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Bu ¢alismada, durultma, pastdrizasyon ve konsantrasyon iglemlerinin nar suyunun prosiyanidin igerigi tizerine etkisi
incelenmistir. Ayrica, nar suyu konsantrelerinin {iretim asamalar1 sirasinda antioksidan aktivite ve prosiyanidin
icerigindeki degisimler de gozlenmistir. Prosiyanidinler, Sephadex LH-20 kolon kromatografisi teknigi ile
saflastirildiktan sonra HPLC yontemi ile analiz edilmistir. Nar sularinin toplam prosiyanidin icerikleri ii¢ temel
prosiyanidin piki lizerinden gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir. Antioksidan aktivite, ABTS yontemi ile
belirlenmis ve sonuglar “TEAC (troloks esdeger antioksidan kapasite) esdegeri” olarak verilmistir. Kondense olabilen
fenolik ve toplam fenolik bilesik igerigi ise, spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiig, sonuglar sirasi ile “katesin esdegeri”
ve “gallik asit esdegeri” olarak ifade edilmistir.

Narlar, meyve suyuna iki farkli yontemle islenmistir. Birinci yontemde, nar daneleri laboratuvar kosullarinda
preslenmistir. Bu sekilde elde edilen nar sulari, “daneden elde edilen nar sulari” olarak tanimlanmistir. Diger
yontemde ise, narlar kabuklariyla birlikte dort parcaya boliindiikten sonra paketli preste preslenmistir. Bu sekilde elde
edilmis nar sularma ise, “biitliin meyveden elde edilen nar sular1” olarak tanimlanmistir. Danelerden ve biitiin
meyvenin preslenmesiyle elde edilen bulanik nar sular1 iki gruba boliinmiistiir. Bir kisim nar suyu sadece jelatin
kullanilarak 5°C’de (soguk durultma) durultulurken, geri kalan kisim durultulmamistir. Hem durultulmus hem de
durultulmamis nar suyu ornekleri iki gruba boliinmiistiir. Bu nar sularmim da bir bolimii 95°C’de 10 dak. pastorize
edilirken, geri kalan kismi pastérize edilmemistir. Nar suyu konsantreleri, durultulmus ve durultulmamig nar
sularinindan elde edilmistir.

Presleme isleminden hemen sonra, biitiin meyveden elde edilen nar sularinin, danelerden elde edilen nar sularindan
%84 daha fazla prosiyanidin icerdigi belirlenmistir. Benzer sekilde, biitiin meyveden elde edilen nar suyu %34
oraninda daha fazla toplam fenolik madde, %54 daha fazla kondense olabilen fenolik ve %22 daha fazla antioksidan
aktivite gosterdigi saptanmustir. Durultma islemi nar sularinm prosiyanidin igeriklerini %73 oraninda azaltirken,
pastdrizasyon islemi prosiyanidin icerigini %46 oraninda artirmistir. Ayrica, durultma islemi sonucunda toplam
fenolik bilesiklerde %23-38 kondense olabilen fenoliklerde %15-33, antioksidan aktivitede %32-36 oranlarinda
azalma belirlenmistir. Pastdrizasyon islemi sonucunda toplam fenolik maddelerde %17 artis olurken, kondense
olabilen fenolik maddelerde %29, antioksidan aktivitede %7 oraninda bir azalis belirlenmistir. Konsantrasyon iglemi
sonucunda ise, durultulmamis nar sularinda durultulmus nar sularina kiyasla %32 daha fazla fenolik madde, %29
daha fazla prosiyanidin, %28 daha yiiksek antioksidan aktivite ve %46 daha fazla kondense olabilen fenolik madde
saptanmistir.

Bu calisma ile, biitiin meyveden elde edilen nar sularinin 970 mg GAE/L (GAE, gallik asit esdegeri) diizeyinde
prosiyanidin igeridigi belirlenirken, danelerden elde edilen nar sularinin sadece 160 mg GAE/L diizeyinde
prosiyanidin igerdigi belirlenmistir. Bu sonuglar, prosiyanidinlerin nar kabugunda daha yogun olarak bulundugunu
acikca gostermektedir. Buna ilaveten, nar sularinin prosiyanidin icegi ve antioksidan aktivite arasinda yiiksek
diizeyde bir korelasyon (r=0.969) saptanmustir. Bu sonuglar, yiiksek antioksidan aktivite i¢in narlarin kabuklariyla
preslenmesi gerektigini gostermektedir. Diger yandan, prosiyanidiinlerin sebep olduklari bulaniklik ve buruk tad
nedeniyle, tiiketici begenisi ve teknolojik agidan bir kisim prosiyanidinin uzaklastirilmasi gerekmektedir.
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CHANGES IN PROCYANIDIN CONTENTS OF POMEGRANATE JUICE CONCENTRATE
DURING PRODUCTION

Nihal GUZEL
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Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZKAN

This study was conducted to determine the effects of clarification, pasteurization and concentration on the
procyanidin content of pomegranate juice. Moreover, the changes in the antioxidant activity were also
monitored during the processing of pomegranate juice concentrate. Procyanidins were purified with
Sephadex LH-20 gel chromatography and then analyzed by HPLC. The total procyanidin content of
pomegranate juice was calculated as “gallic acid equivalents” from the three major procyanidin peaks.
Antioxidant activity was determined by the ABTS method and the results were expressed as “TEAC
(trolox equivalent antioxidant capacity).” Condensable phenolic and total phenolic contents were
measured spectrophotometerically and the results were expressed as “catechin equivalents” and “gallic
acid (GA) equivalents,” respectively.

Pomegranates were processed into juice by two methods. In the first method, pomegranate arils were
seperated from the rind and hand-pressed in the laboratory. The resulting juice was called as “juice from
arils.” In the second method, pomegranates were cut into four pieces with their rinds and pressed on a
rack and cloth press in the pilot plant. The resulting juice was called as “juice from whole fruits.” The
cloudy juices from arils and whole fruits were divided into two parts. Halves were cold-clarified at 5°C
using only gelatin. The remaining juices from arils and whole fruits were not clarified. Clarified and non-
clarified juices from arils and whole fruits were again divided into two parts. Halves were pasteurized at
95°C for 10 min. The remaining juices from arils and whole fruits were not pasteurized. Pomegranate
juice concentrates were obtained from both clarified and non-clarified juices.

Right after pressing, pomegranate juice obtained from whole fruits had 84% more procyanidin content
than the juice obtained from arils. Similarly, the juice obtained from whole fruits had also 34% more
phenolics, 54% more condensable phenolics and 22% antioxidant activity. Clarification decreased the
procyanidin content of pomegranate juice by 73% but pasteurization increased by 46%. Clarification also
caused the 23-38% reduction in total phenolic, 12-53% in condensable phenolic and 32-36% in
antioxidant activity. Although pasteurization caused the increase in total phenolic content by 17% and the
decrease in condensable phenolic content by 29%, and antioxidant activity by 7%. The concentrates
obtained from non-clarified pomegranate juices had 32% more phenolics, 29% more procyanidins, 28%
higher antioxidant activities and 46% more condensable phenolics than those obtained from clarified
juices.

