif yiiktedir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Ayrica
jelatinin izoelektrik noktasindaki pH derecesi ile meyve suyunun pH derecesi arasindaki
fark arttik¢a, jelatinin pozitif yiikii de artmaktadir. Bu nedenle meyve sularinin
durutulmasinda A tipi jelatin kullanilmaktadir. Bu sekilde meyve sularmin pH’sinda
yogun bir sekilde pozitif yik iceren jelatin, negatif yikli polifenollerle flok
olusturmakta ve olusan jelatin-polifenol kompleksi dibe ¢okmektedir. Bu sayede hem
meyve suyu berrak bir goriinlim kazanmakta hem de meyve suyunun buruk tadindan
sorumlu olan polifenoller uzaklagtirildigr i¢in meyve suyunun tadi yumusamaktadir.

Fakat durultma isleminde kullanilacak olan jelatin konsantrasyonu son derece
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onemlidir. Bu yilizden durultma isleminden 6nce yapilan 6n deneylerle en uygun jelatin

konsantrasyonu (dozu) belirlenmelidir (Djagny vd. 2001).

Kizelsol: Silisyum dioksidin sulu siispansiyonlarina verilen isimdir. Meyve suyu pH

araliginda jelatinin aksine negatif yiikliidiir ve durultma isleminde genellikle jelatinle
birlikte kullanilir. Kizelsol, meyve suyu berraklastirilmasinda cesitli fonksiyonlari
dolayisiyla tercih edilmektedir. Bunlardan birincisi, yeterli miktarda polifenol
icermeyen meyve sularma eklenmesi sonucu, meyve suyundaki negatif yiikleri
artirmasidir (Hahn ve Possmann 1977, Morris ve Main 1995). Boylece jelatin-polifenol
olarak floklasmayan kalint1 jelatin, kizelsol ile flok olusturmakta ve bu sayede
uzaklastirilabilmektedir. Eger meyve suyu icerisinde fazla miktarda jelatin kalirsa,
depolanma sirasinda sonradan bulanma sorunu ile karsilasilabilinmektedir. Kizelsoliin
diger bir kullanim amac ise, sicak durultma olanag: saglamasidir. Sicak durultmada
(50°C) jelatin, polifenollerle tek basina flok olusturamadig1 i¢in etkin bir berraklastirma
gerceklestirilememektedir. Jelatinin daha iyi flok olusturmasi igin, kizelsol ile

kombinasyonundan yararlanilmaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009)

2.2.4 Durultma isleminin meyve suyu rengi ve bilesimi iizerine etkisi

Renk, kalite kriterleri arasinda tiiketici begenisini etkileyen en 6nemli faktordiir. Nar ve
cilek gibi kirmizi meyvelerde ve dolayisiyla bu meyvelerden elde edilen meyve
sularinda da kalitenin en 6nemli indikatorii renktir. Birgcok meyve, sebze ve cigegin
kendine 6zgii pembe, kirmizi, mavi ve mor tonlardaki g¢esitli renginden sorumlu olan

bilesikler “antosiyanin (ACN)” ad1 verilen dogal renk maddeleridir.

ACN’ler; polifenollerin flavonoid grubuna dahil, suda ¢oziinebilir yapidaki
bilesiklerdir. 635°den fazla ¢esidi oldugu belirlenen (He ve Giusti 2010) bu renk
maddelerinin temel yapisini, flavilium katyonundan tiiremis olan antosiyanidinler
(aglikon) olusturmaktadir. Toplamda 23 civarinda antosiyanidin oldugu saptanmis olup,

bunlardan 6 tanesinin meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulundugu belirtilmektedir
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(De Pascual-Teresa ve Sanchez—Ballesta 2008, Castafieda—Ovando vd. 2009). Cizelge
2.4’de bu 6 antosiyanidinin kimyasal yapisina yer verilmistir (Guisti ve Wrolstad 2003).

Cizelge 2.4 Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan antosiyanidinlerin kimyasal
yapilar1 (Guisti ve Wrolstad 2003)

Antosiyanidin R1 R2 Amax (hM)  Renk

Siyanidin (Cy) OH H 506 nm Turuncu-Kirmizi
Pelargonidin (Pg) H H 494 nm Turuncu
Peonidin (Pn) OCH3s H 506 nm Turuncu-Kirmizi
Delfinidin (Dp) OH OH 508 nm Kirmizi
Petunidin (Pt) OCHs OH 508 nm Kirmizi
Malvidin (Mv) OCHs OCHz3 510 nm Mavi-Kirmizi

Meyve ve sebzelerde basat olarak bulunan ACN’ler; basta meyve ve sebze ¢esidi olmak
tizere iklim ve toprak yapisi gibi bir¢ok etkene bagli olarak ©nemli farkliliklar
gostermektedir. Dogada yaygin olarak bulunan antosiyanidin glikozitlerinden 3-
glikozitler, 3,5-diglikozidlerden yaklasik 2.5 kat daha fazla bulunmakta olup, siyanidin
3-glikozit, dogada en yaygin bulunan ACN molekilidir. Cizelge 2.5’te nar ve
cileklerde yaygin olarak bulunan ACN’lere yer verilmistir.

Meyve sebzelerin c¢esitli renklerinden sorumlu olmasi dolayisiyla Onem tasiyan
ACN’ler; stabilitesi diisiik pigmentler olup, ACN’lerin diisiik stabilitesinin temel nedeni
olarak C halkasinin doymamis yapida olmasi ve bu durumun bilesige reaktif 6zellik
kazandirmasi gosterilmektedir (Turfan 2008). Bunun disinda ACN’ler; molekiildeki
hidroksil ve metoksil gruplarinin sayis1 ve konumu, konsantrasyon, kopigmentasyon ve

acilasyon derecesi gibi yapisal faktorlerin yami sira cevresel bircok faktorden de
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etkilenmektedir. Basta sicaklik ve oksijen olmak iizere askorbik asit, hidrojen peroksit,
kiikiirt dioksit, enzimler, seker ve par¢alanma {iirlinleri, metal iyonlar1 ve 151k gibi bircok
cevresel faktor ACN’lere etki ederek pargcalanmalarina ve kendilerine 6zgii renklerini
kaybederek istenmeyen renkte bilesikler olusturmalarina neden olmaktadir. Dolayisiyla

ACN igerigi yliksek olan nar ve ¢ilek gibi kirmizi meyvelerden elde edilen meyve

sular1, durultma isleminden 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir.

Cizelge 2.5 Nar ve ¢ilek meyvesinde bulunan ACN’ler

Meyve

Cesit

ACN’ler

Kaynak

Cilek (Strawberry)

Nar (Pomegranate)

Fragaria x ananassa
Duch.

Fragaria x ananassa
Duch.

Fragaria x ananassa
Duch.

Punica granatum L.
cv. Assaria (Portekiz)
cv. Gabsi (Tunus)

Punica granatum L.
cv. Wonderful (A.B.D.)

Punica granatum L.
cv. Mollar (Ispanya)

Pelargonidin-3-glu (%23),
siyanidin-3-glu (%14)

Pelargonidin-3-glu (%72,1),
pelargonidin-3-glu-mal
(%17,1),

siyanidin-3-glu (%10,3),
pelargonidin-3-glu-succ
(%0,5)

Pelargonidin-3-glu (%83),
pelargonidin-3-rut (%8),
siyanidin-3-glu (%7)

Siyanidin-3-glu,
delfinidin-3-glu,
siyanidin-3,5-diglu,
delfinidin-3,5-diglu,
pelargonidin-3-glu
pelargonidin-3,5-diglu

Siyanidin-3-glu (%42),
delfinidin-3-glu (%25),
siyanidin-3,5-diglu (%17),
delfinidin-3,5-diglu (%14),
pelargonidin-3-glu (%2)

Siyanidin-3-glu (%40),
siyanidin3,5-diglu (%38),
pelargonidin-3-glu (%7),
delfinidin-3,5-diglu (%6),
pelargonidin-3,5-diglu(%4),
delfinidin-3-glu (%4)

Fuleki (1969)

Kammerer vd. (2007)

Lopes da Silva vd.
(2007)

Miguel vd. (2004),
Hasnaoui vd. (2011)

Gil vd. (2000)

Marti vd. (2001)
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Literatiirde durultma isleminde kullanilan durultma yardimer maddelerinin meyve
suyunun ACN igerigini etkiledigini gosteren cesitli calismalar yer almaktadir. Diger
meyve sularina kiyasla nar ve ¢ilek sularinin durultulmasi ile ilgili olarak sinirli sayida

caligmaya rastlanmistir.

Daha 6nce de bahsedildigi gibi, nar sularinda bulaniklik olusumuna o6ncelikli olarak
polifenol-polifenol kompleksi neden olmaktadir (Turfan 2008). Benzer sekilde ¢ilek
sulariin da polifenol igeriginin yiiksek olmasi (nar sularindaki kadar fazla olmasa da)
nedeniyle ¢ilek sularinda da bulaniklik olusumunun 6ncelikli olarak polifenollerden
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Bunun disinda ¢ilek suyunda bulunan (-) yiikli pektin
de presten alinan meyve suyundaki diger bulaniklik etmeni pargaciklarin etrafini

sarmakta ve (-) yiik kazandirarak ¢okmelerini engellemektedir.

Iste meyve suyunda bulunan yiiksek miktardaki polifenollerin polimerizasyonu veya
kondensasyonu sonucu bulaniklik olusumu gozlenmekte ve zamanla bu polimerik
yapilar molekiil agirliklarinin artmasiyla tortu olustururak dibe c¢okmektedirler.
Durultma sirasinda kullanilan durultma yardimci1 maddeleri de flok olusumunu artirarak
meyve suyundan bulaniklik unsurlarinin uzaklasmasini1 saglamaktadirlar. Ayrica olusan
bu floklar, meyve suyundan ayrilirken ACN’leri de beraberinde siiriikleyerek ACN
kaybimma da neden olabilmektedir (Tabur vd. 1987, Vardin ve Fenercioglu 2003).
Nitekim nar sularimin durultulmasi {lizerine gerceklestirilen bir ¢alismada, durultma
isleminde pektinaz (1 ml/L), bentonit (0.045 g/L) ve jelatin (0.17 g/L) kullanilmis olup,
nar suyunun baslangigta 241 mg/L olan ACN igerigi durultma isleminin ardindan 232
mg/L’ye diismiistiir (Tastan 2013). Benzer sekilde Erkan—Kog (2013) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, nar suyunun 0.375 g/L jelatin ile durultulmasiyla meyve suyunun ACN
igeriginin 180 mg/L’den 145 mg/L’ye diistiigii goriilmistiir. Yapilan bu ¢aligmalarda
durultma islemi sonundaki ACN kaybinin, bir kissm ACN’lerin kullanilan durultma
yardimc1 maddeleriyle polifenoller arasinda olusan flokla birlikte meyve suyundan

uzaklagsmasindan kaynaklandigi sonucuna ulagilmistir.
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Cilekte bulunan ACN’ler ise, diger meyvelere kiyasla durultma isleminden daha fazla
etkilenebilmekte ve durultma islemi sirasinda uygulanan sicakligin da etkisiyle hizli bir
sekilde parcalanarak veya diger polifenollerle kondense olarak da kayba ugramaktadir.

Bakker vd. (1992) meyve suyu prosesinin c¢ilek suyu ACN’leri lizerine etkisini
arastirdiklar1 bir ¢caligmada, ¢ilek suyunu durultma islemini santrifugasyon (4°C’de 200
x g 20dak.) ve filtrasyon ile gerceklestirmislerdir. Arastirma sonunda durultma
isleminden sonra ¢ilek suyunun ACN igeriginde biiyiik oranda kayip gozlenmis olup, bu
kayip ACN’lerin askorbik asit ve oksijenin etkisi sonucu okside olarak par¢alanmasiyla
iligkilendirilmistir. Ayrica polifenol oksidaz (PPO) enziminin de ACN kaybina neden
oldugu ve PPO aktivitesi sonucu olusan kinon ve diger ara iiriinlerin, ACN kaybina yol
acan oksidasyon ve polimerizasyon reaksiyonularmin gergeklesmesinde etkili oldugu

belirtilmistir.

Bunlarin disinda Vukosavljevi¢ vd. (2006) gerceklestirdikleri bir ¢alismada “raspberry”
meyve suyu iretimi sirasinda uygulanan enzimasyon, durultma ve konsantre igleminin
meyve suyu ACN’leri iizerine etkisini incelemislerdir. Durultma isleminde; geleneksel
durultma, mikrofiltrasyon ve ultrafiltrasyon olmak iizere 3 farkli yontem uygulanmstir.
Geleneksel durultmada durultma yardimci maddesi olarak 0.036 g/L jelatin ve 1 g/L
bentonit kullanilmis olup, geleneksel durultma islemi ile %50 oraninda ACN kaybi

meydana geldigi belirlenmistir.

Nar ve c¢ilek sular1 disinda Vinhao saraplari iizerine yapilan baska bir caligmada,
durultma yardimci1 maddesi olarak PVPP (1 g/L), albumin (0.2 g/L), jelatin (0.2 g/L) ve
kazein (0.6 g/L) kullanilmis ve saraplarin ACN igeriginde meydana gelen degisimler
analiz edilmistir (Castillo-Sanchez vd. 2006). Arastirma sonucunda, kullanilan
durultma yardimcr maddelerinin ACN’ler iizerine etkisinin, uygulanan sarap lretim
yontemine gore farklilik gosterdigi saptanmistir. Ornedin; uygulanan bir proseste (12
saatte bir rotasyon ile gerceklestirilen fermentasyon islemi) bu durultma yardimeci
maddeleri arasinda PVPP’nin diger durultma maddelerinden daha fazla renk kaybina
neden oldugu saptanmigken diger bir proseste ise (saatte bir hava pompalama ile
gerceklestirilen fermentasyon islemi), kazeinin PVPP’den %50 daha fazla ACN ve
dolayisiyla renk kaybina neden oldugu belirtilmistir.
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Meyve sularinda, durultma igleminin etkisiyle ACN igeriginde azalig goriilebildigi gibi
bazi durumlarda azaligin aksine artis da gdzlenebilmektedir. Bu artis, ACN’lerin Al,
Mg, Fe, Cu ve Sn gibi metallerle kompleks olusturmasiyla iliskilendirilmektedir
(Markakis 1982). Ciinkii ACN’ler “kopigment” ad1 verilen ve genellikle kendi basina
renksiz olan bu maddelerle kompleks olusturduklar1 zaman, ACN’lerin renk yogunlugu
ve stabiliteleri bliyiik oranda artmaktadir (Wrolstad ve Erlandson 1973). Sadece
siyanidin, delfinidin ve petunidin igeren ACN’ler; “B” halkalarinda birden fazla
hidroksil grubu bulundurmalar1 nedeniyle, metallerle ¢elat olusturma yetenegindedirler.
Ayrica, kopigmentasyon etkisi; 6zellikle pH 4 civarinda en iist diizeydedir (William ve
Hrazdina 1979, Rein 2005). Dolayisiyla meyve suyunda bulunan ACN’ler ile bentonitin
yapisindaki Al, Mg ve Fe metallerinin kopigmentasyonu sayesinde durultma isleminden
sonra, meyve suyunun ACN miktarinda artis gozlenebilmektedir. Nitekim Tirkyilmaz
vd. (2012) yiiriittiikleri bir ¢alismada; durultmada kullandiklar1 pektolitik enzim ve
bentonitin siyah havug¢ suyu ACN igeriginde artisa neden oldugunu saptamislardir.
Yapilan calismada; durultma isleminde 2.85 mL/L enzim, 0.715 g/L bentonit, 0.15 g/LL
jelatin ve 0.39 mL/L Kkizelsol (%15, v/v) kullanilmistir. Arastirma sonucunda
depektinizasyon ve bentonit uygulamalarinin ardindan meyve suyunun ACN igeriginde
sirastyla %7 ve %9-11 oraninda artis gézlenmis olup, bu artisin ACN’lerin meyve
suyundaki polifenoller veya metallerle kopigmentasyonundan kaynaklanabilecegi
belirtilmektedir. Bentonitin ardindan ilave edilen jelatin ve kizelsoliin ise, %10 oraninda
ACN kaybina neden oldugu goriilmiistiir. Bu kayip; siyah havu¢ suyu pH’sinda (pH
4.3) pozitif yiiklii jelatin ile negatif yiiklii kizelsoliin etkilesime girerek flok olusturmasi
ve olusan bu floklarin da meyve suyundan ayrilirken ACN’lerin de meyve suyundan
uzaklagsmasina neden olmasi ile iliskilendirilmistir. Diger taraftan Diblan (2014)
tarafindan yapilan caligmada ise liziim suyu, 0.2 g/L bentonit kullanilarak durultulmus
ve durultma islemi sonrasinda mevye suyunun ACN igeriginde %6 oraninda azalma
meydana geldigi belirlenmistir. Bu ¢alismada, {iziim suyu ACN’lerinde kopigmentasyon
etkisi goriilmemis olup, negatif yiiklii bentonit ile pozitif yiiklii ACN’lerin zit ytikleri
sayesinde, interaksiyona girerek ACN’lerin ortamdan uzaklastig1 belirtilmistir. Bilindigi
gibi, kopigmentasyonun gerceklesebilmesi icin ACN’lerin B halkasinin en az 2 tane OH
grubu icermesi gerekmektedir. Yapilan bircok aragtirmada, kirmizi iiziimde bulunan

bagat antosiyaninin malvidin monoglikozit (mlv-3-glu) oldugu bildirilmis olup, bu
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antosiyaninin, B halkasinda bulunan R1 ve R3 pozisyonlarina bagli gruplarin her ikisi
de metil grubudur. Bu nedenle, iiziim suyunda kopigmentasyon etkisi goriilmedigi

diistiniilmektedir.

Durultma islemi, meyve sularinin ACN igeriginde degisim meydana getirmesinin yani
sira meyve sularindaki diger polifenoller tlizerinde de etkili olabilmektedir. Nitekim nar
kabuklari, hidrolize olabilen polifenoller agisindan son derece zengin olup, basta
ellajitanen ve izomerleri olmak {izere daha az miktarlarda punikalin (4,6-
gallagylglucose), gallik asit, ellajik asit ve ellajik asit glikozitlerini (hexoside, pentoside,
rhmnoside vs.) igermektedir. Presleme boyunca kabuk ve bolmeler arasi dokudan
meyve suyuna yiksek miktarda polifenol gecmekte olup, bunlar arasinda kondense
olabilen polifenoller (proantosiyanidinler) ile hidrolize olabilen polifenoller
(ellajitanenler ve gallotanenler) yliksek molekiil agirligina sahip polifenolik bilesiklerdir
(Seeram vd. 2005). Cilek meyvesi ise, basta ellajik asit tiirevleri (ellajik asit, ellajitanen,
ellajik asit glukozitleri) olmak {iizere flavonoller (kamferol, kuersetin, mirisetin),
flavanoller, sinamik asit ve tiirevleri bakimindan oldukg¢a zengindir (Aaby vd. 2007).
Durultma islemi sirasinda kullanilan pozitif yiiklii jelatin de daha c¢ok bu yiiksek
molekiil agirhigina sahip negatif yiiklii polifenollere etki etmekte ve meyve suyunun

polifenol igeriginin azalmasina neden olmaktadir.

Elma, armut ve liziim suyunda bulunan polifenollerin meyve suyu iiretimi sirasinda
degisiminin incelendigi bir ¢alismada, jelatinle gerceklestirilen durultma isleminin elma
suyunun polifenol iceriginde azalmaya neden oldugu ve bu azalmanin daha cok
polimerik prosiyanidin miktarinda meydana geldigi belirtilmektedir. Armut suyunun
polifenol igeriginde ise; bentonit, jelatin ve kizelsol kullanilmasiyla 6nemli bir azalma
goriilmemis olup, polifenoller arasinda flavonol glikozitlerin proses asamalarindan en
az etkilenen bilesik grubu oldugu belirtilmistir (Spanos ve Wrolstad 1992). Karaca
(2011) tarafindan yiiriitillen ¢alismada da nar suyu, jelatin (20-30g/ton) ve bentonit
(200250 g/ton) ile durultulmus ve pres ¢ikist nar suyunda 156.1 mg/L olan ellajik asit

miktar1 durultma sonrasinda 71.7 mg/L’ye dlismiistiir.
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Baska bir calismada ise, Pinelo vd. (2006) siyah kus iiziimii suyunu (black currant
juice), 12.5 g/L jelatin ve 1.188 g/mL kizelsol ile durultmuslar ve durultma sonrasinda
toplam polifenol igeriginde %42, ACN igeriginde ise, %44 oraninda kayip
belirlemislerdir. Durultma yardime1 maddesi olarak bentonit ve kizelsoliin kullanildigi
baska bir calismada da, meyve suyundan proteinleri uzaklagtirmada kizelsole kiyasla
(yaklasik %25) bentonitin biiyiik oranda etkili oldugu (yaklasik %92) tespit edilmistir
(Siebert ve Lynn 1997b). Ayrica bentonit ve kizelsoliin polifenoller {lizerinde sinirh

Olctide etkisinin oldugu da gbzlenmistir.

Bu ¢aligmalar disinda Fang vd. (2007) “bayberry” meyve suyunu jelatin/bentonit
kombinasyonundan yararlanarak durultmuslar ve bulaniklik degeri 1010 NTU olan
durultulmamis “bayberry” meyve suyunun bulanikligr oda sicakliginda gercgeklestirilen
durultmayla 71.3 NTU’ya diisliriilmiistiir. Durultma 6ncesi ve sonrast meyve suyunun
polifenol ve protein igerigi kiyaslandiginda ise sirasiyla; %13 ve 43 oraninda azalma

meydana geldigi belirlenmistir.

Siyah havu¢ suyu konsantresi ile gerceklestirilen bir diger arastirmada meyve suyu
iiretimi sirasinda meyve suyunun polifenol igerigindeki degisimler ve bu degisimlerin
antioksidan aktivite ile iliskisi arastirilmistir (Ozkan 2009). Siyah havuc¢ suyunun
durultulmasinda; 2.85 mL/L enzim, 0.715 g/L bentonit, 0.15 g/L jelatin ve 2.6 mL/L
kizelsol (%15) kullanilmigtir. Durultma islemi sonucunda siyah havug¢ suyunun
polifenol igeriginde %9 diizeyinde azalig saptanmistir. Bunun yaninda, en diisiik toplam
polifenol miktar1 “depektinize edilmis” orneklerde belirlenmistir. Depektinize edilmis
orneklerin polifenol madde igerigindeki bu azalisin nedeni agiklanamamistir. Ayrica
antioksidan aktivitedeki degisim incelendiginde ise; “depektinize edilmemis” siyah
havug sularinin antioksidan aktivitesi “40.15 uM troloks/puL siyah havu¢ suyu” iken,
“depektinize edilmis” siyah havug¢ sularinda, bu deger “34.63 puM troloks/uL siyah
havu¢ suyu” olarak bulunmustur. Yani siyah havug¢ sularinin depektinize edilmesi
sonucunda, antioksidan aktivite degerlerinde %14 diizeyinde azalma saptanmistir.
Bununla birlikte, “depektinize edilmis” siyah havug¢ sularina gore, diger durultma
asamalarinda alinan orneklerin antioksidan aktivite degerlerinde onemli bir degisim

saptanmamuistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Nar ham suyu ve cilek ham suyu

Arastirmada materyal olarak “Tarim ve Gida Uriinleri San. ve Tic. Ltd. Sti.” (TARGID,
Mersin) firmasindan, iiretimin pres ¢ikisi asamasinda temin edilmis “nar ham suyu” ve
“cilek ham suyu” kullanilmistir. Nar ham suyu; danelerinin koyu kirmizi renkte olmasi
dolayisiyla meyve suyu islenmesine uygun bir nar tiirii olan “Hicaz” tiirii narlardan elde
edilmistir. Cilek ham suyu ise; Akdeniz Bolgesi’nde yetistirilen ve meye suyuna

islemeye uygun “Camarosa’ tiirii ¢ileklerden elde edilmistir.

3.1.2 Kimyasallar

ACN’lerin HPLC ile tanimlanmasinda kullanilan standartlardan "siyanidin 3-O-
glukozit" ve "siyanidin 3,5-O-diglukozit" Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmasindan,
"pelargonidin 3-O-glukozit", "pelargonidin 3,5-O-diglukozit", "delfinidin 3-O-glukozit"
ve "delfinidin 3,5-O-diglukozit” Extrasynthese (Genay, Fransa) firmasindan satin
alimmistir. ACN’lerin saflagtirilmasinda kullanilan C18-Sep-Pak kartuslar1 (kolonlar)
Waters  firmasindan  (Milford, MA, A.B.D.) temin edilmistir. ACN’lerin
ekstraksiyonunda, saflastirilmasinda ve HPLC ile analizinde, daima HPLC safliginda
(HPLC grade) solventler kullanilmistir. Diger analizlerde; Merck (Darmstad, Almanya)

firmasindan temin edilen, ya analitik saflikta ya da yiiksek saflikta (extra pure)

kimyasallar kullanilmistir.

3.2 Yontem

TARGID Ltd. S$ti. firmasindan, iiretimin pres ¢ikisi asamasinda temin edilen nar ve

¢ilek ham suyunun durultulmasinda uygulanan islemler sekil 3.1-3.2°de verilmistir.
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Nar ham suyu*

N

Sicak durultma (50°C) -
Bentonit+Jelatin+Kizelsol SOgu}( Qurugt;rna /(I_40C)
(0.2 g/L —0.05 g/L — 0.8 mL/L) Jelatin (0.4 g/L)
Kaba filtrasyon Kaba filtrasyon
v v
Sicak durultulmus nar suyu* Soguk durultulmus nar suyu*

Sekil 3.1 Nar suyunun durultulmasi

*: Ornek alim agamasi

Cilek ham suyu*

'

Depektinizasyon
(pektinex ultra color, 0.2 mL/L)

'

Depektinize edilmis ¢ilek suyu*

\ 4

Sicak durultma (50°C)
Bentonit (0.4 g/L)

y
Kaba filtrasyon

Sicak durultulmus cilek suyu*

Sekil 3.2 Cilek suyunun durultulmasi
*: Ornek alim asamast

3.2.1 Nar suyunun durultulmasi

Durultma, endistriyel {retimde uygulanan sicak durultma yontemi ile
gerceklestirilmistir.  Nar suyunda pektin bulunmadigi i¢in (Cemeroglu 1977),
depektinizasyon islemine gerek duyulmadan, sadece kullanilmasi ongoriilen durultma

yardimc1 maddeleriyle sicak durultma islemi (bentonit, jelatin ve kizelsol) yapilmistir.
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Kullanilacak durultma yardimci maddelerinin en uygun dozlari, yapilan 6n denemelerle
belirlenmigtir. Durultma 6n denemeleri ig¢in; farklt dozlarda durultma yardimci
maddeleri (bentonit, jelatin ve Kizelsol kombinasyonu) nar suyuna eklenmis olup,
maksimum berrakligin elde edildigi durultma yardimci maddeleri miktarlar1 belirlenmis

ve elde edilen sonuglar "Arastirma Bulgular1 ve Tartisma" boliimiinde verilmistir.

Durultma yardimci maddelerinin en uygun dozlari belirlenirken 6ncelikle uygun
bentonit dozu saptanmistir. Denemelerde kullanilacak bentonit, kiitlesinin 9 kat1 su ile
tyice karistirilarak siispansiyon haline getirilmis ve bu siispansiyon 1 gece kendi halinde
birakilarak sismesi saglanmistir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Her bir durultma
denemesinde 250 mL nar suyu kullanilmistir. Nar suyuna %210 (w/v) konsantrasyonda
hazirlanan bentonit ¢ozeltisinden farkli miktarlarda eklendikten sonra nar suyu 50°C’de
bir su banyosunda (GFL model, sehir, Almanya) 30 dak. bekletilmistir. Daha sonra
bentonit uygulanmis nar suyuna %]1’lik (w/v) jelatin ¢ozeltisinden ve %]15°lik (v/v)
kizelsol c¢ozeltisinden farkli miktarlarda eklenerek, jelatin ve kizelsol i¢in doz
denemeleri yapilmigtir. Durultma isleminin ardindan nar suyu kaba filtreden filtre
edilmis ve tiirbidimetre yardimiyla bulaniklik diizeyi belirlenmistir. Ayrica sicak
durultma y6ntemiyle kiyaslanmasi amaciyla nar suyu “soguk durultma” yontemi ile de
durultulmustur. Bu amagla, 4°C’ye sogutulan nar sularina %21’lik (w/v) jelatin
cozeltisinden farkli miktarlarda eklenerek, 18 h siireyle sicaklik kontrolli bir
inkiibatorde (Sanyo MIR 253, Gunma, Japonya) bekletilmistir. Elde edilen sonuglar

"Arastirma Bulgular1 ve Tartisma" boliimiinde verilmistir.

Durultulmamis, soguk ve sicak durultmaya tabi tutulmus nar sular, fiziksel 6zellikleri
ve kimyasal kompozisyonu bakimindan kiyaslanmistir.  Nar ham suyunun ve
durultulmus nar sularinin genel bilesimini belirlemek i¢in; briks, pH ve titrasyon asitligi
tayini yapilmistir. Bunun disinda; toplam polifenol miktari, antioksidan aktivite, toplam
monomerik ACN miktar1 ile ACN pargalanma oOlgiitleri belirlenmistir. Son olarak da;

ACN dagilimlar1t HPLC yontemiyle saptanmustir.
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3.2.2 Cilek suyunun durultulmasi

Nar sularinda oldugu gibi ¢ilek sular1 da, endiistriyel iiretimde uygulanan sicak
durultma yontemi ile durultulmustur. Bu amagla, ¢ilek suyuna ilk olarak ticari enzim
preparatt “Pectinex Ultra Color’dan (Novozymes A/S, Danimarka) farkli miktarlarda
eklenerek 50°C’de (GFL model) 2 h siireyle depektinize edilmistir. Her bir durultma
denemesinde 250 mL nar suyu kullanilmistir. Depektinizasyon isleminin tamamlanip
tamamlanmadigi alkol testi ile izlenmistir. Ayrica Ornekler kaba filtrasyona tabi
tutulmus ve bulaniklik diizeyleri tiirbidimetre ile 6l¢iilmiistiir. Bu denemeler sonucunda
en diisiik NTU degerinin elde edildigi enzim dozu dikkate alinarak durultma isleminin
ikinci agsamasi olan berraklagtirma islemine gegilmistir. Belirlenen dozlarda enzim, ¢ilek
suyuna ilave edildikten sonra nar suyundaki gibi 6ncelikle bentonit dozu belirlenmistir.
Daha sonra bentonit uygulanmis nar suyuna %1’lik (w/v) jelatin ¢ozeltisinden ve
%15°1ik (v/v) kizelsol ¢ozeltisinden farkli miktarlarda eklenerek, jelatin ve kizelsol i¢in

doz denemeleri yapilmustir.

Durultma isleminin ardindan ¢ilek suyu kaba filtreden filtre edilmis ve tlirbidimetre
yardimiyla bulaniklik diizeyi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar "Arastirma Bulgular
ve Tartisma" boliimiinde verilmistir. Durultulmamis ve bahsedilen durultma yardimci
maddeleri ile durultulan ¢ilek suyunun, fiziksel 6zellikleri ve kimyasal kompozisyonu
bakimindan kiyaslanmistir. Cilek ham suyunun ve durultulmus ¢ilek suyunun genel
bilesimini belirlemek icin; briks, pH ve titrasyon asitligi tayini yapilmistir. Bunun
disinda; toplam polifenol miktari, antioksidan aktivite, toplam monomerik ACN miktari
ile ACN pargalanma Olgiitleri belirlenmistir. Son olarak da; ACN dagilimlar1 ve

askorbik asit miktart HPLC yontemiyle saptanmistir.

3.2.3 Fiziksel analizler

3.2.3.1 Suda ¢oziiniir kuru madde tayini

Orneklerde suda ¢oziiniir kuru madde (briks) dijital bir refraktometre (Atago Rx-7000,
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Tokyo, Japonya) kullanilarak saptanmistir. Briks Olc¢timleri, 20°C’de yapilmigstir.

Refraktometrenin sifir ayari, damitik su ile yapilmistir.

3.2.3.2 pH tayini

pH degeri, potansiyometrik olarak pH-metre (Mettler Toledo SevenCompact pH/lon
S220, Schwerzenbach, Isvigre) ile saptanmistir. Bu amacla, bulanik ve berrak nar ve
cilek suyu orneklerinden bir behere 20 mL alinarak pH degeri belirlenmistir. pH
Olctimleri, 20°C’de yapilmustir.

3.2.3.3 Bulaniklik diizeyinin 6l¢iilmesi

Bulaniklik 6l¢iimleri, tiirbidimetre (Hach 2100N, Loveland, CO, A.B.D.) yardimiyla
belirlenmistir. Bulaniklik diizeyi "NTU (Nephelometric Turbidity Unit)" degeri ile ifade
edilmistir. Bulaniklik diizeyi, nar ve c¢ilek sularinda seyreltme yapilmadan dogrudan

belirlenmistir.

3.2.3.4 Reflektans renk tayini

Bu amagla, reflektans spektrofotometresi (Minolta CM-3600d, Osaka, Japonya)
kullanilmistir. Nar ve c¢ilek sularinin renklerinin 6l¢iimiinde CIE L*a*b* sistemi
kullanilarak L*, a* ve b* degerleri belirlenmistir. Daha sonra a* ve b* degerlerinden,
C* (chroma, renk yogunlugu) ve h° (hue, renk tonu) degerleri asagida verilen 3.1 ve 3.2

No'lu esitlikler yardimiyla hesaplanmustir:

C* =(a*2 + b*2)1/2 (3.2)
h° = arctan (b*/a*) (3.2)

Spektrofotometre, beyaz seramik plakaya karsi her kullanimdan once standardize

edilmistir. Renk Sl¢iimiinde, 1 cm tabaka kalinlig1 olan 10 mL hacimdeki quartz kiivet
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kullanilmistir. Isik kaynagi olarak CIE tarafindan belirlenen C isiticisindan (Illuminant

C) yararlanilmistir.

Orneklerin reflektans renk degerlerinin (L*,a* b*,C* ve h) aritmetik ortalama ve
standart sapma degerlerinin hesaplanmasinda, “Minolta CM-S100w SpectraMagic NX”
1.22 versiyonu bilgisayar programi kullanilmistir. Renk o6l¢iimleri 6rneklerin
maksimum dalga boyundaki absorbans degerleri 1.000+0.05’e¢ ayarlandiktan sonra
yapilmigtir. Bu amacgla meyve suyu ornekleri, 0.025 M potasyum kloriir tampon

cozeltisi (pH 1.0) kullanilarak seyreltilmis ve analiz ger¢eklestirilmistir.

CIE L*a*b* sisteminde L* degeri aydinlik derecesi (lightness) olarak tanimlanmakta ve
bu deger 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasinda degismektedir. CIE a* degeri, 0 ile 60
arasinda degismekte olup, pozitif a* degerleri kirmizi, negatif a* degerleri ise, yesil
rengi gostermektedir. CIE b* degerleri de, 0 ile 60 arasinda degigmekte; pozitif b*
degerleri sar1, negatif b* degerleri ise, mavi rengi gostermektedir. a* ve b* degerlerinin
0 olmasi, cismin renksiz (akromatik) oldugunu gostermektedir. CIE C* (kroma,
chroma) degeri, renk doygunlugu veya renk yogunlugu (saturation) ile ilgili bir nitelik
olup 0 ile 60 arasinda degismekte ve renk diizleminin merkezinde 0 (mat, dull) ve
merkezden uzaklastik¢a parlak (vivid) tonlar artmaktadir. h® (hue) degeri ise, renk tonu
veya renkle ilgili bir nitelik olup 0°-360° arasinda degismekte; 0° ve 360° kirmizi, 90°

sar1, 180° yesil ve 270° mavi olarak degerlendirilmektedir.

3.2.4 Kimyasal analizler

3.2.4.1 Titrasyon asitligi

Titrasyon asitligi, pH ile izlenerek yiirtitiilen elektrometrik titrasyonla saptanmis olup,
analizde IFU (1968) tarafindan onerilen islemler uygulanmistir. Bu amagcla, pH tayini
icin hazirlanmig olan nar ve cilek sulart ayarli 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile ve pH metre
yardimiyla, pH 8.1'e ulagincaya kadar titre edilmistir. Nar ve ¢ilek suyu orneklerinin

In

titrasyon asitligi, susuz sitrik asit cinsinden "g 100 mL ™" olarak hesaplanmistir.
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3.2.4.2 Toplam monomerik ACN tayini

Bu amagla, Fuleki ve Francis (1968) tarafindan onerilen, Giusti ve Wrolstad (2001)
tarafindan gelistirilen pH diferansiyel metodu kullanilmistir. Bu metodun ilkesi,
monomerik ACN’lerin pH 1.0’da renkli oksonium formunun, pH 4.5’de ise, renksiz
hemiketal formunun egemen olmasina dayanmaktadir. Buna gore, ortam pH 1.0 ve 4.5
oldugu zaman o6lgiilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan ACN konsantrasyonu ile
orantili bulunmaktadir. Nar ve ¢ilek sular1 seyreltilmeden analizde kullanilmistir.
Durultulmamis meyve sular1 10 000 x g’de 10 dak. siireyle santrifiij edilip, bulaniklik

olusturacak tortularindan ayrilmistir.