The juice obtained from whole fruits had 970 mg GA equivalent/L procyanidin content, whereas the juice
obtained from arils had only 160 mg GA equivalent/L procyanidin content. These reaults clearly show
that most of the procyanidins were located in the rinds of the pomegranates. The procyanidin content in
pomegranate juice also closely correlates (r=0.969) with their antioxidant activity. These results
demonstrated, for the higher antioxidant activity pomegranates should be pressed with their rinds. On the
other hand, since the procyandins cause turbidity and contribute tho astirigent taste, some removal of
procyanidins is nesearray for technological as well as consumption reasons.
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TESEKKUR
i

Yiiksek lisans tez calismamin hazirlanmasi ve yiiriitiilmesinde, caligmalarimin her
asamasinda ¢ok degerli bilgileri ve onerileri ile beni yonlendiren ve her konuda bana
destek olup yakin ilgi ve yardimlarini esirgemeyen degerli danisman hocam, Sayin Prof.
Dr. Mehmet OZKAN’a, prosiyanidin analizinde yardimci olan Dr. Seref TAGI’ya,
HPLC kullaniminda bilgilerini benimle paylasan Dr. Oktay YEMIS’e ve ¢aligmalarim
siiresince yardim ve desteklerini gérdiigiim her zaman yanimda olan ¢ok degerli aileme

tesekkiirlerimi sunarim.

Nihal GUZEL
Ankara, Temmuz 2010
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ROS Reaktif oksijen formlar1 (Reactive Oxygen Species)

DNA Deoksiriboniikleik asit (Deoxyribonucleic acid)

L* Lipit radikali (Lipid radical)

ROO* Peroksi radikali (Peroxy radical)

RO* Alkoksi radikali (Alkoxy radical)

*OH Hidroksi radikali (Hydroxy radical)

SOD Stiperoksit dismutaz (Superoxide dismutase)

GPx Glutatiyon peroksidaz (Glutathione peroxidase)

uv Ultraviole (Ultraviyolet)

TEAC Troloks esdeger antioksidan kapasite (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity)

R* Alkil radikali (Alkyl radical)

O,* Stiperoksit radikali

0, Molekiiler oksijen

ROOH Peroksit

HO,* Hidroperoksili

LOy* Lipit peroksil radikali

LO* Lipit alkoksil radikali

H,0, Hidrojenperoksit

PDA Foto diyoderay dedektorii (Photo Diyoteray Dedector)

LOOH Lipit hidroperoksit

Fe=0O Demir-oksijen kompleksi
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TUIK Tiirkiye istatistik kurumu

LDL Diisiik yogunluklu lipoprotin (Low density lipoprotein)

ORAC Oksijen radikal absorbans kapasitesi (Oxygen Radical Absorbance
Capacity)

PVPP Polivinilpolipropilen

ABTS 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)

DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

FRAP Ferrik iyon indirgeme antioksidan parametresi (Ferric ion Reducing )

DMPD N,N-dimetil-p-fenilendiamin (N,N-dimethyl-p-phenylenediamine)

AAPH 2,2’-azobis (2-amidinopropan) dihidrokloriir

ABAP 2,2-azo-bis-2-amidinopropan hidroklorit

ABTS™ ABTS radikali

PET Polietilen terafitalat (Polyethylene teraphthalate)

NTU Nephelometric Turbidity Unit

Briks Suda ¢6ziiniir kuru madde

IFU Uluslararas1 Meyve Suyu Federasyonu (International Fruit Juice Union)

PBS Fosfat tamponu (Phosphate Buffer Saline)

BHT Biitillenmis hidroksi toluen (Butilated Hydroxy Toluen)

HMF Hidroksimetil furfural (5-Hydroxymethyl-2-furfural)

HPLC Yiiksek performansl sivi kromatografisi

SO, Kiikiirt dioksit

C Katesin

EC Epikatesin

GC Gallokatesin
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EGC Epigallokatesin

EGCG Epigallokatesin-3-O-gallat
13C Indol-3-karbinol

CAT Katalaz

CoQqo Koenzim Qo

MA Molekiil agirligt

LOA,LOOA Peroksi-antioksidan bilesikleri
LTLT Diisiik sicaklikta uzun siire ( Low temperature long time)
GAE Gallik asit esdegeri

h Saat
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1. GIRIS

Son 20 yilda yapilan c¢aligmalarda, fenolik bilesiklerce zengin diyetin; bir¢ok kronik
hastaligin 6nlenmesinde ve bunun sonucunda sagligin korunmasi iizerinde olumlu
etkilerinin bulundugu ortaya konulmustur. Fenolik bilesiklerin sahip olduklar
antioksidan Ozellikleri sayesinde, kalp ve damar hastaliklar1 ile kanser gibi pek ¢ok
kronik hastaliga yakalanma riskini azaltici, yaslanmay1 ve yasa bagli dejeneratif
hastaliklar1 geciktirici etkiye sahip olduklari diisiiniilmektedir. Iste bu olumlu etkilerden
dolay1 fenolik bilesiklerce ¢ok zengin bir meyve olan nara (Punica granatum L.) ve bu
degerli iirlinden elde edilen meyve suyuna olan ilgi son yillarda olduk¢a artmigtir. Artan

bu ilgiye paralel olarak da iilkemizde nar yetistiriciligi hizla yayilmaktadir.

Nar, genellikle taze olarak tiiketilmesinin yanisira meyve suyu, konsantre, nar pekmezi
(nar eksisi), sirke, dondurma, jole, sekerleme, sarap ve likor yapiminda da
kullanilmaktadir. Ayrica, gesitli igkilerde ve mesrubatlarda ferahlatic1 etkisi nedeniyle
katk1 maddesi olarak kullanimi da tercih edilmektedir. Nar daneleri pasta, tatli ve
salatalarda, cekirdekleri ise kozmetik ve ila¢ sanayinde, bitkisel yag ve hayvan
yemlerinde kullanilmaktadir. Bunlarin disinda, nar agacinin kabuklari, cicekleri,

tohumlar1 ve meyve kabuklarinin da ilag olarak kullanilabilecegi bilinmektedir.

Nar suyunun sahip oldugu antioksidan ve antimikrobiyel etkinin kaynagi olan fenolik
bilesiklerin bir kismi dogal olarak segmentler igerisindeki nar danelerinin suyunda
bulunmaktadir. Onemli bir kismi da presleme sirasinda uygulanan basinca gore 6zellikle
meyve kabugu ve kismen de dilim zarlan ile zedelenmis cekirdeklerinden meyve
suyuna gecmektedir. Nar suyunun endiistriyel iiretimi iizerine yapilan arastirmalarda
presleme boyunca kabuk ve bdlmeler arast dokudan meyve suyuna yiiksek miktarda
fenolik bilesik gectigini gdstermistir. Bu fenolik bilesikler, 6zellikle de prosiyanidinler,
berrak nar suyunun ya da nar suyu konsantrelerinin depolanmasi sirasinda bulaniklik ve
tortu olusumunda biiyiik rol oynamaktadirlar. Prosiyanidinler ayrica, meyve sularinin

tadlarindaki burukluktan da sorumlu olan bilesiklerdir.



Prosiyanidinlerin, fenolik bilesikler arasinda, en fazla antioksidan etkiye sahip olduklari
son yillarda yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Ayrica, prosiyanidinlerin
antioksidan aktivitelerinin yani sira antibakteriyel, antiviral, antikarsinojenik ve
antialerjik aktivitelerinin de bulundugu saptanmistir. Prosiyanidinler, ortamda bulunan
serbest radikallerle reaksiyona girerek onlarin serbest yag asitlerinin oksidasyonuna
neden olan zincir reaksiyonlara girmelerini 6nlemektedirler. Ayrica, ortamda bulunan
bakir ve demir gibi metallerle kelat olusturarak metallerin katalize ettigi lipit
oksidasyonunu Onlemektedirler. Bunlarin disinda, doymamis yag asitlerinin

oksidasyonunda 6nemli rol oynayan lipoksigenaz enzimini de inhibe etmektedirler.

Prosiyanidinler; kirmizi sarapta, elmada, c¢ayda, kakaoda, c¢ikolatada, {iziimsi
meyvelerde ve iiziimde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu iirlinler arasinda en fazla
prosiyanidini kakao ve kakaodan yapilmis ¢ikolata ve onu takiben elma suyu, kirmizi
sarap ve cranberry (Vaccinium oxycoccus L.) suyu igermektedir. Ancak nar suyunun

prosiyanidin icerigi lizerine literatiirde bir ¢calismaya rastlanmamastir.

Bu calismanin amaci, nar suyunun durultulmasi ve konsantreye islenmesi asamalarinda
prosiyanidin  igerigindeki degisimlerin belirlenmesinin  yaninda, nar suyunun
konsantreye iglenmesi siirecinde prosiyanidin miktar1 ile antioksidan aktivite arasindaki
iligkinin de belirlenmesidir. Bu arastirma ile nar suyu konsantrelerinde gorsel kalite
kaybima neden olan ve bu degerli iiriinlin antioksidan aktivite gibi insan sagligi ve
teknolojik agidan 6nem arz eden niteliklerini etkiledigi diisiiniilen mekanizmalarin daha
iyi anlagilacagi, kontrol altina alinabilecegi ve Onlemlerin gelistirilebilecegi

umulmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

Nar (Punica granatum L.), Punicaceae familyasina ait ekonomik degeri yliksek bir
meyvedir (Aseri vd. 2008). Bilinen en eski meyvelerden biri olan nar, tropik ve
subtropik iklime sahip pek cok iilkede yetisebilmektedir (Kulkarni ve Aradhya 2005,
Sarkhosh vd. 2006). Ayn1 zamanda, sert kislar1 ve kuraklig1 tolere edebilmekte ve ¢6l
kosullarinda bile iiretilebilmektedir (Aseri vd. 2008).

Anavatani Iran’dan Himalayalar’a kadar uzanan bu meyve; Afganistan, Hindistan, ve
Akdeniz iilkelerinde (Tunus, Tiirkiye, Misir, Suriye, Ispanya, Fas) antik ¢aglardan beri
yetistirilmektedir (Sarkhosh vd. 2006, Al-Said vd. 2009). Ayrica, A.B.D.’nin
Kaliforniya eyaletinde, Arjantin, Cin, Japonya ve Rusya’da da yetisebilmektedir
(Kingsly vd. 2006). Hindistan, iran, Cin, Tiirkiye, Afganistan, ispanya, Misir, israil ve
Tunus ayn1 zamanda nar ihra¢ eden lilkeler arasinda yer almaktadir. Bu {ilkelerde ticari
olarak yetistirilen bazi 6nemli nar cesitleri ise; Wonderful (Kaliforniya, A.B.D. ve
Israil), Mollar ve Tendral (Ispanya), Schahvar ve Robab (iran), Hicaznar (Tiirkiye),
Zehri ve Gabsi (Tunus), Alandi ve Ganesh (Hindistan) cesitleridir (http://batem.gov.tr,
2009.

Ulkemizde nar iiretimi Akdeniz, Ege ve Giineydogu Anadolu Bélgelerinde diizenli
plantasyonlar seklinde yapilmaktadir. Buna ilaveten diger bolgelerde de sinir agaci veya
tek agaclar seklinde yetistirilmektedir (http://www.cu.edu.tr, 2009). Nar hasadi,
cesitlere ve bolgelere gore degisse de meyveler genellikle tam olgunluga eristikten
sonra, kabuklar1 saridan parlak kirmiziya dogru bir renk aldiginda yapilmaktadir
(Kulkarni ve Aradhya 2005, Mirdehghan vd. 2007). Genellikle Agustos sonunda
baslayip Kasim ortalarina kadar devam eden nar hasadi, narlarin ¢igceklenmelerinin
farkli zamanlarda olmalar1 nedeniyle, hasat dénemi i¢inde 2-3 defada yapilmaktadir

(http://www.batem.gov.tr, 2009).

Ulkemizde nar iiretimi 1998 yilinda 55 000 ton iken 2008 yil1 nar iiretimi 128 000 tona
ulagsmistir (http://www.tuik.gov.tr, 2009). Nar iiretiminde son bes yildaki artis Cizelge



2.1’ de gosterilmistir. Yas meyve ihracatimizda; nar, 2008 yilinda 4 282 153 kg ve
2009 yilinda 5 813 898 kg ile 6. sirada yer almaktadir (http://www.akib.org.tr, 2009).
En fazla nar ihrag¢ ettigimiz iilkeler arasinda Almanya, Rusya Federasyonu, Hollanda,

Ukrayna ve Yunanistan bulunmaktadir.