Nar ve ¢ilek suyu 6rnekleri, potasyum kloriir tampon ¢ozeltisi (pH 1.0) ile seyreltilerek,
absorbans degerleri 1.0 civarina getirilmistir. Boylece analizler bircok
spektrofotometrenin dogrusal smir1 olan 1.2 absorbans degerinin (Ozkan vd. 2010)
altinda yiiriitilmiistiir. Potasyum kloriir ¢ozeltisi (pH 1.0) ile belirlenen bu seyreltme
orani, hem potasyum kloriir ve hem de sodyum asetat tampon ¢ozeltisi (pH 4.5) ile
uygulanmis ve elde edilen seyreltikler, 15 dak. siireyle denge olusmasi i¢in kendi
halinde birakilmiglardir. Bekleme siiresi sonunda, seyreltikler 0.45 pm goézenek
capindaki PVDF (polyvinylidene fluoride) filtreden (Sartarious AG, Goettingen,
Almanya) filtre edildikten sonra, Orneklerin absorbans degerleri, 6rnek ve sahidin
(damitik su) ayni anda koyulabildigi ¢ift huzmeli (double-beam) spektrofotometre
(ThermoScientific Evolution 201, Cambridge, Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir.
Absorbans 6l¢timleri, damitik suya karsi, nar ACN’lerinin Avis-maks dalga boyu olan 515
nm ile ¢ilek ACN’lerinin Avis-maks dalga boyu olan 499 nm’de ayrica diisiik diizeydeki
bulanikligin belirlenmesi i¢in 700 nm’de 1 cm tabaka kalinhigindaki tek kullanimlik
kiivetlerde (Brand Gmbh, Postfach, Wertheim, Almanya) yapilmistir. Monomerik ACN
miktari, nar suyunda baskin bulunan siyanidin-3-glukozid (Gil vd. 2000) ve g¢ilek
suyunda baskin bulunan pelargonidin-3-glukozid (Lopes da Silva vd. 2007) cinsinden

asagida verilen 3.3 No'lu esitlige gore hesaplanmustir.
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(A) (MW) (Sf) 1000
Monomerik ACN miktar1 (mg/L) = (3.3)

(e) (L)

Burada:
A : Absorbans farki (pH 1.0 ve 4.5 degerlerinde 6l¢iilen absorbans farki),
MW : Baz olarak alinacak ACN’in® molekiil agirlig1 (g/mol),
St : Seyreltme faktorii,
& : Molar absorpsiyon katsay1s1® (L cm™* mol™?),

L : Spektrofotometre kiivetinin tabaka kalinligi (cm).

@ Siyanidin-3-glukozidin molekiil agirhign MW=449.2 g/mol ve pelargonidin-3
glukozidin molekiil agirhigt MW=433.2 g/mol,

@ Siyanidin-3-glukozidin molar absorbans degeri € =26 900 L cm™ mol™ ve
pelargonidin-3 glukozidin molar absorbans degeri € =22 400 L cm™ mol*
alinarak hesaplama yapilmistir (Giusti ve Wrolstad 2001).

3.2.4.3 ACN dagiliminin HPLC yontemiyle belirlenmesi

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

asamalar asagida aciklanmustir.

Saflastirma

Nar suyu Orneklerinden, seker ve organik asit gibi unsurlarin uzaklastirilmasi amaciyla
saflagtirma islemi uygulanmistir. Bu amacla Skrede vd. (2000) tarafindan Onerilen
yontem uygulanmistir. Saflagtirma isleminin ilk asamasinda C-18 Sep-Pak
kolonlarindaki (Waters Co.) dolgu maddesinin (sorbentin, 100 mg) ACN’lerle
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 HCI igeren) gecirilmistir. Ekstraksiyona

27



hazir hale getirilen kolona, saflastirilacak bileseni i¢eren nar suyu 6rneginden 1 mL ve
cilek suyu 6rneginden 0.5 mL yiiklenmis ve daha sonra 5 mL asitlendirilmis suyla eliie
edilmistir. Boylece bu eliisyon ile organik asitler, sekerler ve suda ¢oziiniir nitelikteki
diger bilesikler gibi analizi interfere eden bilesikler uzaklastirilirken, ACN’ler ve diger
polifenolik bilesikler kolon iizerinde sorbente baglanmistir. Esdiize bir saflastirma

islemi icin saflagtirma diizeneginden (manifold) (Waters Co.) yararlanilmistir.

C-18 Sep-Pak kolonu, N2 gazi akiminda tutularak kalintinin kurumasi saglanmuistir.
Daha sonra 2 mL asitlendirilmis MeOH (%0.01 HCI igeren) ile yikanarak ACN’leri
iceren ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen ACN fraksiyonu bir evaporasyon tiipiine
alinmig ve azot evaporatoriinde (Caliper, TurboVap, Hopkinton, MA, A.B.D) 35°C'de
asitlendirilmis MeOH, N gazi altinda kurutulmustur. Daha sonra evaporasyon
tipiindeki kalinti iizerine 2 mL asitlendirilmis su eklenerek kalint1 yeniden
¢oziindiiriilmistiir. ACN’leri iceren bu ¢ozelti 0.45 um gozenek capli PVDF filtreden
(Sartarious AG) filtre edilerek, HPLC'nin oto-6rnekleme (auto-sampler) finitesinde
kullanilan amber renkli 2 mL'lik cam siselere (vial) alinmis ve bekletilmeden HPLC'ye

enjekte edilmistir.

Tanimlama ve Hesaplama

ACN’lerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasinda “yiiksek performanslt sivi
kromatografi” cihazindan (HPLC, Agilent 1200 serisi, Waldbronn, Almanya)
yararlanilmistir. 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 firmindan
(thermostatted column compartment) olusmaktadir. Elde edilen kromatogramlar

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

Kromatografi kosullart
e Kolon : Ters faz (reverse phase) Cis kolonu (250 x 4.6 mm, 5 pm) (Phenomenex
Inc., Los Angeles, CA, A.B.D.)
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Cizelge 3.1 HPLC ile ACN’ler i¢in uygulanan eliisyon profili

Koruyucu kolon: Cig koruyucu kolonu (4 x 3 mm, 5 pm) (Phenomenex Inc.)

Akis hizi : 1 mL dak.™?
Eliisyon siiresi : 20 dak.
Enjeksiyon hacmi : 50 uL
Dalga boyu : 520 nm

Hareketli faz (mobile phase) : Asetonitril (%100) (A) ile O-fosforik asit-asetik

asit:asetonitril:su (1:10:5:84; v/v/v/v) (B) karigimi. Gradiyent akis s6z konusu

olup, Skrede vd. (2000) tarafindan Onerilen eliisyon profili tarafimizdan

modifiye edilerek uygulanmistir (Cizelge 3.1).

Siire (dak.) %A %B
0 1 99
10 12 88
20 22 78
25 22 78
30 1 99

Kromatogramlarda elde edilen ACN pikleri, standart maddelerin gelis siiresi (retention

time) ve PDA dedektoriinde elde edilen UV spektrumlariin karsilastirilmasiyla

tanimlanmustir. Ornekteki ACN’lerin miktari; "siyanidin 3-O-glukozit, pelargonidin 3-
O-glukozit, siyanidin 3,5-O-diglukozit, delfinidin 3-O-glukozit, delfinidin 3,5-O-

diglukozit ve pelargonidin 3,5-O-diglukozit" standart maddelerinin her biri igin

olusturulan 5 veriye dayali olarak hazirlanmig standart egrilerden hesaplanmastir.

3.2.4.4 Recovery (geri kazanim) testi

ACN’lerin analiz siirecindeki kayip diizeylerini belirlemek i¢in recovery (geri kazanim)

testi ylritiilmistir. Bu amacla Yemis vd. (2010) tarafindan Onerilen yontem

uygulanmistir. Recovery deneyinden once, deneyin yapilacagi nar ve c¢ilek suyu
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orneginde, her bir ACN bileseninin miktar1t HPLC ile ayr1 ayr1 belirlenmistir. Orijinal
ornekteki ACN miktart goz Oniine alinarak, saflastirma igin ayni kitleden alinmig nar
suyu tzerine, nar suyunda bulunan basat ACN olan cy-3,5-diglu standart
cozeltilerinden; ¢ilek suyu tizerine ise ¢ilek suyunda basat ACN olan pg-3-glu standart
¢ozeltilerinden "Aragtirma Bulgular1 ve Tartisma" boliimiinde belirtilen miktarlarda
ilave edilmistir. Bdylece recovery deneyinin, analizin baslangic asamasit olan

saflagtirma iglemini kapsamasi da saglanmaistir.

Bu test i¢in, 2 mL Ornek lizerine, 6rnekteki ACN miktar1 kadar ACN standart ¢ozeltisi
eklenerek iyice karistirtlmistir. Daha sonra “3.2.4.3 ACN dagiliminin HPLC yontemiyle
belirlenmesi” bolimiinde anlatildigr sekilde ekstraksiyon ve saflastirma islemleri
yapilmis ve elde edilen ekstraktlar 0.45 um goézenek g¢apindaki PVDF filtrelerden
(Sartarious AG) filtre edildikten sonra HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen
kromatogramlarda olusan pik alanlari integre edilerek hesaplama yapilmistir. Saptanmig
standart madde miktarlarindan yararlanilarak asagida verilen 3.4 ve 3.5 No’lu esitlikler
yardimiyla "recovery" ve "tekrarlanabilirlik" (reproducibility, varyasyon katsayisi)

degerleri hesaplanmustir.

Az — A1
Recovery (%) = — (100) (3.4)
As

Burada:
A1 : Standart eklenmemis materyaldeki bilesen miktari,
A : Standart eklenmis materyaldeki bilesen miktari,
A3 : Eklenen standart miktari.

3.2.4.5 ACN parcalanma o6l¢iitlerinin belirlenmesi

Giusti ve Wrolstad (2001) tarafindan onerilen yontem kullanilarak; ACN’lerin

nn

parcalanma Olciitleri olarak kabul edilen "renk yogunlugu," "polimerik renk" ve

"polimerik renk orani1" gibi ii¢ nitelik belirlenmistir.
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Toplam monomerik ACN miktari tayininde 0.025 M potasyum kloriir tampon ¢ozeltisi
(pH 1.0) kullanilarak uygun bir seyreltme orani saptanmisti. Bu seyreltme oranina gore,
nar ve ¢ilek suyu ornekleri bu defa damitik suyla seyreltilmis ve bdylece ortamin,
materyalin dogal pH derecesinde kalmasi saglanmistir. Orneklere herhangi bir ilave
seyreltme yapilmamistir. Ortamdaki bulaniklik yapan unsurlari uzaklastirmak i¢in, tim
ornekler 0.45 pum goézenek capli PVDF filtrelerden (Sartarious AG) filtre edilmistir.
Analiz 6ncesinde bu filtrasyona ilaveten, durultulmamis nar suyu 6rnegine 10 000 X
g’de 10 dak. siireyle santrifiij islemi uygulanarak, bulaniklik olusturacak tortulardan
ayrimistir.

Iki ayr1 1 cm tabaka kalinligindaki tek kullanimhik spektrofotometre kiivetinin (Brand
Gmbh) her birine bu seyreltikten 2.8 mL alinip, kiivetlerden birindeki seyreltik tizerine
0.2 mL bisiilfit (%20; w/v, K2S20s5) c¢ozeltisi eklenerek, oOrnekteki monomerik
ACN’lerin renksiz "siilfonik asit kompleksi" olusturmasi saglanmigtir. Buna karsin,
"polimerik ACN-tanen" kompleksleri ve "melanoidin" pigmentleri ise, bisiilfite karsi
direng gostererek renklerini korumuslardir. Bu esmer renkli pigmentlerin ortamdaki

konsantrasyonu arttik¢a, 420 nm'de okunan absorbans degerleri ylikselmektedir.

Diger kiivete ise, bisiilfit ¢ozeltisi yerine 0.2 mL damitik su eklenerek her iki kiivet 15
dak. stireyle denge olusumu icin kendi haline birakilmislardir. Bu siire sonunda, her iki
kiivetteki cozeltilerin absorbans degerleri 420 nm, Avis-maks (nar suyu i¢in 515 nm, ¢ilek
suyu icin 499 nm) ve 700 nm dalga boylarinda dl¢iilmiistiir. Ol¢iimler damitik suya

nn

kars1 yapilmistir. Olgiim sonuglari asagida belirtildigi gibi "renk yogunlugu," "polimerik

renk" ve "polimerik renk orani" olarak degerlendirilmistir.

Renk yogunlugu

Bu deger, "bisiilfit uygulanmamis kiivette bulunan 6rnegin, Avis-maks Ve 420 nm dalga
boylarindaki absorbanslari toplam1" olarak tanimlanmaktadir. Asagida verilen 3.5 No'lu

esitlige gore hesaplanmistir (Guisti ve Wrolstad 2001):
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Renk yogunlugu = [(Axvis-maks — A700nm) + (A420 nm— A700nm)] X St (3.5)

Burada:

St : seyreltme faktorii

Polimerik renk

Bu deger, "bisiilfit uygulanmig kiivette bulunan ornegin, Avismaks V€ 420 nm dalga
boylarindaki absorbanslari toplam1" olarak tanimlanmaktadir. Asagida verilen 3.6 No'lu

esitlige gore hesaplanmistir (Guisti ve Wrolstad 2001):

Polimerik renk = [(Auyis-maks — A700nm) + (A420 nm— A700nm)] X St (3.6)

Polimerik renk orani

Polimerik renk orani; polimerik rengin, renk yogunluguna orant olarak
tanimlanmaktadir. Hicbir islem gérmemis taze meyve ve sebze sularinda bu oranin
genellikle %10'un altinda oldugu bildirilmektedir (Guisti ve Wrolstad 2001). Bu deger
arttikca, monomerik ACN’lerin par¢alandig1 ve esmer renkli pigmentlerin arttig1, kisaca
dogal rengin bozuldugu anlasilir. Bu deger, asagida verilen 3.7 No'lu esitlige gore

hesaplanmistir (Guisti ve Wrolstad 2001):

Polimerik renk
Polimerik renk orani (%) = (100) (3.7)
Renk yogunlugu

3.2.4.6 Toplam polifenollerin tayini

Singleton ve Rossi (1965) tarafindan Onerilen Folin-Ciocalteu yoOntemine gore

yapilmistir. Bu yoOntem, polifenollerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu ayiracini
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indirgeyerek kendilerinin oksitlenmis forma doniistiigii bir redoks reaksiyonuna ve bu
reaksiyon sonucunda indirgenmis ayracin olusturdugu mavi rengin spektrofotometrede
720 nm dalga boyunda sahide karsi okunmasina dayanmaktadir. Ornekte dlgiilecek
absorbans degerinin gallik asit cinsinden esdegeri olan polifenol miktari, gallik asit ile
hazirlanan standart egrinin denkleminden hesaplanmistir. Toplam polifenol miktari, nar

ve ¢ilek sularinda, “mg gallik asit/L. meyve suyu” cinsinden belirlenmistir.

Nar ve ¢ilek sulari, fazla miktarda polifenol icermeleri nedeniyle seyreltilerek analize
hazirlanmistir. Bu amagla, 1 mL Ornek 5 mL’lik 6l¢li balonunda damitik su ile
seyreltilmigtir. 100 mL’lik 6l¢ti balonuna konulan 75 mL damitik su lizerine 1 mL
seyreltilmis nar suyu eklenmistir. Daha sonra, balon igerigi ilizerine 5 mL Folin-
Ciocalteu ayraci eklenerek balon iyice ¢alkalanmistir. Balon igerigi 3 dak. kendi haline
birakildiktan sonra, tizerine 10 mL doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20; w/v)
eklenip balon, damitik su ile hacme tamamlanmis ve bir kez daha iyice ¢alkalanmistir.
Balon igerigi kendi halinde 60 dak. bekletildikten sonra spektrofotometrede ayni sekilde
hazirlanmis ancak igerisine nar suyu yerine, bu defa ayni1 hacimde damitik su eklenmis
sahide kars1 720 nm’de absorbansi saptanmistir. Absorbans Slgiimleri, 1 cm tabaka

kalinligindaki tek kullanimlik kiivetlerde (Brand Gmbh) yapilmustir.

Orneklerin polifenol igerigi gallik asit kullanilarak hazirlanan standart egriden
hesaplanmistir. Bu amagla 100 mg gallik asit 100 mL damitik suda ¢oziindiiriilerek
1000 mg L' konsantrasyonda gallik asit stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok
¢Ozeltiden 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ve 8.0 mL alinarak her biri 10 mL’lik 6l¢li balonlarina
aktarilmis, balonlar damitik su ile ¢izgisine tamamlanmistir. Bu sekilde sirasiyla 100,
200, 400, 600 ve 800 mg gallik asit L™* konsantrasyonlarda ¢dzeltiler elde edilmistir. Bu
cozeltiler ile 1000 mg L* konsantrasyonda hazirlanan stok ¢ozeltiye nar ve cilek suyu
orneklerine uygulanan analiz asamalar1 uygulanmis ve yine 720 nm dalga boyunda bu 6
¢ozeltinin absorbans degerleri saptanmistir. Bu absorbans degerleri gallik asit
konsantrasyonlarina karsi bir grafige aktarilmis ve elde edilen verilere dogrusal
regresyon analizi uygulanarak gallik asit standart egrisi elde edilmis ve bu egriyi
tamimlayan esitlige ulasiimigtir. Orneklerin absorbans degerlerinin gallik asit cinsinden

esdegeri olan polifenol miktarlari, standart egriyi tanimlayan esitlik yardimiyla
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bulunmustur. Regresyon esitliginden bulunan konsantrasyon degerleri, seyreltme

oranlari ile ¢arpilarak drneklerdeki toplam polifenol miktarlar1 hesaplanmaistir.

3.2.4.7 Antioksidan aktivite tayini

Bu amagla, Miller ve Rice-Evans (1997) ile Arts vd. (2001) tarafindan 6nerilen yontem
kullanilmistir. Bu yontem, ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) ve
potasyum persiilfat arasinda gergeklesen reaksiyon sonucu mavi/yesil renkli ABTS**
radikal katyonunun olusmasi ve bu katyon tarafindan tutulan antioksidatif maddelerin
miktariin sentetik bir antioksidan olan Troloks'un (suda ¢6ziinen E vitamini analogu)
standart miktarlariyla kiyaslanarak bagil 6l¢iimiinii saglamaktadir. Olgiimler, mavi/yesil
renkli stabil bir bilesik olan ABTS** radikalinin kaybolusunun spektrofotometrik olarak

belirlenmesiyle yapilmistir.