Nar iiretimi ile ilgili literatlirde celigkili istatistiki bilgiler bulunmaktadir. Tarim iirtinleri
konusunda en giivenilir istatistiki bilgilerin bulundugu FAO internet sayfasinda nar
dretimi ile ilgili smirlt diizeyde bilgi bulunmaktadir. Burada yer alan bilgilere gore,
2005-2006 yillar1 arasinda iran’in nar iiretiminin 705 bin ton civarinda oldugu
belirtilmektedir. Ayn1 donemde, tim diinyadaki nar iiretiminin ise 1.5 milyon ton
civarda oldugu ve Iran’mn bu iiretimin % 47’sini karsiladig1 belirlenmistir. iran nar
iiretiminin yanisira nar ihracatinda da en fazla paya sahip olarak birinci sirada yer
almaktadir. Nar {iretimi Iran’dan sonra Hindistan, Tiirkiye, Afganistan, Pakistan,
Ispanya ve Cin basta olmak iizere A.B.D., Azerbaycan, Banglades, Ermenistan, Fas,
Fransa, Giircistan, Japonya, Kibris, Libya, Liibnan, Italya, Urdiin, Misir, Miyanmar,
Moritanya, Sudan, Tacikistan, Tunus ve Yunanistan’da da yapilmaktadir (ftp:/ftp.
fao.org, 2010). Bu konuda yaymlanmis diger istatistiki bilgilere ise Tarim ve Kdyisleri
Bakanlig1 Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii internet sayfasindan ulagilmistir
(http://www.batem.gov.tr, 2009). Yazict ve Sahin (2010) tarafindan yayinlanan
calismada, 2004—2006 yillar1 arasinda iiretici tilkelerin farkli yillarda da olsa, nar iiretim
miktarlar1 verilmistir. Bu c¢alismaya gore, diinyada yaklagik 2 milyon ton nar
iiretilmekte olup, bu iiretimin %38’i Hindistan, %34’ Iran, %9’u Cin, %41 Tiirkiye ve
geri kalan %151 de diger iilkeler tarafindan yapilmaktadir. Ulkemizde nar ¢ogunlukla
Akdeniz (%61.8), Ege (%23.3) ve Glineydogu Anadolu (%9.1) bolgelerinde
dretilmektedir. Bu bolgeler arasinda narin en fazla iretildigi i1l ise Antalya’dir
(http://www.tarimmerkezi.com, 2009). Nar iiretiminde Antalya’y1 Icel, Aydin, Denizli,
Hatay ve Siirt takip etmektedir (http://www.batem.gov.tr, 2009).

Ulkemizde birgok nar cesidi yetistirilmektedir. Ulkemizde yetistirilen nar gesitlerinin
bazi kimyasal niteliklerinin belirlenmesi lizerine en kapsamli ¢alisma, Cemeroglu ve
ark. (1994) tarafindan yapilmistir. Yapilan bu ¢aligmada, farkli yorelerden temin edilen
120 6rnegin 86’s1 tatli-mayhos 34’1 ise eksi ¢esit olarak belirlenmistir.



Onur (1982) tarafindan Akdeniz Bolgesi narlari iizerine yapilan bir ¢aligsmada ise, 72 tip
nar belirlenmistir. Ancak, bu 72 tip nar igerisinden 5’1 tatli, 7’si mayhos ve 7’si eksi
olmak iizere toplam 19 c¢esidin nar suyu {retim teknolojisine uygun oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 2.1 Ulkemizde nar iiretiminin son bes yildaki degisimi (http://www.tuik.gov.tr,

2009)
Yil Nar iiretimi (ton)
2004 73 000
2005 80 000
2006 90 737
2007 106 560
2008 127 760

Narlarin kimyasal bilesimleri; bolge, iklim, ¢esit, olgunluk diizeyi ve depolamaya baglh
olarak degigsmektedir. Olgunlagmis narlar genellikle, kabuk rengi, meyve suyu rengi ve
asitliklerine gore degerlendirilmektedirler (Al-Said vd.. 2009). Nar kabugunun kirmizi
rengi albeni agisindan, danelerinin koyu kirmizi renkleri de nar suyunun rengi agisindan
onemlidir. Narin yenebilen kismi, yani daneleri, biitin meyvenin %52’sini
olusturmaktadir. Danenin ise %78’ini meyve eti, %22’sini ¢ekirdekler olusturmaktadir
(Kulkarni ve Aradhya 2005). Narin bilesim unsurlariin bir ¢cogunun genis bir degisim
aralig1 bulunmaktadir (Cizelge 2.2). Bu genis degisim araligina sahip bilesim unsurlari
arasinda en belirgin olanlardan birisi de titrasyon asitligidir. Asit miktar1 ve bununla
iligkili olarak da “seker:asit” dengesi meyve suyu teknolojisi ve tiiketici begenisi

acisindan oldukg¢a 6nem tagimaktadir (Cemeroglu vd.. 1994).

Nar sular titrasyon asitligi degerlerine gore; %1’den az olanlar “tatli narlar”, %1-2
olanlar “mayhos narlar”, %2’den fazla olanlar “eksi narlar” olarak gruplandirilmaktadir
(Onur vd. 1999). Cemeroglu vd. (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise narlar,
“asitce zengin” ve “asitce fakir” olmak tlizere iki gruba ayrilmaktadir. Bu gruplandirma
ise “ratio degeri” (Briks/titrasyon asitligi, %) temel alinarak yapilmistir. Ratio degeri
15:1’in tistiinde olanlar “asit¢e fakir” (tatli-mayhos), altinda olanlar ise “asit¢e zengin”

(eksi) olarak nitelendirilmektedir. Tatli mayhos grupta olan gesitlerin titrasyon asitligi



degerleri 2.0-7.9 g/L ve suda ¢oziiniir kuru maddeleri 13.2—-18.7 °Bx arasinda iken, eksi
cesitlerde bu degerler sirastile 11.1-55.1 g/L ile 13.6-18.6 °Bx arasinda degismektedir.

Cizelge 2.2 Nar suyunun bilesimi (Cemeroglu vd. 1994)

Bilesim 6geleri Brim  Minumum Maksimum Ortalama
Bagil yogunluk (20°/20°C) 1.054 1.079 1.068
Briks g/100g 13.20 18.70 16.30
Titrasyon asitligi (sitrik) g/L 2.0 55.20 8.58
Sitrik asit g/L 0.09 32.80 5.39
L- Malik asit g/L 0.00 2.83 0.87
D- Izositrik asit mg/L 13.90 186 54.90
Ph Degeri 2.40 4.41 3.58
Kiil g/L 2.370 6.110 3.907
Glukoz g/L 47.10 82.70 64.80
Fruktoz g/L 51.70 97.80 71.50
Indirgen seker g/L 110.40 194.20 153.20

Nitelikli bir nar suyunun fazla buruk olmayan, uygun seker asit dengesine sahip ve koyu
renkli olmasi gerekmektedir. Bu nedenle meyve suyuna koyu renkli ve mayhos
cesitlerin islenmesi, presleme sirasinda meyvenin icindeki mezokarp uzantilarinin
uzaklastirilmasi ve asir1 basing uygulamasindan kaginilmasi 6nerilmektedir (Cemeroglu
2004). Nar suyu iretiminde randiman %354’e ulasabilmektedir. Ancak asir1 basing
uygulanarak iiretilen nar suyu, icerdigi fenolik bilesikler nedeniyle olduk¢a buruk bir
tada sahip olmaktadir (Vardin ve Fenercioglu 2003). Nar suyu liretiminde gosterilecek
biitlin titizlie ragmen, meyve suyu kendine 6zgii buruk bir lezzet tagimaktadir. Bu
buruk lezzet ise 6zellikle tanen niteligindeki, yani proteinleri ¢oktiirme 6zelligi gosteren

polifenollerden kaynaklanmaktadir (Cemeroglu 2004).