Antioksidan aktivite tayini analizinde oncelikle 2.45 mM potasyum persiilfat iceren 7
mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zelti, 20°C’ye ayarli bir inkiibatorde
(Sanyo MIR 253, Gunma, Japonya) 12-16 h arasinda bekletilerek, ABTS™" radikal
¢ozeltinin olusmasi saglanmistir. Daha sonra bu radikal ¢ozeltisinin, Orneklerin ve
troloks standardinin seyreltilmesinde kullanilacak olan PBS (fosfat tamponu; Phosphate
Buffer Saline) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu amagla, oncelikle 0.1 M fosfat tamponu
hazirlanmis ve iizerine 8.77 g NaCl eklenerek 1 L’ye damitik suyla tamamlanmigstir.
Boylece pH’s1 7.4 olan PBS ¢ozeltisi elde edilmistir. Daha sonrasinda nar ve c¢ilek
sularinda antioksidan aktivite diizeyinin belirlenmesi i¢in gerekli olan troloks standart
standart egrisi hazirlanmis ve standart egrinin olusturulmasinda analizde elde edilen
verilere, dogrusal regresyon analizi uygulanarak troloks egrisini tanimlayan esitlik (y =
4.1548x + 2.142, R%*=0.9968) belirlenmistir. Bu esitlik yardimiyla nar ve ¢ilek

sularinin antioksidan aktivite diizeyi hesaplanmstir.

Analize baglamadan 6nce nar ve ¢ilek sular1 seyreltilmistir. Bu amagla nar suyundan 0.4
mL alinarak 50 mL hacme PBS ile tamamlanmis ve ¢ilek suyundan 0.5 mL alinarak 25

mL hacme PBS ile tamamlanmustir. Orneklerin absorbans degerleri, 6rnek ve sahidin
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(PBS) ayn1 anda konulabildigi ¢ift huzmeli (double beam) spektrofotometre kullanilarak
belirlenmistir. Absorbans Olglimleri 734 nm’de 2 mL hacimde 1 cm 151k yolu
uzunlugunda tek kullanimlik mikro kiivetlerde (Brand Gmbh) yapilmistir. Ayrica
ABTS"" radikal ¢ozeltisi PBS ¢ozeltisi ile 734 nm’de absorbans degeri 0.700+0.02
olacak sekilde seyreltilmistir. Seyreltilmis ABTS"" radikal ¢ozeltisinden 990 pL mikro
kiivete alinmig, PBS c¢ozeltisine karst okuma yapmak iizere spektrofotometreye
yerlestirilmis ve baslangi¢ absorbans degeri belirlenmistir. Mikro kiivet igindeki radikal
¢oOzeltisi iizerine 6rnekten 10 pL eklenir eklenmez kronometre calistirilmistir. 6 dak.
boyunca, her bir dakikada absorbans Ol¢imii yapilarak sonuglar kaydedilmistir. Nar
suyu orneklerinde bulunan antioksidan bilesiklerin, radikal ¢ozeltisinin rengini gittikce
acmasiyla, 6 dakikalik siiregte absorbans degerleri zamana bagl olarak diigmiistiir. 6.
dak. sonunda saptanmis olan absorbans degeri esas alinarak, baslangic degerine gore

yiizde azalma orani (inhibisyon orani) hesaplanmuistir.

. Baslangic absorbans degeri — Son absorbans degeri
Inhibisyon orani (%) = (100) (3.8)
Baslangic absorbans degeri

10 uL 6rnek alinarak yapilan bu islemler en az 3 kez tekrarlanmig ve inhibisyon oranlari
hesaplanarak bunlarin ortalamasi alinmigtir. Daha sonra, 6rnek hacmi degistirilerek 20
uL (980 uL ABTS' radikal ¢ozeltisi tizerine) ve 30 uL (970 uL ABTS™ radikal
cozeltisi lizerine) hacimlerde ayni islemler tekrarlanmistir. Elde edilen ortalama yiizde
inhibisyon degerleri 6rnek hacimlerine (10, 20 ve 30 uL) kars1 bir grafige aktarilmisg ve
bu verilere dogrusal regresyon analizi uygulanarak ornege iliskin egriye ve bu egriyi

tanimlayan esitlige ulasilmistir.

Sonuglar TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; troloks esdeger antioksidan
kapasitesi) degeri olarak ifade edilmistir. Bu deger, Ornege ait ylizde inhibisyon
egrisinin egiminin, troloks standart egrisinin eg§imine oranlanmasiyla elde edilmistir.
Elde edilen egim degeri, seyreltme faktorii ile de carpilarak Orneklerin antioksidan

aktiviteleri belirlenmistir.
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3.2.4.8 Askorbik asit dagilimimnin HPLC yontemiyle belirlenmesi

Askorbik asit kompozisyonu, HPLC yoOntemiyle iki asamadan (saflastirma ile
tanimlama ve hesaplama) olusan bir uygulama sonunda belirlenmis olup, bu asamalar

asagida aciklanmistir.

Saflastirma

Saflagtirma isleminin ilk asamasinda, C-18 Sep-Pak kartuglari (Waters Co.), dnce 5 mL
etil asetat ile, daha sonra 5 mL metanol ile (%0.01 HCI icerecek sekilde asitlendirilmis)
ve nihayet 2 mL %0.01 HCI igerecek sekilde asitlendirilmis su ile aktive edilmistir.
Ekstraksiyona hazir hale getirilen kartusa, 1 mL ¢ilek suyu yiiklenerek, 2 mL
asitlendirilmis su ile eliie edilmis ve %0.01 HCI igerecek sekilde asitlendirilmis su ile 5
mL hacme tamamlanmistir. Eliisyon islemi ile organik asitler (askorbik asidin de i¢inde
oldugu), sekerler ve suda ¢oziiniir diger bilesikler eliie edilirken, ACN’ler ve diger
polifenoller, kartus lizerinde sorbente baglanmistir. Boylece, organik asit dagiliminin
belirlenmesinde kullanilan dalga boyunda interferans yapan polifenollerin, 6rnekten
uzaklastirilmasi saglanmistir. Elde edilen ekstraktlar, 0.45 um tek kullanimlik PVDF
filtrelerden (Sartarious AG) filtre edildikten sonra HPLC cihazina enjekte edilmistir.

Tanimlama ve hesaplama

Askorbik asidin tanimlanma ve hesaplanmasinda; “3.2.4.3 ACN dagiliminin HPLC
yontemiyle belirlenmesi” baslig1 altinda 6zellikleri verilen HPLC cihazindan (Agilent

1200 serisi) yararlanilmistir.

Kromatografi kosullart
e Kolon : Ters faz (reverse phase) Cis kolonu (250 x 4.6 mm, 5 pm) (Phenomenex
Inc.)

¢ Eliisyon siiresi : 70 dak.

36



e Dalga boyu : 210 nm

e Enjeksiyon hacmi : 100 uL

e Mobil faz : 0.005 N H2SO4 ¢ozeltisi (pH’s1 2.75’¢ ayarlanmis). Eliisyon profili
asagidaki gibi uygulanmistir (Cizelge 3.2). Daood vd. (1994) tarafindan 6nerilen

metod tarafimizdan modifiye edilerek uygulanmstir.

Cizelge 3.2 HPLC ile askorbik asit i¢in uygulanan eliisyon profili

Siire (dak.) %B Akis hizi (mL/dak.)
0 100 0.5
15 100 0.5
20 100 1.5
55 100 1.7
70 100 1.7

Standart egrinin olusturulmasinda, analizlerde elde edilen verilere, dogrusal regresyon
analizi uygulanmis ve bu egriyi tanimlayan esitlik belirlenmistir. Bu esitlik yardimi ile

cilek sularinda bulunan askorbik asit miktarlar1 hesaplanmistir.

3.2.5 istatistik degerlendirme

Nar ve cilek sularinin sicak durultma yontemiyle durultulmasinin briks, pH, titrasyon
asitligi, toplam monomerik ACN miktari, polimerik renk olusumu, toplam polifenol
miktar1 ve antioksidan aktivite lizerine etkilerini belirlemek i¢in nar ve ¢ilek sularinin
durultulmast sonucunda elde edilen veriler iki tekerriirlii faktoriyel diizende varyans
analiz teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Varyans analizi sonucuna gore, gerekli
oldugu durumda, Duncan ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak faktorlerin hangi
seviyeleri arasindaki farklihgin énemli oldugu arastirilmistir. Istatistik analizler icin

"Minitab for Windows (ver. 15.1)" ve "MSTAT" paket programlar1 kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Nar ve Cilek Sularinin Durultulmasi

4.1.1 Nar suyunun durultulmasi

Daha 6ncede deginildigi {lizere, nar sularma depektinizayon islemi uygulanmamustir.
Nar sular1 pektin igermemesine karsin, polifenol igerigi yiiksek olan bir meyve suyudur.
Yapilan caligmalarda bu polifenollerin nar sularinda, zamanla tortu olusumuna neden
oldugu, ayn1 zamanda nar sularina buruk bir tat kazandirdig1 ve bu yiizden nar sularinin
durultulmast gerektigi belirtilmektedir (Cemeroglu 1977). Nitekim Turfan vd. (2012)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada nar suyuna 2 g/L jelatin eklenerek 5°C’de
gerceklestirilen soguk durultma islemi ile miikemmel berraklikta nar suyu elde
edilebilecegi belirlenmistir. Calismamizda da sicak durultma yonteminin soguk
durultma yontemi ile kiyaslanmasi amaciyla nar suyu, ilk 6nce soguk durultma
(+4°C’de 18 h) yontemi ile durultulmustur. Soguk durultma islemi sirasinda nar sularina
0.2 g, 0.4 g ve 0.6 g/L miktarlarinda 3 ayr1 dozda jelatin igerecek sekilde jelatin ¢ozeltisi
eklenmistir. Daha sonra ornekler kaba filtrasyona tabi tutulmus ve bulaniklik diizeyleri

ile monomerik ACN miktarlar1 belirlenmis ve sonuglar ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Nar sularina (250 mL) uygulanan jelatin ile soguk durultma sonuglari

Jelatin konsantrasyonu Bulaniklik diizeyi Toplam monomerik
(g/L) (NTU) ACN miktari
(mg/L)*
Durultulmamais >4000.0 188.0
0.2 41.6 1745
0.4 28.7 169.5
0.6 25.1 168.8

*: pH diferansiyel metoduyla tayin edilen toplam monomerik ACN miktar1

Soguk durultma isleminden sonra nar suyu sicak durultma yontemiyle durultulmus olup,
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bu durultma yardimcit maddelerinin en uygun dozlart belirlenirken nar sularinin hem
bulanikligindaki hem de ACN igerigindeki degisim g6z Oniine alinmistir. Sicak
durultma islemi uygulanacak meyve sularinda durultma yardimc1 maddelerinin eklenme
siras1 Once bentonit, sonrasinda jelatin ve kizelsol olarak onerilmektedir (Cemeroglu ve
Karadeniz 2009). Bu yiizden nar sularinin durultulmasinda, dncelikle uygun bentonit

dozu belirlenmistir.

Narlarin preslenmesinden hemen sonra alinan nar ham suyuna yukarida belirtilen ilkeler
dogrultusunda durultma denemeleri uygulanarak gerekli bentonit miktar1 belirlenmistir.
Her bir durultma denemesinde 250 mL meyve suyu kullanilmis olup, durultma "3.2.1
Nar suyunun durultulmasi" bagligi altinda belirtildigi gibi, 50°C’ye getirilmis nar
suyuna uygulanmistir. Bu amagla; nar sularina 0.1 g, 0.2 g, 0.4 g, 0.6 g, 0.8 g, 1.0 g ve
1.2 g/L miktarlarinda 7 ayr1 dozda bentonit igerecek miktarlarda %10’luk (w/v) bentonit
cozeltisi eklenmis ve 50°C’de 30 dak. siireyle bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler kaba
filtrasyona tabi tutularak bulaniklik diizeyleri ile monomerik ACN miktarlar

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, gizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2 Nar sularina (250 mL) uygulanan bentonit durultma sonuglari

Bentonit konsantrasyonu Bulaniklik diizeyi Toplam monomerik
(g/L) (NTU) ACN miktari
(mg/L)*

Durultulmamis >4000 188.0
0.1 109 183.1
0.2 93 182.8
0.4 107 179.3
0.6 108 179.4
0.8 110 1711
1.0 99 176.4
1.2 120 175.0

*: Toplam monomerik ACN miktari, siyanidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmustir.
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Bu denemelerden elde edilen verilere gore, nar suyuna 0.2 g/L bentonit uygulanmasiyla
en digilk NTU degerine, yani maksimum berrakliga ulasildigr belirlenmistir. Ayrica nar
sularmin ACN igeriginde, 0.2 g/ bentonit dozunun diger dozlara gore daha az
azalmaya neden oldugu da goriilmektedir. Bentonit ile gergeklestirilen durultma
denemelerinden sonra 0.2 g/L bentonit uygulanmis nar suyuna %]1’lik (w/v) jelatin
cozeltisinden farkli miktarlarda eklenmis ve jelatin i¢in durultma denemeleri

yapilmistir. Jelatin denemelerine iliskin sonuglar, ¢izelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Nar sularina (250 mL) uygulanan jelatin durultma sonuglari

Jelatin konsantrasyonu Bulaniklik diizeyi Toplam monomerik
(g/L) (NTU) ACN miktari
(mg/L)*
Durultulmamis >4000 188.0
0.05 162 185.7
0.1 226 181.6
0.2 293 179.4
0.3 232 176.0
0.4 347 172.9
0.5 241 169.4
0.6 228 170.5

*: Toplam monomerik ACN miktari, siyanidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmustir.

Elde edilen sonuglar; 0.2 g/L bentonit eklenmis nar sularinda, gerek en diisiik bulaniklik
diizeyine gerekse de ACN igeriginde en az azalmaya, 0.05 g/L ve 0.1 g/L jelatin
uygulanmalariyla ulasildigini gdstermistir. Bu sonuglar dogrultusunda son olarak,
bentonit uygulanmis nar suyuna bu iki jelatin dozu ile %15°lik (v/v) kizelsol
cozeltisinden farkli miktarlarda eklenerek jelatin ve kizelsol i¢in durultma denemeleri
yapilmigtir. Jelatin ve kizelsol durultma uygulamalarina iligkin sonugclar, ¢izelge 4.4°de

verilmistir.
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Cizelge 4.4 Nar sularma (250 mL) uygulanan jelatin ve kizelsol durultma sonuglari

Jelatin Kizelsol Bulaniklik diizeyi Toplam monomerik
konsantrasyonu konsantrasyonu (NTU) ACN miktari
(g/L) (mL/L) (mg/L)*
Durultulmamis - >4000 188.0
0.05 0.16 120 183.8
0.05 0.40 119 182.1
0.05 0.80 101 179.8
0.1 0.16 141 176.0
0.1 0.40 159 177.3
0.1 0.80 133 178.4

*: Toplam monomerik ACN miktari, siyanidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmustir.

Bu denemelerden alinan sonuglara gore ise; maksimum berrakliga, 0.2 g/L bentonit
(%10’luk), 0.05 g/L jelatin (%!1°lik) ve 0.8 mL/L kizelsol (%15’lik) uygulanmasiyla
ulagildigr saptanmistir. Boylece durultma yardimci maddelerinin en uygun dozlari
belirlenmis olup, bundan sonraki asamada durultma islemiyle nar sularinin basta renk
ve ACN igerigindeki degisim olmak {izere kimyasal kompozisyonlarinda meydana

gelen degisim incelenmistir.

4.1.2 Cilek suyunun durultulmasi

Cilek, pektin igeren bir meyve (Yu ve Love 1996, Baker 1997) oldugu icin, ¢ilek
suyunda Oncelikle durultma isleminin ilk asamasi olan depektinizasyon denemeleri
yapitlmistir. Yapilan denemelerde depektinizasyon sonrasinda meyve suyunda iistte
olusan tortu nedeniyle bulaniklik belirlenememis ve dolayisiyla uygun enzim dozu
saptanamamustir. Bu yiizden depektinizasyondan 6nce ¢ilek sular tiilbent bezinden kaba
bir filtrasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra ¢ilek sularina ticari enzim preparati

“Pectinex Ultra Color’dan (Novozymes A/S, Danimarka) farkli miktarlarda eklenerek
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50°C’de 2 h siireyle bekletilmistir. Alkol testi ile depektinizasyon igleminin tamamlanip
tamamlanmadigi izlenmeye ¢alisilmig ve 6rnekler kaba filtrasyon kagidindan gegirilerek
bulaniklik diizeyleri tlirbidimetrede ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar cizelge 4.5°de

verilmistir.

Cizelge 4.5 Cilek sularina (250 mL) uygulanan depektinizasyon sonuglari

Enzim konsantrasyonu Bulaniklik diizeyi Toplam monomerik
(mL/L) (NTU) ACN miktari
(mg/L)*
Durultulmamis 231 305.2
0.2 23 268.7
0.4 23 268.9
0.8 22 270.9
1.6 18 267.6

*: Toplam monomerik ACN miktari, pelargonidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmustir.

Cizelge 4.5’de de goriildiigii gibi, farkli konsantrasyonlarda enzim ilavesiyle cilek
sularinda benzer bulaniklik degerleri elde edilmistir. Ayrica artan enzim dozu ile birlikte
cilek sularinin monomerik ACN miktarlarinda meydana gelen azalmalar arasindaki
farkin ¢ok fazla olmadigi da goriilmistiir. Depektinizasyon isleminin ardindan
berraklastirma asamasina gecilerek belirlenen enzim dozu uygulanan g¢ilek suyuna
%]10’luk (w/v) bentonit ¢ozeltisinden farkli miktarlarda eklenerek bentonit igin
durultma denemeleri yapilmistir. Bentonit denemelerine iliskin sonuglar ¢izelge 4.6’da

verilmistir.

Bu denemeden alinan sonuglara gore, ¢ilek suyuna 0.4 g/L bentonit uygulanmasiyla en

diisiik bulaniklik diizeyine, yani maksimum berrakliga ulasildigi saptanmistir. Daha
sonra 0.4 g/L bentonit uygulanmis nar suyuna %1°lik (w/v) jelatin ¢ozeltisinden farkl
miktarlarda eklenerek jelatin i¢in durultma denemeleri yapilmis ve elde edilen sonuglar

cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.6 Cilek sularina (250 mL) uygulanan bentonit durultma sonuglari

Bentonit konsantrasyonu Bulaniklik diizeyi Toplam monomerik
(g/L) (NTU) ACN miktar
(mg/L)*
Durultulmamis 231.0 305.2
0.2 20.6 266.2
0.4 9.5 260.1
0.6 14.4 260.3
0.8 10.4 263.6

*: Toplam monomerik ACN miktari, pelargonidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmustir.

Cizelge 4.7 Cilek sularina (250 mL) uygulanan jelatin durultma sonuglari

Jelatin konsantrasyonu Bulaniklik diizeyi Toplam monomerik
(g/L) (NTU) ACN miktari
(mg/L)*
Durultulmamis 231 305.2
0.01 70 259.5
0.03 170 255.1
0.05 284 258.7
0.07 435 256.5

*: Toplam monomerik ACN miktari, pelargonidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmustir.

Cizelge 4.7°de de goriildiigii gibi, 0.4 g/L bentonit uygulanmis ¢ilek suyuna farkli
dozlarda eklenen jelatin, ¢ilek suyunda bulanikligi artirmistir. Bu yiizden daha sonraki
asamada bentonitin yani sira jelatin ile birlikte meyve suyundaki kalinti jelatinin
giderilmesine yardimci olabilecegi diisiincesiyle kizelsol de kullanilmis olup, bulaniklik

ve ACN icerigindeki degisim gozlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi, 0.4 g/L bentonit uygulanmis ¢ilek suyuna jelatin ve
kizelsoliin eklenmesi ile ¢ilek suyunun bulaniklik degeri ¢ok fazla artis gdstermistir. Bu

yiizden c¢ilek sularinin durultulmasinda depektinizasyon isleminin ardindan sadece
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bentonit (0.4 g/L) uygulanmasiyla en iyi berraklikta ¢ilek suyu elde edilebildigi
belirlenmistir. Boylece ¢ilek suyunun durultulmasinda en uygun durultma yardimci
maddesi ve miktar1 belirlenmis olup, bundan sonraki asamada durultma islemiyle ¢ilek
suyunun basta renk ve ACN igerigindeki degisim olmak iizere kimyasal

kompozisyonunda meydana gelen degisim incelenmistir.

Cizelge 4.8 Cilek sularina (250 mL) uygulanan jelatin ve kizelsol durultma sonuglari

Jelatin Kizelsol Bulaniklik diizeyi Toplam monomerik
konsantrasyonu konsantrasyonu (NTU) ACN miktari
(g/L) (mL/L) (mg/L)*
Durultulmamis - 231 305.2
0.01 1.6 72 252.2
0.01 3.2 79 253.4
0.01 4.8 102 255.1

*: Toplam monomerik ACN miktari, pelargonidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmistir.

4.2 Nar ve Cilek Sularimin Bazi Analitik Ozellikleri Uzerine Durultma Isleminin
Etkisi

Durultulma 6ncesi ve sonrasinda nar ve ¢ilek sularinda pH, briks ve titrasyon asitligi
gibi bazi nitelikler belirlenmis ve sonuglar ¢izelge 4.9°da verilmistir. Cizelge 4.9°da
gorildiigii iizere, durultma isleminin elde edilen nar ve ¢ilek sularinin pH ve titrasyon

asitligi tizerine 6nemli bir etkisi olmamistir (p>0.01).

Meyve sularmin briks degerlerine bakildiginda ise, sicak durultma iglemi uygulanmasi

ile nar suyunun briksinde %]1.4, ¢ilek suyunun briksinde %2.6 oraninda ¢ok sinirl
diizeyde azalma meydana geldigi goriilmiistiir. Yapilan varyans analizi (EK 1, Cizelge
1-2) ve Duncan coklu karsilastirma testi sonuglar1 (EK 1, Cizelge 3) da bu azalmay1
dogrulamistir (p<0.05). Benzer sekilde Chatterjee vd. (2004) tarafindan gergeklestirilen
bir ¢alismada da bentonit ve jelatin kullanilarak durultulmus elma, {izim ve portakal
suyunda bentonit kullanilmasi ile briks degerlerinde sirasiyla %2.4, 3.1, 4.3 oraninda;

jelatin kullanilmasi ile %3.5, 3.4 ve 6.3 oraninda azalma belirlenmistir. Ayrica Fang vd.
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(2007), nar ve g¢ilek sulart gibi yiiksek ACN igerigine sahip olan “bayberry” suyunun
bentonit/jelatin kombinasyonuyla durultulmasi sonucunda, meyve suyu briksinde %10

azalma meydana geldigini tespit etmislerdir.

Cizelge 4.9 Durultma isleminin nar ve ¢ilek sularinin briks, pH ve titrasyon asitligi
degerlerine etkisi®

Titrasyon asitligi*

Meyve suyu Briks (%) pH (¢/100 mL)
Nar suyu
Durultulmamis 14.40+0.01A 3.27+0.01 0.46+0.01
Soguk durultma sonrasi 13.57+0.00C 3.28+0.01 0.43+0.01
Sicak durultma sonrasi 14.30+0.00B 3.28+0.00 0.44+0.00
Cilek suyu
Durultulmamis 8.87+0.00A 3.49+0.01 0.22+0.00
Sicak durultma sonrasi 8.64+0.01B 3.50+0.01 0.21+0.00

*: Degerler, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
*: Susuz sitrik asit cinsinden
A-C: Ayn siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Bilindigi gibi, meyve sularinin briks derecesi; meyve sularinda bulunan seker ve
organik asit miktarina baglidir. Benzer sekilde, cilegin kalite ozellikleri arasindaki
iliskinin incelendigi ¢alismada da, cileklerin briks dereceleri ile toplam seker miktari
arasinda giiclii (r = 0.82), asit miktar1 ile orta diizeyde (r = 0.53) bir korelasyon
saptanmigtir (Giindiiz ve Ozdemir, 2012). Nar ve cilek sularmin titrasyon asitligi
tizerine durultma isleminin onemli bir etkisinin olmamasi nedeniyle, durultma
sonrasinda briks derecesinde meydana gelen sinirli azalmanin organik asitlerden ziyade
seker miktarindaki azalmadan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Daha 6nce de belirtildigi
gibi, bu calismada uygulanan sicak durultma isleminde bentonit ve kizelsol yaninda
jelatin kullanilmistir. Protein yapisindaki jelatin ile dogal ve oksitlenmis formdaki mono
ve disakkaritler arasinda ¢apraz bag olusumu onceki caligmalarda ortaya konulmustur
(Cortesi vd. 1998). Durultma sirasinda olusan flokla birlikte, jelatinle seker arasinda
olusan bu bag nedeniyle, bir miktar sekerin meyve suyundan uzaklastig

diistiniilmektedir.
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4.3 Nar ve Cilek Sularmmin ACN Iiceriklerinin HPLC Yéntemi ile Belirlenmesinde
Kullanilan Standart Egriler

Meyve sularinda HPLC yontemi ile ACN miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilmasi
amaciyla nar sulart i¢in delfinidin-3,5-diglukozit (Dp), siyanidin-3,5-diglukozit (Cy),
delfinidin-3-glukozit, pelargonidin-3,5-diglukozit (Pg) ve siyanidin-3-glukozit standart
egrileri; ¢ilek sular1 i¢in pelargonidin-3-glukozit ve siyanidin-3-glukozit standart
egrileri hazirlanmis ve bu egriler sirasiyla sekil 4.1-4.7’de verilmistir. Standart egrilerin
olusturulmasinda, analizlerde elde edilen verilere dogrusal regresyon analizi uygulanmis
ve bu egrileri tanimlayan esitlikler belirlenmistir. Bu esitlikler yardimi ile nar ve ¢ilek

sularinda bulunan her bir ACN’in miktar1 hesaplanmistir.

v=106,080x- 140,353 R-=0,999

Alan (mAU)
&

0 1o 20 30 40 50 60 70 80

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.1 Delfinidin-3,5-diglukozit standart egrisi
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Sekil 4.2 Siyanidin-3,5-diglukozit standart egrisi
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Sekil 4.4 Pelargonidin-3,5-diglukozit standart egrisi
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Sekil 4.5 Siyanidin-3-glukozit standart egrisi (Nar suyundaki antosiyanin miktarinin
hesaplanmasinda kullanilmustir)
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y=8,372x+ 4,042 R-=0,985
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Sekil 4.7 Siyanidin-3-glukozit standart egrisi (Cilek suyundaki antosiyanin miktarinin
hesaplanmasinda kullanilmistir)

4.4 Nar ve Cilek Sularinin ACN i¢erikleri Uzerine Durultma Isleminin Etkisi

4.4.1 Nar Sularimin ACN i¢erikleri Uzerine Durultma isleminin Etkisi

Bentonit, jelatin ve kizelsol ile gergeklestirilen sicak durultma isleminin nar suyu
ACN’leri lzerine etkisini saptamak tiizere nar suyundaki ACN miktari, durultma
isleminden Once ve sonra belirlenmistir. Ayrica sicak ve soguk durultma islemleri
sirasinda ACN degisiminin kiyaslanmasi amaciyla soguk durultma ile durultulan nar

suyunun ACN igerigi de belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.10°de verilmistir.

Cizelge 4.10 Durultma iglemenin nar sularimin toplam monomerik ACN miktarlar
tizerine etkisi*

Meyve suyu Toplam monomerik ACN miktari1 (mg/L)*
Durultulmamis 188.0+2.47 A
Soguk durultma sonrast 169.6£1.82 B
Sicak durultma sonrasi 179.8+4.16 A

*: Degerler, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
*: Toplam monomerik ACN miktar1, Siyanidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmugtir.
A-B: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.05).

Nar sularinin  ACN miktarlar1 i¢in yapilan varyans analizi ve Duncan c¢oklu

karsilastirma testi sonuglar1 (EK 1, Cizelge 4-5), soguk durultma isleminin ACN
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miktarinda 6nemli diizeyde azalmaya yol a¢gmasina (p<0.05) ragmen, sicak durultma

isleminin ACN miktarinda 6nemli bir azalmaya yol agmadigini gostermistir (p>0.05).

Elde edilen verilere gore, 0.4 g/L jelatin kullanilarak yapilan soguk durultma isleminden
sonra nar suyunun ACN miktarinda %9.8 oraninda azalma meydana geldigi
belirlenmistir. Benzer sekilde laboratuarimizda gergeklestirilen diger bir ¢alismada da,
nar sulari; jelatin, kazein, albiimin, ksantan gam ve kitosan kullanilarak soguk durultma
yontemi ile durultulmus ve bu durultma yardimci maddelerinin nar suyunun ACN
igerigine etkisi arastinnlmistir (Erkan-Kog¢ 2013). Sonug olarak, soguk durultma
islemiyle 0.375 g/L jelatinin %19.4 oraninda ACN kaybina neden oldugu goriilmiistiir.
ACN miktarinda meydana gelen bu kayip, jelatinin polifenollerle flok olusturup nar
suyundan ¢okerek uzaklagmasi sirasinda ACN’leri de beraberinde siiriiklemesi ile
iliskilendirilmistir (Alper vd. 2005, Turfan vd. 2011).

Ayrica, nar suyunun jelatinle durultulmasina iliskin literatiirde yer alan diger ¢calismalar
incelendiginde durultmada kullanilan jelatin miktarinin artmasiyla meyve suyundaki
ACN Kkaybmin da arttifi goriilmektedir. Ornegin nar suyunun sofuk durultma
yontemiyle durultuldugu bir calismada, durultulmada kullanilan jelatinin miktarina
(0.5-2.5 g/L) bagh olarak toplam monomerik ACN miktarinda %5.6-6.2 diizeyinde
azalma belirlenmistir (Vardin ve Fenercioglu 2003). Aymi sekilde Turfan vd. (2011)
tarafindan yapilan arastirmada nar sulari, 0.4 g/L (danelerin preslenmesi) ve 1 g/L (tiim
meyvenin preslenmesi) jelatin kullanarak 5°C’de durultulmus, durultma sonrasinda
sirasiyla %4.1 ve 19 oraninda ACN kaybi oldugu belirlenmistir. Goriildiigi gibi,
yapilan c¢aligmalarda durultmada kullanilan jelatin miktarmna bagli olarak meyve
suyundaki ACN kaybi da farklilik gostermektedir. Bu farklilik, gerek kullanilan
jelatinin kimyasal 6zelliklerinin farkli olmasindan gerekse de meyve suyuna islenen nar
cesitlerinin farkli olmasindan kaynaklanabilmektedir. Ayn1 zamanda, ayni ¢esit narlarin
kimyasal kompozisyonunun; yetistirme bolgesine, iklime, olgunluga ve depolamaya

bagl olarak degismesi de meyve suyundaki ACN kaybini etkileyen bir diger faktordiir.
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Sicak durultma sonrasinda ise; nar suyunun ACN igeriginde %4.4 oraninda azalma
meydana gelmis olsa da, bu farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir

(p>0.05).

Durultma igsleminin ACN’ler {izerine etkisini incelemek amaciyla, nar sularmin toplam
monomerik ACN miktarlarinin belirlenmesinin yan1 sira HPLC ile de toplam ACN
icerikleri belirlenmistir. HPLC ile toplam ACN miktari, materyale ait kromatogramdaki
her bir ACN pikinin alaninin hesaplanmasindan sonra, siyanidin-3-glukozit pikine ait
standart egri esas alinmak suretiyle miktar belirlenmis ve bunlarin toplami "toplam
ACN" olarak verilmistir. Her iki yontemle de elde edilen veriler, gizelge 4.11°de
verilmistir. Toplam ACN miktarlarmin  "siyanidin  3-O-glukozit” cinsinden
hesaplanmas1 nedeniyle, spektrofotometrik ve HPLC yontemleri arasinda kiyaslama

yapilmasi da miimkiin olmustur.

Cizelge 4.11 Durultma uygulanmis ve uygulanmamis nar sularinin toplam ACN igerikleri*

Toplam ACN miktar1 (mg/L)*

Meyve suyu Spektrofotometrik HPLC

Durultulmamis 188.0+2.47A 204.7+3.31A
Soguk durultma sonrasi 169.6+1.82B 173.3£3.03B
Sicak durultma sonrast 179.8+4.16A 162.2+6.25B

*. Degerler, aritmetik ortalama=tstandart hata olarak verilmistir.
*: Toplam monomerik ACN miktarlari, siyanidin-3-glukozit cinsinden hesaplanmistir.
A-B: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Spektrofotometrik yontem ve HPLC ile elde edilen sonuglar kiyaslandiginda, genellikle
birbirine yakin sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Benzer sekilde, Turfan vd. (2011)
tarafindan yapilan c¢alismada da, nar sularinda spektrofotometrik ve HPLC
yontemleriyle belirlenen ACN miktarlarinin birbirine yakin oldugu belirlenmistir. Bu
sonuclarin aksine; “elderberry” meyvesinde (Lee ve Finn 2007) ve “raspberry” suyunda
(Dossett 2007) HPLC yontemiyle belirlenen ACN miktarinin  spektrofotometrik
yontemle belirlenenden yaklasik 2.0-2.3 kat daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
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Oldukc¢a duyarli olan bu iki yontemle belirlenen toplam ACN miktarindaki farklilik,
kullanilan dalga boyu ve standardlar arasindaki farkliliktan kaynaklanabilmektedir.
Nitekim, genel olarak spektrofotometre ile ACN miktar1 belirlenecegi zaman, drnekteki
ACN’lerin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda o6l¢iim yapilirken, HPLC ile
ACN analizi genel olarak maksimum dalga boyu dikkate alinmaksizin 520 nm’de
yapilmaktadir. Ayrica spektrofotometrik ve HPLC yontemlerinde farkli ¢oziiciilerin
kullanilmasimin etkisiyle ACN’lerin spektral karakteristiklerinde de farkliliklar
goriilebilmekte ve bunun sonucunda her iki yontemle belirlenen ACN miktarlar1 da
farkli olabilmektedir (Lee vd. 2008). Bunun disinda bilindigi gibi, meyve suyunun
durultma iglemi sirasinda ACN’ler pargalanmakta ve meyve suyunda polimerik pigment
olusumu gozlenmektedir. Bu olusan polimerik pigmentler de ACN miktarinin
spektrofotometrik olarak belirlenmesinde, absorbansin oldugundan daha yiiksek
okunmasina neden olabilmektedir. HPLC ydnteminde ise, bu pigmentler, HPLC
kolonuna tutunacagindan belirlenecek ACN miktarina etki etmemekte ve dolayisiyla
spektrofotometrik olarak belirlenen ACN miktari, HPLC yontemiyle belirlenenden fazla
¢cikmaktadir.

Nar sularmmin toplam ACN igeriklerinin belirlenmesinin yani sira HPLC ile ACN
dagilimlar1 da belirlenmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.8’de verilen
kromatogramlarda gosterilmistir. Nar sularinda 5 farkli ACN piki tespit edilmistir.
Kromatogramlarda 1, 2, 3, 4 ve 5 olarak gosterilmis olan pikler sirasiyla; Dp-3,5-diglu,

Cy-3,5-diglu, Dp-3-glu, Pg-3,5- diglu ve Cy-3-glu olarak tanimlanmustir.

Calismamizda kullanilan Hicaznar ¢esidinden elde edilen nar sularinda basat ACN’in
Cy-3,5-diglu oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde Hicaznar ¢esidinden elde edilen
nar suyu ACN’leri lizerine yapilan diger bir ¢alismada da, c¢alismamizla paralel olarak
basat ACN’in Cy-3,5-diglu oldugu belirlenmistir (Turfan vd. 2011). Bunun disinda
Hasnaoui vd. 2011 tarafindan 30 farkli Tunus nar ¢esidiyle (Gabsi, Tounsi, Zehri vs.) ve
Varasteh vd. 2012 tarafindan Rabbab-e-Neyriz nar ¢esidiyle yiiriitiilen ¢alismalarda da
basat ACN’in Cy-3,5-diglu oldugu belirlenmistir. Buna karsin, yapilan bir diger
calismada Wonderful ¢esidinden elde edilen nar suyundaki basat ACN’in Cy-3-glu (Gil
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vd. 2000) ve Assaria ¢esidinden elde edilen nar suyundaki basat ACN’in Dp-3,5-diglu
(Miguel vd. 2004) oldugu bulunmustur. iran nar gesitleri iizerine yapilan bir calismada,
8 farkli nar ¢esidinden elde edilen meyve sularinda basat ACN’lerin; Dp-3,5-diglu, Cy-
3,5-diglu ve Pg-3,5-diglu oldugu ortaya konmustur (Mousavinejad vd. 2009).
Hernandez vd. (1999) ise, yiiriittiikleri ¢aligmada narlarin olgunlagsma déneminde Dp-
3,5-diglu’in basat ACN oldugunu, ancak meyve olgunlastiktan sonra Cy-3-glu ile Cy
3,5-diglu’in basat ACN olarak Dp-3,5-diglu’in yerini aldigin1 belirlemislerdir. Bu
caligmalar, nar suyundaki ACN’lerin, ¢eside ve olgunluk diizeyine gore degistigini

gostermektedir.
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Sekil 4.8 Nar sularindaki ACN’lerin HPLC kromatogramlari

A-1: Durultulmamis
B-1: Durultulmus (Soguk durultma)
C-1: Durultulmus (Sicak durultma)
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Cizelge 4.12 Nar sularinda durultma isleminden 6nce ve sonra belirlenen ACN’lerin miktarlar

ACN miktarlar1 (mg/L)
Dp-3,5- Cy-3,5- Dp-3- Pg-3,5- Cy-3-
Meyve suyu diglu diglu glu diglu glu
Durultulmamis 66.1 75.6 24.1 7.6 48.1
Soguk durultma sonrasi 56.1 66.4 18.2 6.4 39.4
Sicak durultma sonrasi 52.4 57.7 19.0 5.2 40.2

Calismamizda materyal olarak kullanilan Hicaznar ¢esidinden elde edilen nar suyundaki
ACN’lerin yaklasik %34’tinli Cy-3,5-diglu’in, %30’unu Dp-3,5-diglu’in, %21’ini Cy-
3-glu’in, %10’unu Dp-3-glu’in ve %3’linii Pg-3-glu’in olusturdugu saptanmistir. Mena
vd. (2011) tarafindan HPLC teknigi kullanilarak yapilan bir ¢alismada ise, Ispanya’da
yetistirilen "Mollar" nar ¢esidinden elde edilen nar sularindaki ACN’lerin %32.8’ini
Dp-3,5-diglu’in, %24.4’linti Cy-3,5-diglu’in, %1.6’s1n1 Pg-3,5-diglu’in, %12.6’s1n1 Dp-
3-glu’in, %42.9’unu Cy-3-glu’in ve %7.8’ini Pg-3-glu’in olusturdugu belirlenmistir.