Yiiksek molekiil agirligina sahip polifenoller (tanenler); kondense tanenler

(proantosiyanidinler) ve hidroliz olabilen tanenler (ellajitanenler ve gallotanenler)



olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir (Seeram vd. 2005a). Proantosiyanidinler, diger
adiyla kondense tanenler, dogada yaygin olarak bulunan kompleks yapidaki fenolik
bilesiklerdir. Kondense tanenler, daha ¢ok meyve yiizeyi ve kabukta bulunurken kismen
de meyve etinde bulunmaktadir (Shahidi ve Naczk 1995). Bu bilesikler, baslica yapitasi
(+)-katesin ve (—)-epikatesin olan monomerik flavan-3-ol {initelerinden olusmaktadir
(Ling vd. 2005). Proantosiyanidinler, 2 ile 50 veya daha fazla flavonoid {initesinin
(Sekil 2.1) karbon-karbon bagiyla baglanmasiyla olusmaktadir (Bors vd. 2002). Flavan
tiniteleri arasindaki bu baglar, temelde C4—C8 tipi baglanmalar olsa da C4-C6 tipi
baglanmalar da mevcuttur ve bu baglanmalar polimerin dallanma derecesini
arttirmaktadir (Haslam vd. 1998). C4-C8 ve C4-C6 tipi baglanmalar sekil 2.2’de
gosterilmektedir. Xie vd. (2005) tarafindan yapilan bir calismada, flavan-3-ol
initelerinin C4 “lst” ve C8 “alt” ya da C6 “baslatic1” iiniteleri arasindaki tekli baglarla
genislemesi ile olusan polimer ya da oligomerler B tipi proantosiyanidinler olarak
tanimlanmaktadir. Alt tinitenin A halkasindaki bir hidroksil grubuyla iist iinitedeki C-2
arasindaki ikincil eter bagma sahip olanlar ise A tipi proantosiyanidinler olarak

adlandirilmaktadir.

Baz1 gidalar, sadece monomerik flavan-3-ol [(-)-epikatesinin baskin oldugu] ve dimerik
proantosiyanidinleri icerirken, pek ¢ok gida polimerizasyon derecesi 1 ile 10 arasinda
ya da daha fazla olan oligomerleri icermektedir (Aron vd. 2008). Coziinebilir
proantosiyanidin polimerlerinin ortalama molekiil agirliklarinin genellikle 1000-6000
Da arasinda oldugu belirlenmistir (Dixon vd. 2005). Meyvelerden izole edilen
prosiyanidinlerin  ortalama molekiill agirliklar1 ise, 20004000 Da arasinda
degismektedir (Shahidi ve Naczk 1995). Bununla birlikte bazi bitkisel dokularda,
molekiil agirliklar1 20000 Da’a ulasan proantosiyanidinler bulunmakta ve bu
biiytikliikteki proantosiyanidinler yaklasik 40 flavan-3-ol {initesinden olusmaktadir
(Haslam vd. 1998). Peleg vd. (1999) tarafindan yapilan bir g¢alismada, molekiil
agirhigmin flavonoidlerin duyusal 6zellikleri olan acilik ve burukluk iizerine etkili temel

faktor oldugu belirlenmistir.
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Sekil 2.1 Proantosiyanidin yapilar1 (Dixon vd. 2004)



Sekil 2.2 Proantosiyanidin baglanma tipleri (Aron ve Kennedy 2008)

Molekiill agirligr artttkgca aciligin  azaldigi, buna karsin  buruklugun artti
bildirilmektedir. Monomer yapidaki proantosiyanidinlerde acilik burukluktan daha
baskinken, trimer yapilarda ise burukluk daha baskin olarak algilanmaktadir (Peleg vd.
1999). Acilik ve burukluga ilaveten, prosiyanidinler; bira, meyve suyu ve meyve suyu
konsantrelerinde bulaniklik olusumunda da etkili olmaktadirlar. Nitekim, birada
serbetci otu ve malt prosiyanidinleri, 6zellikle de prosiyanidin B3 ve B4 dimerleri
bulaniklik olusumu {izerine 6nemli oranda etkili olmaktadirlar (Shahidi ve Naczk

1995).

Proantosiyanidinler hidroksilasyon diizenlerine gore cesitli alt gruplara ayrilmaktadir.
Bu gruplar; propelargonidin, prosiyanidin, prodelfinidin, proguibourtinidin,
profisetinidin, prorobinetinidin, proteracacidin (sadece sentetik), promelacacidin,
proapigeninidin ve proluteolinidin olarak adlandirilmaktadir. Ayrica, bu gruplara
ilaveten procassinidin, protricetinidin, prodistenidin, propeltogynidin ve promopanidin
alt gruplar1 da bulunmaktadir (Sekil 2.3). Tiim bu proantosiyanin gruplar igerisinde en

yaygin olarak bulunan grup ise prosiyanidinlerdir (Bruyne vd. 1999, Xie vd. 2005).

Prosiyanidinler, genellikle C4—C8 ve/veya C4—C6 baglari ile bir araya gelen (+)-
katesin ve/veya (-)-epikatesin iinitelerinden olusan oligomer veya polimerlerdir (Gu vd.

2002). Monomerik {initeleri birlestiren baglar, acilik ve burukluk gibi iki duyusal 6zellik



lizerine etkili olmaktadirlar (Peleg vd. 1999). Ornegin, 4—6 bagi ile baglanmis katesin-
katesin dimeri, katesin-(4—8)-katesin ve katesin-(4—8)-epikatesin dimerlerinden daha
acidir ve katesin-(4—8)-katesin dimerleri, katesin-(4—6)-katesin ya da katesin-(4—8)-
epikatesin dimerlerinden daha az buruktur (Peleg vd. 1999).
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Sekil 2.3 Proantosiyanidinlerin alt gruplar1 (Aron ve Kennedy 2008)

Prosiyanidinler kirmizi sarap (Alen-Ruiz vd. 2009), elma (Khanizadeh vd. 2008), cay
(Kuroda vd. 1999, Luximon-Ramma vd. 2005), kakao (Adamson vd. 1999, Gu vd.
2006), ¢ikolata (Counet ve Collin 2003, Gu vd. 2006), iiziimsii meyveler (Rithnen vd.
2005) ve tliziimde (Spanos ve Wrolstad 1990) yaygin olarak bulunmaktadir. Bu {irlinler
arasinda en fazla prosiyanidini kakao ve kakaodan yapilmis ¢ikolata (3.8-4.9 g/kg)
icermektedir. Bunu elma suyu (0.5-1 g/L), kirmizi sarap (0.2 g/L) ve cranberry suyu
(0.1 g/L) izlemektedir (Counet and Collin 2003). Ayrica, prosiyanidinler kirmizi
saraplarda 42-55 mg/L. (Alen-Ruiz vd. 2009), siyah cayda 25-74 g/kg kuru agirlik
(Luximon-Ramma vd. 2005), yesil ¢ayda 3 mg/L (Kuroda vd. 1999), elmada (kabuksuz)
119-300 mg/kg ve elma kabugunda 452-920 mg/kg diizeyinde bulunmaktadir
(Khanizadeh vd. 2008). Bazi kaynaklarda Cranberry turna yemisi, blueberry mavi
yemis, lingonberry kekre yemis ve bilberry ¢oban {iziimii olarak adlandirilsa da pek ¢ok
kaynakta tiim bu tiirler Tiirkgeye “yaban mersini” olarak ¢evrilmektedir. Calismamizda,
herhangi bir yanlis anlasilmaya yol agmamak i¢in, ¢eviriden kac¢iilmis ve liziimsi

meyvelerin orijinal Ingilizce adlar1 kullanilmistir.