“Mollar” ¢esidi narlardan elde edilen nar sularindaki ACN miktarlarinin belirlendigi
baska bir ¢aligmada da, nar sularindaki ACN’lerin %39.2’sini Cy-3-glu’in ve %36.8’ini
Cy-3,5-diglu’in olusturdugu ve bunu azalan sirayla Pg-3-glu, Dp-3,5-diglu, Dp-3-glu ve
Pg-3,5-diglu’in izledigi saptanmistir (Marti vd. 2001). Ayrica laboratuarimizda
gerceklestirilen bir ¢alismada, Hicaznar g¢esidinden elde edilen nar suyundaki ACN
oranlari; %43 Cy-3,5-diglu, %23 Dp-3,5-diglu, %21 Cy-3-glu, %5.4 Dp-3-glu, %5.1
Pg-3-glu ve %2.9 da Pg-3,5-diglu olarak belirlenmistir (Erkan—Kog 2013).

Calismamizda elde edilen sonuglara gére soguk durultma iglemiyle nar suyundaki Cy-
3,5-diglu miktarinda %12, Cyn-3-glu miktarinda %18, Dp-3,5-diglu miktarinda %15,
Dp-3-glu miktarinda %25 ve Pg-3,5-diglu miktarinda %16’lik bir azalma gozlenmistir.
Bu sonuglar, monoglukozit yapida olan ACN’lerin diglukozit yapida olanlara kiyasla
uygulanan durultma isleminden daha ¢ok etkilendigini gostermistir. Nitekim, ACN’lere
baglanan seker sayisinin artmasi, ACN’lerin stabilitesini artirmaktadir. Daha 6nceki

caligmalarda elde edilen sonuglar da c¢alismamizla paralellik gostermektedir
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(Alighourchi ve Barzegar 2009, Kim vd. 2010, Turfan vd. 2012). Monoglukozit
yapidaki ACN’lerle diglukozit yapidaki ACN’lerin stabiliteleri arasindaki bu farklilik,
ACN’lerin yapisinda bulunan seker molekiillerinin ACN’lerin pargalanmasini
Onlemesiyle agiklanmaktadir. Ciinkii ACN’lerin parcalanmasi sirasinda yapidan ilk
ayrilan molekiil seker molekiilidiir. Seker molekiiliin ardindan ise flavilium
katyonundaki A ve B halkalar1 birbirinden ayrilmakta ve fenolik asit (A) ile aldehite (B)
kadar parcalanma gerceklesmektedir (Fleschhut vd. 2006, Sadilova vd. 2007). Iste
yapisinda tek seker bulunan ACN’lerde, sekerin yapidan ayrilmasi ile geriye ACN’e
gore cok daha diisiik stabiliteye sahip olan “antosiyanidin” kalmaktadir. Oysa ki,
diglukozit yapilarda, sekerlerden biri yapidan ayrilsa dahi, diger seker hala
antosiyanidinle bagli oldugu i¢in monoglukozidik ACN yapist korunmaktadir. Ancak,
ikinci seker de yapidan uzaklastiginda geriye monoglukozitlerde oldugu gibi

“antosiyanidin” kalmakta ve stabilite 6nemli diizeyde diismektedir.

Icerdikleri antosiyanidin yapisi dikkate alinarak, ACN’lerin stabilitesi incelendiginde
ise, delfinindin tiirevli ACN’lerin stabilitelerinin pelargonidin ve siyanidin tiirevli
ACN’lerinkine gore daha diisiik oldugu belirlenmistir (Hernandez 1999, Marti vd. 2001,
Turfan vd. 2012). Bunun; delfinidinin yapisindaki hidroksil gruplari sayisinin (2
hidroksil grubu icermektedir) pelargonidin (hi¢ hidroksil grubu igermemektedir) ve
siyanidine (bir hidroksil ve bir hidrojen grubu icermektedir) gore fazla olmasindan
kaynaklandig1 diislinilmektedir (Fleschhut vd. 2006). Ciinkii B halkasina baglanan
hidroksil veya metoksil gruplar, antosiyanidinlerin stabilitesini biiylik oranda
etkilemekte olup, genel olarak hidroksilasyon derecesi arttikca antosiyanidinlerin

stabilitesi de azalmaktadir (Brouillard 1982, Castaneda—Ovando vd. 2009).

Sicak durultma sonuglart incelendiginde ise, durultma islemiyle nar suyundaki Cy-3,5-
diglu’in %24, Cyn-3-glu’in %17, Dp-3,5-diglu ve Dp-3-glu’in %21, Pg-3,5-diglu’in
%32 oraninda azaldig1 gozlenmistir. Bilindigi gibi sicaklik; ACN’lerin degradasyonu
tizerine son derece etkili bir faktordiir. Literatiirde ACN’lerin sicaklikla pargalandigin
gosteren pek ¢ok calisma yer almaktadir. Nitekim, farkli sicakliklarda depolanan c¢ilek

recellerinde ACN’lerin pargalanmasini inceleyen Garcia—Viguera vd. (1999), cilek
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recellerinde 20°C’ de 5 aylik depolama sonunda toplam ACN igeriginde % 93.3—
96.3’liikk bir kayip oldugunu, buna karsin 37°C’ de ise yalnizca 33 giinlik depolama
sonunda ACN igeriginde % 91.4-95.5” lik bir kayip oldugunu tespit etmislerdir.

4.4.2 Cilek Sularimin ACN icerikleri Uzerine Durultma Isleminin Etkisi

Durultmanin ACN f{izerine etkisini saptamak {iizere, ¢ilek sularinda ACN miktarlari,
durultma isleminden 6nce, depektinizasyon ve durultma isleminden sonra belirlenmistir.
Cilek sularinda, belirtilen asamalarda yapilan toplam monomerik ACN miktarlarina

iliskin sonuglar ¢izelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13 Durultma islemenin ¢ilek sularmin toplam monomerik ACN miktarlar
lizerine etkisi*

Meyve suyu Toplam monomerik ACN miktar1
(mg/L)*
Durultulmamis 305.2+6.56 A

Stcak durultma uygulanmag
Depektinizasyon sonrasi 268.7+£3.73 B
Durultma sonrasi 260.1£5.46 B

*: Degerler, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
*: Toplam monomerik ACN miktarlari, pelargonidin-3-glukozit cinsinden hesaplanmustir.
A-B: Ayn siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.05).

Cilek sularinin ACN miktarlart i¢in yapilan varyans analizi ve Duncan c¢oklu
karsilastirma testi sonuglart (EK 1, Cizelge 6-7), durultulmamis ornek ile
depektinizasyon sonrasi ve durultma sonrasi elde edilen 6rnekler arasinda goriilen farkin
tesadiifi olmadigini, durultma isleminin ¢ilek suyu ACN miktarinda 6nemli diizeyde

azalmaya yol actigini gostermistir (p<0.05).

Elde edilen verilere gore, ¢ilek suyunun toplam monomerik antosiyanin igeriginde

depektinizasyon igsleminden sonra %12 ve durultma isleminden sonra %14.8 oraninda
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azalma oldugu saptanmistir. Calismamizda bulunan sonucun aksine, Versari vd. (1997)
tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, depektinizasyon iglemiyle (45°C’de 2 h) cilek
suyunun antosiyanin igeriginde onemli bir azalma saptanmamistir. Bu c¢aligmalardan
elde edilen sonuclar gostermistir ki, depektinizasyon isleminde kullanilan enzimin
gosterdigi aktiviteye bagli olarak, depektinizasyon isleminin antosiyanin miktari izerine
etkisi farklilik gostermektedir. Wightman ve Wrolstad (1996) tarafindan gergeklestirilen
calismada da, bogiirtlen suyunun antosiyanin igerigi iizerine depektinizasyonda
kullanilan farkli enzimlerin farkli etki gosterdigi ve kullanilan 23 enzim preparatindan
birinin (Bicellulase TRI) meyve suyunda bulunan Cy-3-glu miktarini1 yaklagik %39
oraninda azaltti§i saptanmistir. Meyve sularinin antosiyanin igeriginde enzim
uygulamasiyla meydana gelen bu degisimlerin enzimin B-glukozidaz aktivitesiyle
iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Wightman ve Wrolstad 1996, Versari vd. 1997,
Wightman vd. 1997). Bilindigi gibi, B-glukozidaz, B-galaktozidaz ve a-arabinozidaz
enzimleri antosiyaninleri; antosiyanidin ve sekerlere pargcalamakta ve olusan
antosiyanidinlerin stabilitesi antosiyaninlere gore ¢ok daha diisiik oldugu icin kisa
siirede antosiyanidinlerden renksiz bilesikler olugsmaktadir. Mayse maserasyonunda ya
da depektinizasyon asamasinda kullanilan enzim preparatlarinin bu o6zellige sahip
enzimleri de igermesi, antosiyaninlerce zengin iiriinlerde goz oniine alinmasi gereken

onemli bir husustur.

Calismamizdakine benzer sekilde, Klopotek vd. (2005) tarafindan gergeklestirilen
aragtirmada da cilek suyu iiretiminde, durultma yardimci maddesi olarak bentonit,
jelatin ve kizelsol kullanilmis olup, calisma sonucunda durultma isleminin ardindan
cilek suyunun ACN igeriginin %12 oraninda azaldigi belirlenmistir. Baska bir
caligmada ise, “bayberry” suyu 0.1 mL/kg enzim ve 0.2 g/L jelatin ve 0.2 g/L bentonit
kullanilarak durultulmus ve meyve suyunun ACN igeriginin yaklasik %5—10 oraninda
azaldig1 gorilmiistiir (Fang vd. 2006b). ACN iceriginde meydana gelen bu diisiis,
durultma islemi sirasinda olusan floklarla beraber ACN’lerin de siiriiklenerek meyve

suyundan uzaklagmasiyla iligkilendirilmistir.

Sicak durultma sonrasinda cilek suyu ACN’lerinde meydana gelen azalma nar

sularindaki ile kiyaslandiginda %10 daha fazladir. Cilek ACN’lerinin stabilitelerinin
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diger ACN’lerden daha diisiik olmasinin en biiyiikk nedeni c¢ilegin onemli diizeyde
askorbik asit icermesidir. Nitekim Lundahl vd. (1989) ve Ozkan vd. (2002), ¢ilekteki
askorbik asit miktarinin ¢ok yiiksek oldugunu (285-943 g/kg meyve), hem oldukga
reaktif Ozellikteki askorbik asidin hem de askorbik asidin pargalanma iirlinleri olan
dehidro-L-askorbik asit ile H202’nin ¢ilek ACN’lerinin pargalanmasini hizlandirdigin
belirtmektedirler. Ayrica ortamdaki metal iyonlar1 da (demir ve bakir) askorbik asidin
parcalanmasini  hizlandirmakta olup, ACN’lerin parcalanmasini tetiklemektedirler

(Meschter 1953, Abers 1978).

Durultma isleminin ACN’ler iizerine etkilerini incelemek amaciyla, ¢ilek sularinin
toplam monomerik ACN miktarlarinin belirlenmesinin yan1 sira HPLC ile de toplam
ACN igerikleri belirlenmistir. Her iki yontemle de elde edilen veriler, ¢izelge 4.14°de

verilmistir.

Cizelge 4.14 Durultma uygulanmis ve uygulanmamus ¢ilek sulariin toplam ACN igerikleri*

Toplam ACN miktar1 (mg/L)*

Meyve suyu Spektrofotometrik HPLC
Durultulmamis 305.2+6.60A 352.5+1.18A
Sicak durultma sonrasi 260.1+5.46B 306.3+1.36B

*: Degerler, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
*: Toplam monomerik ACN miktarlari, pelargonidin-3-glukozit cinsinden hesaplanmuistir.
A-B: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Spektrofotometrik yontem ve HPLC ile elde edilen sonuglar kiyaslandiginda, nar
sularinda oldugu gibi ¢ilek sularinda da genellikle birbirine yakin sonuglar elde edildigi

belirlenmistir.

Durultma oOncesinde ve durultma sonrasinda elde edilen ¢ilek sularinin ACN
kompozisyonlari, sekil 4.9’da verilen kromatogramlarda gosterilmistir. Cilek sularinda
3 farkli ACN piki tespit edilmistir. Kromatogramlarda 1, 2 ve 3 olarak gosterilmis olan
pikler sirasiyla; Cy-3-glu, Pg-3-glu ve Pg-3-rut olarak tanimlanmistir. Pg-3-rut standardi

caligmamiz sirasinda saglanamadigi icin, bu ACN’e ait oldugu diisiiniilen 3 No’lu pikin
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tanimlanmasinda Lopes da Silva vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismadaki gelis zamani
dikkate almmustir. Nar ve ¢ilek suyunda saptanan ACN’lere ait kromatogramlar
incelendiginde, ¢ilek sularindaki ACN’lerin neden nar sularindaki ACN’lerden daha az
stabil olduklar1 kolaylikla anlasilmaktadir. Cilekte bulunan ACN’lerin tamami
monoglukozit yapida iken, nar sularininkinin sadece %43’i monoglukozit yapidadir.
Daha 6nce de belirtildigi gibi, diglukozit ACN’ler monoglukozitlerden daha stabillerdir.
Benzer sekilde, Wu vd. (2006) de cilekte bulunan ACN’lerin %93’{linlin monoglukozit
yapida, %8’inin ise diglukozit yapida oldugunu tespit etmislerdir.
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Sekil 4.9 Cilek sularindaki ACN’lerin HPLC kromatogramlari

A-1: Durultulmamus,
B-1: Durultulmus (Sicak durultma)

Calismamizda kullanilan ¢ilek sularinda basat ACN’in Pg-3-glu oldugu ve cilek

sularindaki ACN oranlarmin ise sirastyla, Cy-3-glu (%32), Pg-3-glu (%52) ve Pg-3-rut
(%17) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15 Cilek sularinda durultma isleminden 6nce ve sonra belirlenen ACN’lerin miktarlar

ACN miktarlar1 (mg/L)
Meyve suyu Cy-3-glu Pg-3-glu Pg-3-rut*
Durultulmamis 178.9 284.2 88.7
Sicak durultma sonrasi 144.7 245.5 83.6

*: Toplam monomerik ACN miktarlari, pelargonidin-3-glukozit cinsinden hesaplanmustir.

Calismamizda elde edilen verilerle paralel olarak Versari vd. (1997) tarafindan g¢ilek
suyu ACN’leri lizerine yapilan bir ¢alismada da basat ACN’in Pg-3-glu oldugu ve diger
ACN’lerin de Cy-3-glu ve Pg-3-rut oldugu ortaya konulmustur. Bununla birlikte, ACN
miktarlarinda farklilik saptanmis ve bu arastiricilarin inceledikleri ¢ilek suyundaki ACN
oranlari, Cy-3-glu (%6), Pg-3-glu (%84) ve Pg-3-rut (%10) olarak saptanmistir. Benzer
bir arastirmada da, ¢ilek suyunda Cy-3-glu, Pg-3-glu ve Pg-3-rut oldugu belirlenmis ve
bunlardan %78.7’sinin Pg-3-glu’ten, geriye kalan % 21.3 oranindaki ACN’in de
%17.7’sinin Pg-3-rut’ten, %3.6’sinin Cy-3-glu’ten meydana geldigi ortaya konulmusgtur
(Jakobek vd. 2007). Aaby vd. (2007), ¢ilek meyvesinde en ¢ok bulunan ACN’lerin
%76.1 Pg-3-glu, %12.5 Pg-3-malonilglu, %3.6 Cy-3-glu ve %3.1 Pg-3-rut oldugunu;
Gossinger vd. (2009) ise %75.1-76.8 oraninda Pg-3-glu ve %3.5-4.5 Cy-3-glu
bulundugunu belirtmektedir.

Oszmianski ve Wojdylo (2009), 3 cesit (Elkat, Kent, Senga Sengana) cilekten elde
edilen cilek sularindaki ACN igeriklerini aragtirmis ve {igiinde de basat ACN’in Pg-3-
glu oldugunu belirlemislerdir. Ayrica ayni1 ¢alismada, Pg-3-glu’i azalan sirayla Cy-3-
glu, Pg-3-rut ve Pg-3-malonilglu’in izledigi goriilmiistiir. Yine farkli ¢ilek ¢esitlerinden
elde edilen meyve sularinda gergeklestirilen bir ¢alismada, 7 farkl ¢ilek suyunun ACN
icerikleri, %89-95 Pg-3-glu, %3.9-10.6 Cy-3-glu ve %3.1-3.9 Cy-3-arab olarak tespit
edilmistir (Goiffon vd. 1999). Cilek ACN’leri iizerine yapilan ¢alismalarda, cilekteki
basat anyosiyaninin her zaman Pg-3-glu oldugu, bunu da Cy-3-glu ve Pg-3-rut’in
izledigi saptanmistir. Bununla birlikte, yapilan ¢alismalar, bu ii¢ ACN oranlarinin

cesitten ¢eside degistigini de ortaya koymustur.
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Calismamizda durultma sonrasinda elde edilen ¢ilek suyunun ACN dagilimi
incelendiginde ise; Cy-3-glu miktarinda %19, Pg-3-glu miktarinda %14 ve Pg-3-rut
miktarinda %6°lik bir azalma gozlenmistir. Bu sonuglar, pelargonidin bazli ACN’lerin
sicak durultmaya kars1 daha stabil oldugunu ve antosiyanidine baglanan rutinozidin

glukozite gore stabiliteyi %8 artirdigint gostermistir.

4.5 Recovery (geri kazanim) Testi

Geri kazanim testi nar suyunda basat ACN olan cyn-3,5-diglu ve ¢ilek suyunda basat
ACN olan pg-3-glu standardi kullanilarak belirlenmistir. Geri kazanim testinde elde

edilen degerler, ¢izelge 4.16°da verilmistir.