Gu vd. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada dondurarak kurutulmus kakao, dar1 kepegi

ve yaban mersinlerinin polimerizasyon diizeylerine gore prosiyanidin miktarlar:
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belirlenmis ve toplam prosiyanidin miktarlar;; lowbush blueberryde 20 g/kg,
cranberryde 33 g/kg, kahverengi dar1 kepeginde 47 g/kg ve kakaoda 98 g/kg olarak
bulunmustur. Siitlii ¢ikolatada toplam prosiyanidin icerigi 0.7 g/kg iken siyah ¢ikolatada
1.7 g/kg, cikolata likoriinde ise 15.8 g/kg diizeyinde belirlenmistir (Adamson vd. 1999).
Buna karsin, Gu vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada da toplam prosiyanidin
icerikleri siitlii ¢ikolatada 3.1 g/kg, siyah cikolatada 20 g/kg, tatlandirilmamis ¢ikolatada
ise 25 g/kg diizeyinde belirlenmistir. Uziimlerde yapilan bir ¢aligmada ise, beyaz {iziim
cesitleri arasinda Seyval, Niagara ve Vincent gesitleri en fazla prosiyanidin igerigine
sahipken, Elvira ve Chardonnay cesitlerinin en fazla katesin icerigine sahip olduklari

belirlenmistir (Fuleki vd. 2003).

Polifenollerin 6nemli bir boliimii, ¢esitli analiz yontemleriyle belirlenebilecek giiclii
antioksidan aktiviteye sahiplerdir (Bors vd. 2002). Polifenoller arasinda en fazla
antioksidan aktiviteye sahip bilesikler ise prosiyanidinlerdir (Puiggros vd. 2005). Bu
Ozelliklerinin yani1 sira antibakteriyel, antiviral, antikarsinojenik, antiinflamatuvar
(iltihap oOnleyici) ve antiallerjik 6zelliklere de sahip olduklari diisiiniilmektedir. Ayrica
lipit peroksidasyonunu, kilcal damar gegirgenligini ve trombosit birikimini
engelleyebilmektedirler. Buna ilaveten fosfolipaz A2, lipoksigenaz ve siklooksijenaz
enzimlerinin aktivitelerini de sinirlandirabildikleri bildirilmektedir (Fine 2000). Bu
aktiviteler icinde prosiyanidinlerin en Onemli oOzelligi antioksidan aktivite olup,
prosiyanidinler hiicrede, protein ve lipit oksidasyonunu Onleyerek kalp hastaliklar1 ve

kanser gibi kronik hastaliklara yakalanma riskini azaltmaktadirlar (Faria vd. 2006).

Lipitlerin oksidasyonu; baslama (initiation), gelisme (propogation) ve sonug
(termination) olarak adlandirilan {i¢ asamada gerceklesmektedir. Baslama asamasinda
alkil (2.1), alkoksi (2.2) ve peroksi (2.3) radikalleri olusmaktadir (Jadhav vd. 1996).
Oksidasyonun gelisme asamasinda, oksijen molekiiler formda baglanarak aktif peroksi
radikaller (2.4) ve hidrojen atomu uzaklastirilarak peroksitler (2.5) olusmaktadir
(Gordon 2000). Sonu¢ asamasinda ise, doymamis yaglarin miktarindaki azalig ile
radikaller birbirlerine baglanarak radikal olmayan stabil {irtinler (2.6, 2.7, 2.8)
olugsmaktadir (Jadhav vd. 1996).
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Baglama RH — R*+ H* (2.1)

ROOH — RO*+ HO* (2.2)
2ROOH — RO* + ROO* + H,0O (2.3)
Gelisme R* + O,— ROO* (2.4)
ROO* +RH — ROOH + R* (2.5)
Sonug R*+R* —- R—R (2.6)
R* + ROO* — ROOR 2.7)
ROO* + ROO* — ROOR + O, (2.8)

Lipit oksidasyonlarini serbest radikallerin yani sira Fe, Cu ve Co gibi ge¢is metalleri de
katalizlemektedir. Bu metal iyonlar1 elektron vericisi gibi davranarak alkoksi (2.9) ve

alkil (2.10) radikallerin olusumunda gorev almaktadir (Gordon 2000).

ROOH + M™— RO* + ‘OH + M®** (2.9)
RH + M®D* — R* + H + M™ (2.10)

Oksidasyon, temel hiicresel faaliyetlerin gergeklesebilmesi i¢in gerekli olan enerjinin
saglandigi metabolik bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Ancak bu siire¢ sonucunda
kanser ve kalp damar hastaliklar1 gibi bir¢cok kronik hastaligin baglamasina neden olan
serbest radikaller de olusmaktadir (Murthy vd. 2002). Serbest radikaller ayrica
yaslanma, diyabet, bagisiklik sistemi bozuklugu (otoimmiin) ve parkinson, alzheimer
gibi sinir sistemine yonelik hastaliklarin olusumunda da etkili olmaktadirlar (Ratnam
vd. 2006). Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmeyen elektronla bagimsiz bir
grup olusturmakta ve hizli bir sekilde reaksiyona girmektedirler (Altinigne 2002).
Yapisinda oksijen bulunan bu serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS, Reactive
Oxygen Species) olarak adlandirilmaktadir (Murthy vd. 2002). Reaktif oksijen tiirleri
terimi, hem oksijen radikallerini hem de oksijenin radikal olmayan tiirevlerini
kapsamaktadir (Cemeroglu vd. 2009). Reaktif oksijen tiirlerinin ¢ogu hiicrede

mitakontriyel solunum zinciri tarafindan tretilmektedir (Robert vd. 2009). Reaktif
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oksijen tiirleri igerisinde; peroksitler , molekiiler oksijen ve ozon radikal olmayan
reaktif oksijen tilirleri arasinda yer alirken siiperoksit ayonu, hidroksi, peroksi, alkoksi
ve hidroperoksi bilesikleri radikal grupta yer almaktadir (Cemeroglu vd. 2009). Gerek

radikal gerekse radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3 Reaktif oksijen tiirleri (Yanishlieva 2000, Cemeroglu vd. 2009).