Cizelge 4.16 Nar ve cilek sularindaki ACN’lerin geri kazanimlar

ACN Ornekteki Eklenen Hesaplanan  Recovery  Recovery
standard1 ACN miktar1 ACN miktart ACN miktari (%) ortalamasi
(mg) (mg) (mg) (%)
Nar suyu
Cy-3,5-diglu 71.7 75.6 133.8 82 931
71.7 75.6 139.1 89
90.7 37.8 126.0 93
90.7 37.8 131.5 108
Cilek suyu
Pg-3-glu 189.7 142.1 291.1 71 69.4
189.7 142.1 285.4 67

Elde edilen veriler, saflastirma isleminden once ornege ilave edilen cyn-3,5-diglu’in
yaklastk  %93’iniin, pg-3-glu’in ise, yaklasik %70’inin geri kazanildigini
gostermektedir. Bu degerler, ACN’lerin analiz siirecindeki kayiplarinin kabul edilebilir

diizeylerde oldugunu gostermektedir.
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4.6 Nar ve Cilek Sularinda Olusan Polimerik Renk Uzerine Durultma isleminin
Etkisi

Nar ve ¢ilek sularinda polimerik renk olusumu, durultma isleminden 6nce ve sonra

belirlenmis olup, sonuglar ¢izelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17 Durultma isleminin nar ve ¢ilek sularinda polimerik renk olusumu iizerine etkisi*

Meyve suyu Renk Polimerik Polimerik renk orani
yogunlugu renk (%)
Nar suyu
Durultulmamis 5.9 2.6 44.1+0.07 B
Soguk durultma sonrasi 5.1 2.4 47.4+0.14 A
Sicak durultma sonrasi 6.0 2.5 40.9+021 C
Cilek suyu
Durultulmamis 4.8 1.0 20.0+0.00
Depektinizasyon sonrasi 4.7 1.0 20.7+0.21
Sicak durultma sonrast 4.7 1.0 21.3+0.28

*: Degerler, aritmetik ortalamaztstandart hata olarak verilmistir.
A-B: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Nar sularmin polimerik renk oranlarina iligkin varyans analizi sonuglar1 (EK 1, Cizelge
8); durultulmamuis, sicak ve soguk durultma uygulanmis nar sularindaki polimerik renk
oranlar1 arasinda gozlenen farkin istatistiki agidan Onemli oldugunu gostermistir
(p<0.05). Hangi orneklerin, polimerik renk olusumlar1 arasindaki farkin istatistiki
olarak o6nemli oldugunu belirlemek tizere Duncan ¢oklu karsilagtirma testi
uygulanmistir (EK 1, Cizelge 9). Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari; soguk
durultma isleminin nar suyunun polimerik renk oraninda onemli diizeyde artisa yol
actigini, sicak durultma isleminin ise nar suyunun polimerik renk oraninda 6nemli
diizeyde azalisa yol acgtigimi gostermistir (p<0.05). Calismamizla paralel olarak,
laboratuarimizda gerceklestirilen baska bir arastirmada da, soguk durultma islemiyle nar
suyunun polimerik renk oraninda artis gozlenmis olup, nar suyunun jelatinle
durultulmas: ile polimerik renk oraninin %21.5’ten %26.4’e ¢iktig1 saptanmigtir
(Erkan—-Kog 2013).
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Bilindigi  gibi, polimerik renk degerleri; ACN’lerin polimerizasyonunun,
par¢alanmasinin ve iiriinde olusan esmer renkli bilesiklerin bir Olciistidiir. Polimerik
renk degerleri; nar suyunda yiiksek miktarda bulunan ACN’ler ile flavan-3-ollerin
(katesin, epikatesin, proantosiyanidin vb.) kondensasyonu sonucunda da artmaktadir.
Soguk durultma isleminde, tek basina kullanilan jelatin meyve suyundaki polifenollere
etki ederek bulaniklik etmeni bu maddeleri meyve suyundan uzaklastirmaktadir. Ancak
daha once de vurgulandigi gibi, jelatin sadece belli molekiil agirligindaki polifenollerle
flok olusturmakta ve bunlar1 meyve suyundan uzaklastirmaktadir. Oyleyse, ortamda
nispeten daha kiiciikk molekiil agirligina sahip fenolikler baskin hale ge¢gmektedir. Bu
nedenle, ornegin kiiglik molekiil agirligina sahip olan katesin ve epikatesinlerin
ACN’lerle reaksiyona girmesi icin ortam daha elverisli hale gelmektedir. Boylece,
soguk durultma islemi sonunda ACN’lerin katesin/epikatesinlerle daha kolay polimerize

oldugu ve polimerik renk degerinde artis meydana geldigi diisiiniilmektedir.

Sicak durultma sonuglar1 incelendiginde ise, beklenenin aksine polimerik renk oraninda
%3.2 oraninda azalis gézlenmistir. Bu durum muhtemelen soguk durultma isleminden
farkli olarak sicak durultma isleminde kullanilan bentonitten kaynaklanmaktadir. Sicak
durultma sirasinda kullanilan bentonitin hem polimerik renk degerinde artisa neden olan
esmer renkli bilesikleri adsorplama 6zelliginin olmas1 hem de esmer renkli pigmentlerin
olusumuna neden olan polifenoloksidazi meyve suyundan uzaklastirmas: nedeniyle
polimerik renk degerinde azalis sagladigi diistiniilmektedir. Nitekim Gomez—Plaza vd.
(2000) tarafindan kirmizi sarabin bentonit (15 g/100 g iiziim) ile durultuldugu bir
calismada, bentonitin hem polifenoloksidaz gibi enzimleri hem de proteinlerle
kompleks olusturmus polifenolleri meyve suyundan uzaklastirdigi belirtilmekte olup,
kirmizi sarabin kontrol orneginde %13 olan polimerik renk oraninin bentonit

kullanilmasi ile %11’e diistiigli goriilmiistiir.

Polimerik renk oraninin, hi¢bir islem gérmemis taze meyve sularinda genellikle %10’un
altinda oldugu bilinmektedir. Calismamizda nar ve ¢ilek ham sularinin polimerik renk
oranlar1 sirastyla %44.1 ve %20 olarak belirlenmistir. Turfan vd. (2012) tarafindan

yiriitiilen bir c¢aligmada nar ham suyunun polimerik renk oran1 %38 olarak

belirlenmistir. Polimerik renk oranin yiiksek olmasi (%10>), meyvelerin islenmeden
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once uygun olmayan kosullarda uzun siire depolandigini ya da uygulanan 1sil iglem ve
uzun siireli depolama sonunda bir yandan ACN’lerin pargalandigini diger yandan da
esmerlesme reaksiyonlar1 sonucunda kahverengi melanoidin pigmentlerinin olustugunu
gostermektedir (Giusti ve Wrolstad 2001, Turfan vd. 2011). Ancak, yapilan ¢aligsmalar
cok kisa siire uygun kosullarda depolanan (4°C’de 2 giin) narlardan elde edilen nar
sularinin da yiiksek polimerik renk oranina sahip oldugunu gostermistir (Turfan vd.
2011). Polimerik renk oraninin ACN’ler ile kondense fenolikler ve katesin/epikatesin
gibi flavan-3-ol’ler arasindaki etkilesim sonucunda artmakta ve bu nedenle de iyi bir
katesin ve epikatesin kaynagi olan nar sularinin polimerik renk oraninin yiiksek oldugu

distiniilmektedir.

Cilek sularindaki yiiksek polimerik renk oraninin ise, ¢ilek suyunda bulunan ACN’lerin
yine ¢ilegin yapisinda bulunan ferulik ve siringik asit ile kompleks olusturarak
polimerik renkli pigmentler olusturmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Cao vd.
2011). Ayrica, ¢ilegin polimerik renk oranmin artmasinin diger bir nedeni de,
ACN’lerin pargalanmasi sonucu olusan parcalanma {iriinleri olabilir. ACN’ler,
sicakligin da etkisiyle parcalandiginda pirilyum halkas1 acilmakta ve c¢ilekte basat ACN
olan pg-3-glu’in ayrilma iriinleri olan floroglusin aldehit ile 4-hidroksibenzoik asit
olugmaktadir. Bunlardan floroglusin aldehit, polifenoloksidaz ile reaksiyona girerek

esmer renkli pigmetlerin olusmasina neden olmaktadir (Cao vd. 2011).

Cilek sularimin polimerik renk oranlarina iliskin yapilan varyans analizi sonuglar ise,
cilek sularinda depektinizasyon ve berraklastirma islemi sonucunda polimerik renk

oranlar1 arasinda gozlenen farkin tesadiifi oldugunu gostermistir (p>0.01).

4.7 Nar ve Cilek Sularinin Reflektans Renk Degerlerindeki Degisimler

Nar ve ¢ilek sularininin durultma isleminden 6nce ve sonra refrektans renk renklerinde
olusan degisimler, materyalin renginin reflektans spektrofotometresi ile CIE L*, a*, b*,
C* (kroma) ve h° (hue) degerlerinin 6l¢iilmesi ile izlenmistir. Renk dlglimlerden 6nce

ornekler, 0.025 M potasyum kloriir tampon ¢o6zeltisi (pH 1.0) ile seyreltilmis ve
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maksimum dalga boyundaki absorbans degerleri 1.000+0.05’e ayarlanmistir. Boylelikle
meyve sularindaki ACN konsantrasyonunundan kaynaklanan renk degisimleri 6nlenmis
olup, sadece uygulanan durultma islemlerinin nar ve ¢ilek sularinin rengi tizerine etkisi

incelenmistir. Bu dlgtimlere iligskin veriler ¢izelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18 Nar ve ¢ilek sularinda durultma isleminden 6nce ve sonra Olgiilen
reflektans renk degerleri

Meyve suyu L* ax b* C* h°
Nar suyu
Durultulmamis 69.4 51.0 16.8 53.7 18.2
Soguk durultma sonrasi 73.0 45.5 15.1 48.0 18.3
Sicak durultma sonrasi 70.3 49.2 16.7 52.0 18.7
Cilek suyu
Durultulmamis 25.7 12.1 11.6 16.7 43.8
Sicak durultma sonrasi 25.4 11.7 11.4 16.4 44.1

ACN’lerce zengin meyve sularmin renkleri monomerik ACN’lerle birlikte, esmerlesme
reaksiyonlart sonucu olusan esmer pigmentler ve ACN’lerin pargalanma {irlinlerinden
meydana gelmektedir. Reflektans spektrofotometresi ile ol¢iilen a* degerindeki artis,
meyve suyundaki monomerik ACN miktarinin artist ile iliskilendirilirken b*
degerindeki artis ise esmer renkli pigmentlerin artis1 ile iligkilendirilmektedir (Cao vd.
2011). Bu dogrultuda, gizelge 4.18 incelendiginde, nar ve ¢ilek ham sularinin a* ve b*
degerlerinde sicak durultma sonunda 6nemli bir degisim olmadig1 goriilmektedir. Oysa
ki, sicak durultma sonucunda friinlerin monomerik ACN’lerinin 6nemli diizeyde
parcalandigt HPLC yontemiyle belirlenmistir. a* ve b* degerlerinde elde edilen bu
sonug, sicak durultma yontemindeki bentonit kullanimima baglanmaktadir. Bentonitin
esmer renkli bilesikleri absorplamasiyla b* degerinde; yapisinda bulunan metallerin
meyve suyundaki ACN’lerle kopigmentasyona girmesiyle de (monomerik ACN’lerin

parcalanmasina ragmen) a* degerinde dnemli bir degisim olmadig: diistiniilmektedir.
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Ayrica nar ve ¢ilek sularina ait reflektans renk degerleri kiyaslandiginda ise nar suyu
orneklerindeki a* degerinin, cilek suyu Orneklerindekine gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durumun nar suyunda agirlikli olarak siyanidin (%56) tiirevli
ACN’ler bulunmasina karsin, ¢ilek suyunda agirlikli olarak pelargonidin tiirevli (%68)
ACN’lerin bulunmasindan kaynaklandigr disiiniilmektedir. Bilindigi gibi siyanidin
maksimum dalga boyunda kirmizi renge sahip, pelargonidin ise turuncu renge sahiptir
(Guisti ve Wrolstad 2003). Bu nedenle, siyanidin tiirevli ACN’lerin bulunduklari

irlinlin a* degerini ylikseltici etkileri vardir.

4.8 Nar ve Cilek Sulariin Toplam Polifenol Miktar1 Uzerine Durultma isleminin
Etkisi

Nar ve cilek sularinda toplam polifenol miktarinin belirlenmesi icin gerekli olan gallik

asit standart egrisi hazirlanmis ve bu egri sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10 Gallik asit standart egrisi

Nar ve ¢ilek sularinda toplam polifenol miktarlari, durultma isleminden 6nce ve sonra

belirlenmis olup, sonuglar ¢izelge 4.19°da verilmistir.

Nar sularmin toplam polifenol miktarlari i¢in yapilan varyans analizi sonuglan ( EK 1,
Cizelge 10); durultulmamus, sicak ve soguk durultma uygulanmis nar sularinin en az

ikisi arasinda toplam polifenol igerikleri agisindan farklilik oldugunu gostermistir
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(p<0.05) Farkliligin hangi 6rnekler arasinda oldugunu belirlemek iizere elde edilen
verilere Duncan ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmis (EK 1, Cizelge 11) olup, ayn
toplam monomerik ACN miktarinda meydana gelen degisimde oldugu gibi soguk
durultma isleminin nar suyunun toplam polifenol miktarinda kayda deger bir azalmaya
yol agtig1 goriilmiistiir. Ayrica sicak durultma isleminin nar suyunun toplam polifenol
miktarinda istatistiki agcidan 6nemli bir degisime neden olmadig1 belirlenmistir. Cilek
sulariin toplam polifenol miktarlar1 i¢in yapilan varyans analizi sonuglarina gore ise,
sicak durultma isleminin ¢ilek suyunun toplam polifenol iceriginde degisime neden

olmadigi belirlenmistir (p>0.05).

Cizelge 4.19 Nar ve ¢ilek sularinda durultma isleminden 6nce ve sonra Olciilen toplam
g P
polifenol miktarlar™

Meyve suyu Toplam pz(r;lgin)il miktar Bl(lll\?-rll-lLlj;lk
Nar suyu
Durultulmamis 5276+£23.6 A >4000.0
Soguk durultma sonrast 4371+70.7 B 28.7
Sicak durultma sonrasi 5134+74.6 A 101.0
Cilek suyu
Durultulmamais 2152+33.0 231.0
Sicak durultma sonrasi 2133+3.15 9.5

*. Degerler, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
*: Toplam polifenol miktarlari, gallik asit cinsinden hesaplanmustir.
A-B: Ayn siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Daha once de vurgulandigi gibi nar suyu, polifenol igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle
buruk bir tada ve bulanik bir goriiniime sahiptir. Bu yiizden nardan meyve suyu elde
edilirken, bir yandan presleme basinci ve stiresi ayarlanirken diger yandan da durultma
yapilarak meyve suyuna gecen polifenol miktar1 sinirlandirilmaktadir. Nitekim, nar
suyu tiretimi sirasinda, pres basincindaki her 1.2 bar artisin, o periyotta elde edilen nar
suyundaki toplam polifenol miktarimi yaklasik %15 artirdigr bildirilmektedir (Tag1
2010).
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Narda bulunan ve bulanikliga neden olan polifenollerin 6nemli bir boliimi kabukta
bulunmakta olup, Apaydin (2008) danelerden elde edilen nar sularinda gallik asit
cinsinden toplam polifenol miktarinin 1784 mg/L diizeyinde oldugunu, biitiin meyveden
elde edilen nar sularinda ise, 2540 mg/L diizeyinde oldugunu saptamistir. Benzer bir
calismada da, nar suyundaki toplam polifenol miktar1 danelerden elde edilen nar
sularinda 2117 mg/L, biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinda ise,
2566 mg/L diizeyinde bulunmustur (Gil vd. 2000). Bu c¢alismalar gostermektedir ki
narin biitiin olarak preslenmesi sirasinda, kabukta yogun olarak bulunan polifenoller
biiyiik oranda meyve suyuna ge¢mektedir. Nitekim calismamizda kullanilan nar ham
suyunda da gallik asit cinsinden toplam polifenol miktarinin 5276 mg/L gibi yiiksek bir
degerde oldugu belirlenmistir. Bunun endiistriyel nar suyu iiretiminde meyve suyu
veriminin yiiksek tutulmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Endiistriyel nar suyu
tiretiminde verim, %50 diizeyinde bulunurken, Apaydin (2008) tarafindan yapilan
calismada nar suyu verimi %35.2 olarak belirlenmistir. Verim arttikca, nar
kabuklarindan ¢ok daha fazla miktarda polifenolik maddenin nar suyuna gectigi
diisiiniilecek olursa, ¢alismamizda kullanilan ticari nar sularindaki yiiksek polifenol

miktart sagirtict bulunmamustir.

Calismamizda elde edilen verilere gore, nar suyunun toplam polifenol miktarinin (gallik
asit cinsinden) soguk durultma islemi ile %17 oraninda azaldig1 gézlenmistir. Nitekim
caligmamizla paralel olarak, Alper vd. (2005) nar suyunun jelatin (0.3 g/L) ve bentonit
(0.3 g/L) ile oda sicakliginda 1 h siireyle durultulmasi sonucu nar suyunun toplam
polifenol miktarinin (gallik asit cinsinden) %17 oraninda azaldigini belirlemislerdir.
Ayrica Vardin ve Fenercioglu (2003) da, 1 g/L jelatinle gergeklestirdikleri sogukta
durultma (5°C’de 16 h) islemi ile nar suyunun toplam polifenol miktarinin %18 ve

bulanik degerinin ise %86 oraninda azaldigini tespit etmislerdir.

Bilindigi gibi jelatin ile uygulanan geleneksel durultmada, biiyiik molekiillii polifenoller
(M.A>500 Da) meyve suyundan uzaklastirilirken, kiiciik molekiillii polifenoller
uzaklagtirllamamaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009, Cosme vd. 2009). Sicak
durultma isleminde ise, genel olarak jelatin (+ yiiklii) kizelsol (- yiiklii) ile birlikte

kullanilmakta ve meyve suyu pH’sinda zit yiiklere sahip olan bu maddelerin
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etkilesimiyle olusan flok yardimiyla durultma islemi ger¢eklesmektedir. Oyleyse, soguk
durultma isleminden farkli olarak, sicak durultma isleminde jelatin meyve suyundaki
bliyiik molekiillii polifenollerle dogrudan etkilesime girmemektedir. Sicak durultma
isleminde meydana gelen polifenol miktarindaki azalma asil olarak meyve suyundaki
polifenollerin jelatin ve kizelsol arasinda olusan flokla birlikte siiriiklenip meyve
suyundan uzaklagmasiyla gergeklesmektedir. Bununla birlikte, sicak durultma
isleminde, kii¢iik molekiillii polifenollerin jelatinle yaptig1 bag kolaylikla kirilmaktadir.
Bilindigi tlizere, jelatin kiigiik molekiillii polifenollere hidrojen kopriisii ile baglanmakta
(Versari vd. 1998), bu baglanma diisiik bir baglanma enerjisi ile gerceklesmekte ve
durultmada uygulanan 1sitma ile bu bag parcalanarak jelatin-polifenol agregatlari
par¢alanmaktadir. (Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Calismamizda da soguk
durultmayla nar suyunda daha siki floklarin olustugu ve dolayisiyla nar suyunun

polifenol igeriginde daha fazla azalma meydana geldigi goriilmiistiir.