Radikal bilesikler Radikal olmayan bilesikler

0, stiperoksit H,0, hidrojen peroksit

HO*  hidroksil radikali 0, molekiiler oksijen

HO,*  hidroperoksili LOOH lipit hidroperoksit

L* lipit radikali Fe=0O demir-oksijen kompleksi
LO,* lipit peroksil radikali 0O; ozon

LO* lipit alkoksil radikali

Reaktif oksijen tiirlerinin temelini hiicre icinde iiretilen siiperoksit radikal iyonlar
olusturmaktadir (Bartosz 2009). Siiperoksit radikalleri ise 2 adet eslesmemis elektronu
bulunan triplet oksijenden kimyasal veya ezimatik yolla olugmaktadir (Cemeroglu vd.
2009). Bu radikaller, metal iyonlar1 ve demir-siilfiir kompleksleri ile reaksiyona girerek
hem indirgen hem de yiikseltgen 6zellik gostermektedirler. Siiperoksit ve nitrik oksitin
reaksiyonu sonucu giiclii bir oksitleme 6zelligi olan peroksit olugsmaktadir. Peroksi
radikalleri, yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda triplet oksijenin alkil radikalle
reaksiyonu sonucunda olusurken, hidroperoksi radikali ise hidrojen peroksitin hidroksi
radikal ile reaksiyonu sonucu olusmaktadir (Cemeroglu vd. 2009). En reaktif tiir olan
hidroksil radikali ise, H,O,’in gecis metal iyonlariyla (demir ozellikle, fenton
reaksiyonu) reaksiyonu sonucu olusmaktadir (Bartosz 2009). Bu serbest radikaller,
doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek lipitlerin peroksidasyonuna, protein ve
DNA’nin (Deoksiriboniikleik asit, Deoxyribonucleic acid) zarar gormesine neden
olarak hiicrenin inaktivasyonuna neden olmaktadirlar (Murthy vd. 2002). Bu nedenle
hiicrelerdeki lipit peroksidasyonunu Onleyen dogal antioksidanlar son yillarda biiyiik

onem kazanmastir.
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Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere iki temel
gruba ayrilmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD, superoxide dismutase), glutatiyon
peroksidaz (GPx, Glutathione peroxidase) ve katalaz en Onemli enzimatik
antioksidanlar arasinda yer almaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda ise
askorbik asit, vitamin E, CoQ,o , karotenoitler ve en biiyiik grup olarak da polifenoller
yer almaktadir. Antioksidanlar, etki mekanizmalarina gore ise birincil (zincir kiric) ve
ikincil (6nleyici) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Rajalakshmi ve Narasimhan

1996). Baz1 antioksidanlarin etki mekanizmalar1 Cizelge 2.4’de gosterilmistir.

Birincil antioksidanlar, hidrojen veya elektron vericisi gibi davranarak serbest
radikallerin zincir reaksiyonlarint durdurmakta ve onlar1 daha stabil iriinlere
doniistiirmektedir (Yanishlieva 2000). Cok diisiik konsantrasyonlarda bile etkili olabilen
bu antioksidan grubu icerisinde fenolik bilesikler de yer almaktadir. Birincil
antioksidanlar, bir serbest yag radikaliyle (2.11) reaksiyona girerek baslangic
basamagini yavaslatabilmekte veya Onleyebilmektedirler. Reaksiyonun geligme
basamagini ise peroksi (2.12) veya alkoksi (2.13) radikalleriyle reaksiyona girerek ya da
peroksi-antioksidan bilesikleri (2.14, 2.15) olusturarak engelleyebilmektedirler
(Rajalakshmi ve Narasimhan 1996).

AH+L* — A*+LH 2.11)
AH +LOO* — A* + LOOH (2.12)
AH+LO* — A*+LOH (2.13)
A* +LOO* — LOOA (2.14)
A*+LO* — LOA (2.15)

Ikincil ya da bir diger adiyla onleyici antioksidanlar ise aktif tiirlerin etkinligini
durdurarak oksidasyon hizim1 azaltmakta ve serbest radikallerin olusumunu

onlemektedirler (Yanishlieva 2000).
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Cizelge 2.4 Baz1 antioksidanlar ve etki mekanizmalar1 (Ratnam vd. 2006)

Antioksidan Etki Mekanizmast

SOD Stiperoksitin H,O-’e doniistimiinii engeller
CAT H,0O,’ i su ve molekiiler oksijene parcalar
Vitamin C Siiperoksit anyonunu uzaklastirir

Likopen Singlet oksijeni baglar

CoQqo Lipit peroksidasyonunu engeller

I3C Serbest radikal iiretimini baskilar
Genistein H,05’1 uzaklagtirir

Kuersetin H,0,’ i uzaklastirir

EGCG Metallerle kelat olusturur

Stiperoksit, HO,, OH, molekiiler oksijeni uzaklastirir
Vitamin E Stiperoksit anyonunu uzaklastirir

Lipit peroksidasyonunu engeller

SOD: siiperoksit dismutaz, CAT: katalaz, CoQio: koenzim Q, I3C: indol-3-karbinol, EGCG:
epigallokatesin-3-O- gallat

Prosiyanidinler ortamda bulunan serbest radikallerle reaksiyona girerek, onlarin serbest
yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan zincir reaksiyonlarina girmesini
engellemektedirler. Ayrica, ortamda bulanan metallerle (bakir ve demir gibi) kelat
olusturarak metallerin katalize ettikleri lipit oksidasyonlarin1 da dnlemektedirler (Ling
vd. 2005). Bazi prosiyanidinler kaynaklar1 ve etki mekanizmalariyla birlikte Cizelge
2.5 de gosterilmektedir.

Prosiyanidinlerin antioksidan aktiviteleri molekiil agirliklar1 ve kompozisyonlarina gore
degismektedir. Molar konsantrasyon ilkesine gore, en fazla antioksidan aktiviteyi
polimerik prosiyanidinler ve onu takiben oligomerik prosiyanidinler gdstermektedir.
Yani katesinler, oligomer ve polimerlerine gore daha az antioksidan aktivite

gostermektedir (Spranger vd. 2008).
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Cizelge 2.5 Baz1 prosiyanidinlerin kaynaklari ve etki mekanizmalar: ( Aron vd. 2008)

Prosiyanidin kaynagi Etki mekanizmasi

Yesil ve siyah cay Peroksinitriti uzaklastirir.
Ke¢iboynuzu tohum kabugu Lipit peroksidasyonunu engeller.
Lingonberry Lipit peroksidasyonunu engeller.
Kirmiz sarap Peroksinitriti uzaklastirir.
Lipit peroksidasyonunun derecesini azaltir.
Uziim cekirdegi Sertbest radikallere kars1 koruyucudur.
Oksidatif strese karsi koruyucudur.
Demirle kelat olusturabilir.
Peroksinitrit yikimindan korur.
H,0,, hidroksil radikal ve siiperoksiti uzaklastirir.

Lipit ve protein peroksidasyonunu azaltir.