Toplam polifenol miktarindaki azalisa paralel olarak, soguk durultma ile bulaniklik
degeri (28.7 NTU) daha ¢ok diisiiriilmiis olsa da, endiistriyel meyve suyu {iiretiminde
tercih edilen sicak durultma islemiyle, baglangigta >4000 NTU olan bulaniklik
degerinin 101 NTU’ya kadar diisiiriilmesinin de iyi bir sonug oldugu agiktir. Ustelik,
durultma isleminden sonra sadece kaba bir filtrasyon islemi uygulanmis ve bu
filtrasyondan hemen sonra bulaniklik diizeyi belirlenmistir. Bizim uygulamamizdan
farkli olarak, endiistriyel uygulamada, durultulan meyve sularina ultrafiltrasyonun da
uygulandigr bir dizi filtrasyon isleminin uygulandigi da gozden kagirilmamalidir.
Benzer sekilde, sicak durultma islemiyle cilek sularinda da oldukca basarili bir

bulaniklik diizeyine (9.5 NTU) ulagilmstir.

4.9 Cilek Suyunun Askorbik Asit I¢erigi Uzerine Durultma isleminin Etkisi

Cilek sularinda HPLC yontemi ile askorbik asit miktarlarinin hesaplanmasinda

kullanilan askorbik asit standart egrisi sekil 4.11°de verilmistir.

68



25000

y=120,600x+ 186.400
20000 A R==0,999
S
15000
=]
£ 10000 -
-

5000 -

() T T T T T T

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.11 Askorbik asit standart egrisi

Durultma oncesi ve sonrasinda ¢ilek sularmin askorbik asit kompozisyonlari, sekil

4.12’de verilen kromatogramlarda gosterilmistir. Kromatogramlarda gdsterilmis olan 1

No’lu pik, askorbik asit olarak tanimlanmustir.
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Sekil 4.12 Cilek sularindaki askorbik asit HPLC kromatogramlari

A-1: Durultulmamus,
B-1: Durultulmus (Sicak durultma)
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Durultma isleminden 6nce ve sonra, ¢ilek sularinda askorbik asit analizi yapilmis ve
elde edilen sonuclar c¢izelge 4.20°de verilmistir. Cizelge 4.20’de goriildigi gibi,
calismamizda incelenen Camarossa ¢esidine ait ¢ilek ham sularmin 231 mg/L askorbik
asit icerdigi belirlenmistir. Ancak, ¢ilek sulariin igerdigi askorbik asit miktari; ceside,
cevresel ve tarimsal uygulamalara bagh olarak farklilik gostermektedir. Ornegin, Kalt
(2005) tarafindan 308 farkli ¢ilek gesidinin askorbik asit igeriginin 320-990 mg/kg
arasinda degistigi bildirilmektedir. Baska bir calismada da, ‘“Camarosa” ve “Selva”
olmak tizere 2 farkl ¢ilek ¢esidinin askorbik asit miktarlari sirasiyla 445 mg/kg ve 399
mg/kg olarak belirlenmistir (Van De Velde vd. 2013). Ayrica, portakal suyu (93-160
mg/L, Khosravi ve Asadollahzadeh 2014), limon suyu (97 mg/L, Khosravi ve
Asadollahzadeh 2014) ve greyfrut suyu (84 mg/L, Khosravi ve Asadollahzadeh 2014)
gibi askorbik asitge zengin meyve sulariyla kiyaslandiginda da, Camrossa ¢esidinden
tretilen cilek sularinin ¢ok daha yiiksek askorbik asit icerigine sahip oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4.20 Durultma igsleminin ¢ilek suyunun askorbik asit i¢erigine etkisi*

Cilek suyu Toplam askorbik asit miktar1 (mg/L)
Durultulmamis 2314+3.59A
Sicak durultma sonrasi 175+4.03B

*. Degerler, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
A-B: Ayn siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Calismamizda elde edilen sonuglara gore, sicak durultma islemi ile ¢ilek suyunun
askorbik asit iceriginde %24 oraninda azalma meydana geldigi ortaya konmus olup,
yapilan varyans analizi de (EK 1, Cizelge 12), bu azalmanin istatistiksel olarak énemli
oldugunu gostermistir (p<0.05). Yukarida da bahsedildigi gibi cileklerin bir {iriine
islenmesinden Onceki askorbik asit miktarinda, meyve cesidi ve olgunlasma diizeyi
belirleyici faktorlerken, c¢esitli {irtinlere islenmesi sirasinda ise, askorbik asit miktar
aynt ACN’ler gibi proses kosullarindan biiyiik oranda etkilenmektedir. Nitekim c¢ilek
suyunun bentonit, jelatin ve kizelsol ile durutulmas: sirasinda yaklasik %9 oraninda
askorbik asit kaybr meydana geldigi belirlenmistir (Klopotek vd. 2005). Bilindigi gibi

askorbik asit, sicaklik ve oksijene karsi olduk¢a duyarlidir. Dolayisiyla, sicak durultma
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islemi sirasinda da uygulanan sicaklik ve oksijenin de etkisiyle ¢ilek suyunun askorbik
asit iceriginde azalma meydana geldigi diisiiniilmektedir. Askorbik asit, yliksek sicaklik
ve oksijen varliginda oncelikle L-dehidroaskorbik asit ile hidrojen peroksit gibi
parcalanma triinlerine doniismekte ve sonrasinda dehidroaskorbik asitin lakton halkas1
acilarak diketoglunik asit ve furfurala kadar pargalanmaktadir (Kirca ve Cemeroglu
2001). Ayrica askorbik asit kaybinin diger bir nedeninin ise, durultma islemi sirasinda
olusan flokla birlikte bir miktar askorbik asitin de ¢ilek suyundan uzaklastirilmis oldugu

distintiilmektedir.

4.10 Nar ve Cilek Sularimin Antioksidan Aktivitesi Uzerine Durultma Isleminin
Etkisi

Nar ve ¢ilek sularinda antioksidan aktivite diizeyi, durultma isleminden dnce ve sonra

belirlenmis ve sonuglar ¢gizelge 4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.21 Nar ve ¢ilek sularinda durultma isleminden 6nce ve sonra oOlgiilen
antioksidan aktivite diizeyi*

Meyve suyu Antioksidan aktivite (mM troloks/mL meyve suyu)
Nar suyu

Durultulmamig 64.5£0.57 A

Soguk durultma sonrasi 58.3+0.07 B

Sicak durultma sonrasi 59.3+1.34 B
Cilek suyu

Durultulmamis 22.7£0.42

Sicak durultma sonrasi 22.1+0.00

*. Degerler, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
A-B: Ayn siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Narlarin ¢esitlerine, olgunlagsma diizeylerine ve proses kosullarina bagli olarak nar
sularinin  antioksidan aktivite degerleri de farklihik gdstermektedir. Nitekim,
calismamizda kulanilan Hicaznar c¢esidinden elde edilen ticari nar ham suyunun

antioksidan aktivite degeri 64.50 mM troloks/mL olarak bulunmusken, laboratuarimizda
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gerceklestirilen diger bir calismada ise Hicaznar ¢esidinden elde edilen nar ham
suyunun antioksidan aktivite degeri 29.94 mM troloks/mL olarak bulunmustur (Erkan—
Kog¢ 2013). Ayrica laboratuvarimizda vyiiriitilen diger bir c¢alismada, {ilkemizde
yetistirilen baglica nar c¢esitlerinin antioksidan aktivite degerlerinin 17.1-24.6 mM
troloks/mL arasinda degistigi belirlenmistir. En diisiik antioksidan aktivite degeri Izmir
1478 cesidinde, en yiiksek ise Izmir 1477 cesidinde saptanmustir. Calismamizda
kullanilan ve meyve suyu endiistrisinin en ¢ok tercih ettigi Hicaznar ¢esidinin
antioksidan aktivite degeri; izmir 1478 cesidinden %73, Izmir 1477 gesidinden ise %62
daha fazla olarak bulunmustur (Ozkan vd. 2009). Goriildiigi gibi, ¢alismamizda
kullanilan ticari nar suyundaki antioksidan aktivite degeri, laboratuvar kosullarinda elde
edilen nar sularina kiyasla daha fazla bulunmustur. Nitekim daha dnce de vurgulandigi
gibi, endistriyel nar suyu iretiminde meyve suyu verimi yiiksek tutulmakta ve
dolayistyla nar kabuklarindan ¢ok daha fazla miktarda polifenolik madde nar suyuna
gegmektedir. Bilindigi tizere, bu polifenolik maddeler de yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip bilesiklerdir. Iste bu nedenle; ticari nar sularininin antioksidan aktivite
degerlerinin yiiksek olmasi, ticari nar sularindaki yiiksek polifenol igerigiyle

iligkilendirilmektedir.

Calismamizda, farkli iki durultma isleminin de nar suyunun antioksidan aktivitesi
tizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen verilere gore, soguk durultma ile nar sularinin
antioksidan aktivite diizeyinde %10 oraninda azalma gdzlenirken, sicak durultma ile ise
%38 oraninda azalma meydana geldigi gozlenmistir (p<0.05, EK 1, Cizelge 13-14). Bu
azalmanin, durultma sirasinda nar sularmin toplam polifenol madde ve monomerik
ACN miktarlarinda meydana gelen azalmadan kaynaklandig1 distiniilmektedir.
Antioksidan aktivite ile toplam polifenol madde (r=0.731) ve monomerik ACN
miktarlart (1=0.894) arasinda belirlenen gii¢lii korelasyonlar da bu varsayimm

dogrulamaktadir.

Nar sulan ile kiyaslandiginda ¢ok daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip olan ¢ilek
suyunun antioksidan aktivite diizeyi {lizerine sicak durultma isleminin ise, 6nemli bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Cilek suyu ve piirelerinin antioksidan

aktivitesi tizerinde, triinlerin igerdigi askorbik asit, ACN ve polifenol miktar1 etkili
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olup, bunlar arasinda polifenollerin miktar1 daha c¢ok etkilidir. Yiiksek miktarda
polifenol igerigine sahip olan ¢ilek sular1 daha yiiksek antioksidan aktivite
gostermektedir (Oszmianski ve Wojdylo 2009). Bu nedenle, sicak durultma isleminin
cilek sularmin toplam polifenol igeriginde 6nemli bir defisim meydana getirmemesi
nedeniyle, antioksidan aktivite diizeyinde de Onemli bir degisim olmadig
diistiniilmektedir. Benzer sekilde, Oszmianski ve Wojdyto (2007) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada da, elma sularinin durultulmasinda durultma yardimei
maddesi olarak kullanilan “bentonit (1 g/L)/jelatin (0.25 g/L)” ve “bentonit (1
g/L)/jelatin (0.25 g/L)/kizelsol(6 mL/L)” kombinasyonlarinin elma suyunun antioksidan

aktivitesi lizerinde herhangi bir degisime neden olmadig1 saptanmustir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizdan elde edilen 6nemli sonuglardan bazilar1 asagida sunulmustur:

1. Sicak durultma islemi sonucunda ulasilan diisiik bulaniklik degerleri nedeniyle,
sicak durultma iglemi gerek nar suyu gerekse de c¢ilek sulari i¢in uygun bir

durultma yontemidir.

2. Sicak durultma islemi, ¢ilek sularinin toplam polifenol madde miktarinda 6nemli
bir degisime neden olmasa da askorbik asit diizeyinde onemli bir azalmaya

neden olmustur.

3. Nar sularinin durultulmasinda dikkate alinan tek faktoriin “diisiik bulaniklik

diizeyi” olmasi durumunda, “soguk durultma islemi” dnerilmektedir.

4. Nar sularinin durultulmasinda dikkate alinan faktoriin “yiiksek ACN miktari,
polifenol madde miktari, a* degeri ve antioksidan aktivite degeri” olmasi

durumunda, “sicak durultma islemi” onerilmektedir.

5. Sicak durultma islemi sonucunda ulasilan daha yiiksek ACN miktarinin nedeni
oldugu diisiiniilen bentonitin etkisini daha iyi ortaya koyabilmek i¢in, farkli
dozlarda bentonit eklenen nar sularmin farkl sicakliklarda depolanmasi ve ACN
miktarindaki, batokromik ve hiperkromik degerlerdeki degisimin takip edilmesi
gerekmektedir. Bu ¢alismadaki doz denemeleri sirasinda, farkli bentonit dozlar
denenmis ve bentonit kullanimina bagli olarak ACN miktarinda azalma
belirlenmistir. Ancak, bentonitin ACN’lerin renk yogunlugunu artirma iizerine
etkilerini gosterebilmeleri i¢in bir siireye ihtiyaclar1 vardir. Daha once de
bahsedildigi gibi, bentonitlerde bulunan metaller meyve suyundaki proteinlerle
yer degistiriler. Daha acik ifadeyle, bentonitteki metaller meyve suyuna geger,
proteinler ise bentonite baglanir. Meyve suyuna gecen metallerle ACN’lerin
etkilesimin meydana gelmesi i¢in de belli bir siire ge¢mesi gerekir. Ilerde

yapilacak ¢aligmalarla, bu siirenin belirlenmesi gerekmektedir.
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EK 1 Varyans Analizi ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi Sonuglari

Cizelge 1 Nar suyunun durultulmastyla briks degerinde meydana gelen azalmaya iligkin
varyans analiz ¢izelgesi

Serbestlik Kareler Kareler

Varyasyon kaynag derecesi toplami  ortalamasi P
Durultma 2 0.797 0.399 7969.3 0.000*
Hata 3 0. 000 0.000
Genel toplam 5 0.797

*: p<0.05

Cizelge 2 Cilek suyunun durultulmasiyla briks degerinde meydana gelen azalmaya
iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varvasvon kavnas: Serbestlik Kareler Kareler P
yasy ynag derecesi toplam1  ortalamasi

Durultma 2 0.053 0.053 529.00 0.002*

Hata 3 0.000 0.000

Genel toplam 5 0.053

*: p<0.05

Cizelge 3 Durultma uygulamalarinin nar sularimin briks degerleri iizerine etkilerinin
Duncan testi ile karsilastirilmasi

Nar suyu Briks (%)

Durultulmamais 14.4+0.01A
Soguk durultma sonrasi 13.6+0.00C
Sicak durultma sonrast 14.3+0.00B

A-B: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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Cizelge 4 Nar sularinin durultulmasiyla monomerik ACN miktarlarinda meydana gelen
azalmaya iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynag! Serbestl i_k Kareler Kareler F P
derecesi toplam1  ortalamasi

Durultma 2 342.26 171.13 19.24 0.019*

Hata 3 26.68 8.89

Genel toplam 5 368.94

* 1 p<0.05

Cizelge 5 Durultma uygulamalarinin nar sularinin monomerik ACN igerikleri {izerine
etkilerinin Duncan testi ile karsilastiriimasi

Nar suyu Toplam monomerik ACN miktari (mg/L)*
Durultulmamis 180.0+£2.47 A
Soguk durultma sonrast 169.6£1.82 B
Sicak durultma sonrast 179.8+4.16 A

*: Toplam monomerik ACN miktar1, Siyanidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmugtir.
A-B: Ayni siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 6 Cilek sularinin durultulmasiyla ACN miktarlarinda meydana gelen azalmaya
iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varvasvon kavnas: Serbestlik Kareler Kareler P
yasyon kaynag derecesi toplam1  ortalamasi
Durultma 2 2297.2 1148.6 39.70 0.007*
Hata 3 86.8 28.9
Genel toplam 5 2384.0
*: p<0.05
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Cizelge 7 Durultma isleminin c¢ilek sularinin monomerik ACN igerikleri {izerine
etkilerinin Duncan testi ile karsilastirilmasi

Cilek suyu Toplam monomerik ACN miktar1
(mg/L)*
Durultulmamis 305.2+6.56 A

Sicak durultma uygulanmis
Depektinizasyon sonrasi 268.7+3.73 B
Durultma sonrasi 260.1£5.46 B

*: Toplam monomerik ACN miktar1, siyanidin-3-glukozid cinsinden hesaplanmugtir.
A-B: Ayn siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 8 Nar sularimin durultulmasiyla polimerik renk oranlarinda meydana gelen
degisime iliskin varyans analiz cizelgesi

Varyasyon kaynag: Sderbestl i_k Kareler Kareler F P
erecesi toplam1  ortalamasi

Durultma 2 42.910 2.455 919.0 0.000*

Hata 3 0.070 0.023

Genel toplam 5 42.980

* " p<0.05

Cizelge 9 Durultma uygulamalarmin nar sularinin polimerik renk oranlar {izerine
etkilerinin Duncan testi ile karsilastirilmasi

Nar suyu Polimerik renk orani (%)
Durultulmamis 44.1+0.07 B
Soguk durultma sonrasi 47.4+0.14 A
Sicak durultma sonrasi 40.9+0.21 C

A-B: Ayn siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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Cizelge 10 Nar sularinin durultulmasiyla polifenol miktarinda meydana gelen degisime
iligkin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynagi Serbestlik Kareler Kareler F P
derecesi toplami ortalamasi
Durultma 2 949 078 474 539 127.94 0.001*
Hata 3 11 127 3709
Genel toplam 5 960 205
* 1 p<0.05

Cizelge 11 Durultma uygulamalarinin nar sularmin polifenol miktarlar1 {izerine
etkilerinin Duncan testi ile karsilagtiriimasi

Topl lifenol mikt
Nar suyu oplam polifenol miktari

(mg/L)*
Durultulmamis 5276+£23.6 A
Soguk durultma sonrast 4371+70.7 B
Sicak durultma sonrast 5134£74.6 A

*: Toplam polifenol miktarlari, gallik asit cinsinden hesaplanmustir.
A-B: Ayn siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 12 Cilek sularinin durultulmasiyla askorbik asit miktarinda meydana gelen
degisime iligkin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynagi Serbestlik Kareler Kareler F P
derecesi toplami1 ortalamasi
Durultma 1 3094.7 3094.7 212.34 0.005*
Hata 2 29.1 14.6
Genel toplam 3 3123.8
* p<0.05
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Cizelge 13 Nar sularinin durultulmasiyla antioksidan aktivite diizeyinde meydana gelen
degisime iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynagi Serbestlik Kareler Kareler F P
derecesi toplami ortalamasi
Durultma 2 45.083 22.542 31.75 0.010*
Hata 3 2.130 0.710
Genel toplam 5 47.213
* 1 p<0.05

Cizelge 14 Durultma uygulamalariin, nar sularinin antioksidan aktivite diizeyi iizerine
etkilerinin Duncan testi ile karsilagtiriimasi

Nar suyu Antioksidan aktivite (mM troloks/mL meyve suyu)
Durultulmamis 64.5+0.566 A
Soguk durultma sonrasi 58.3+0.071 B
Sicak durultma sonrasi 59.3+1.344 B

A-B: Ayn siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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