Counet ve Collin (2003), prosiyanidinlerdeki katesin ve/veya epikatesin {initelerinin
artmasiyla antioksidan aktivitenin arttigmi bildirmektedir. Riihinen vd. (2005) yabani
olarak yetisen liziimsli meyvelerde (Vaccinium) bulunan monomerik katesin, dimerik ve
trimerik prosiyanidinleri ekstrakte edip, bu bilesenlerin antioksidan aktivitelerini
belirlemislerdir. Incelenen 4 farkli iiziimsii meyvede oligomerik prosiyanidinler (dimer
ve trimer), monomerik katesinlere gore ¢ok daha fazla miktarlarda bulunmustur. DPPH
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) yontemiyle yapilan antioksidan aktivite testinde, 3
farkl1 {iziimsii meyvede (lingonberry, cranberry ve bog whortleberry) gerek monomerik
katesinlerin gerekse de oligomerik prosiyanidinlerin yiiksek diizeyde serbest radikali
tuttuklarini, yani yiiksek diizeyde antioksidan aktivite gosterdiklerini saptamislardir.
Aragtiricilar  liziimsii meyvelerin antioksidan aktivitesinin monomerik katesin ve

oligomerik prosiyanidinlerden kaynaklandigini belirlemislerdir.

Counet ve Collin (2003), siyah ¢ikolatadan prosiyanidinleri farkli ¢6zgenleri kullanarak
ekstrakte edip, tanimlamislardir. Ekstraksiyonda kullandiklar1 ¢o6zgenler arasinda,
aseton/su/asetik asit karisiminin prosiyanidinlerin ekstraksiyonunda en etkili ¢ézgen
oldugunu saptamiglardir. Elde ettikleri prosiyanidin fraksiyonlarinin antioksidan

aktivitelerini dlgmiisler ve en fazla antioksidan aktiviteyi 3 ya da daha fazla katesin
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ve/veya epikatesin iceren prosiyanidin oligomerlerinde saptamislardir. Arastiricilar,
cikolatada saptadiklar1 antioksidan aktivitenin Onemli boliimiinii prosiyanidinlerin
olusturdugunu, bir kisim (%32) antioksidan aktivitenin ise esmerlesme reaksiyonlari
sonucu olusan melanoidin pigmentleri ile diisiik molekiil agirlikli (MA<3500) fenolik

bilesiklerden kaynaklandigini saptamiglardir.

Faria vd. (2006) iiziim cekirdeklerinden ekstrakte ettikleri 5 farkli prosiyanidin
fraksiyonunun  antiradikal  ozellikleri ile indirgenme giiclinii  belirleyerek,
prosiyanidinlerin antioksidan aktivitelerini belirlemislerdir. DPPH ve FRAP (Ferric ion
Reducing Antioxidant Parameter) yontemleriyle yapilan antioksidan aktivite
analizlerinde, bu 5 fraksiyonun da 6nemli diizeyde antioksidan aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. Prosiyanidin fraksiyonlar1 arasinda ise, antioksidan aktivite bakimindan
onemli farklar bulunmamistir. Benzer bir ¢aligmada, liziim ¢ekirdeginden elde edilen
prosiyanidin ekstraktinin da 6nemli diizeyde antioksidan aktivite igerdigi saptanmistir
(Puiggros vd. 2005). Ling vd. (2005) tarafindan yapilan bir calismada Cin’de yetisen
lotus bitkisinden ilk kez prosiyanidinler ekstrakte edilmis ve Sephadex LH-20 kolon
kromatografisi kullanilarak, prosiyanidinler saflagtirtlmisdir. Bu c¢aligmada, 9%0.1
konsantrasyondaki prosiyanidinlerin soya yaginda yaygin olarak kullanilan ve yapay bir
antioksidan olan BHT (biitillenmis hidroksi toluen, butilated hydroxy toluen)’den ¢ok
daha giiclii antioksidan aktivite gosterdigi saptanmustir. Ayrica, 62.5 pg/mL
konsantrasyonda, prosiyanidinlerin soya yaginda bulunan ve oksidasyona neden olan

lipoksigenaz enziminin aktivitesini %90 oraninda inhibe ettigi belirlenmistir.

Adamson vd. (1999) kakaoca zengin ¢ikolata ve likorlerde antioksidan aktiviteyi
Olgmiisler ve bu iiriinlerde antioksidan aktivitenin kaynaginin prosiyanidinler oldugunu
bulmuslardir. Bu c¢alismada, prosiyanidin miktar1 arttik¢a, antioksidan aktivitenin de
dogrusal (r=0.994) olarak arttig1 saptanmistir. Kakaodaki prosiyanidin igerigi ile ORAC
degerleri arasindaki bu yakin korelasyon, kakaonun antioksidan aktivitesine temel
katkinin prosiyanidinlerden kaynaklandigini gostermektedir. Gu vd. (2006), kakao ve
cikolatadaki prosiyanidin miktar1 ile antioksidan aktiviteyi belirlemislerdir. Bu
calismaya bagli olarak dogal kakao, alkali uygulanmis kakao, tatlandirilmamis cikolata

ve siitli ¢ikolatanin prosiyanidin igerikleri sirasiyla; 40.8, 8.9, 22.3 ve 2.7 g/kg
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diizeyinde bulunmustur. Buna karsin, bu iiriinlerin antioksidan igerigini de sirasiyla;
826, 402, 496, 80 umol troloks esdegeri/g olarak saptamislardir. Bu sonuglar, kakao ve
cikolatadaki antioksidan aktivitenin prosiyanidinlerden kaynaklandigini goéstermektir.
Bu iirlinlerdeki prosiyanidin igerigi ile antioksidan aktivite arasindaki korelasyon
katsayisi, 1=0.92 olarak bulunmustur. Ayrica bu c¢alismada kakaoya alkali
uygulamasinin, prosiyanidin icerigini ve antioksidan aktivite diizeyini disiirdiigi

saptanmistir.

Prosiyanidinlerin polimerik formlar1 bir ¢ok gidada, oligomerik formlarindan daha fazla
miktarda bulunmaktadir (Gu vd. 2002). Polimerik fraksiyonlar, liziimlerde ¢eside baglh
olarak ¢ekirdekte %77-85 ve kabukta %91-99 oraninda bulunmaktadir (Hammerstone
vd. 1999). Toplam prosiyanidin miktarlarindaki monomer {initelerinin orani ise Red
Delicious ve Granny Smith ¢esidi elmalarda yaklasik %14, Mcintosh’da %9 ve Golden
Delicious’da %10 olarak belirlenmistir (Hammerstone vd. 2000). Uziim cekirdeklerinde
bulunan oligomerik prosiyanidinlerin polimerizasyon derecesi 2 ile 18 arasindayken,
polimerik prosiyanidinlerin polimerizasyon derecesi 12 ile 37 arasinda degismektedir
(Spranger vd. 2008). Abe vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada, olgunlagsmamis
elmalarda prosiyanidin tetramer ve pentamer yapilariin [epikatesin-(43—6)-epikatesin-
(4 Bp—8)-epikatesin-(4 B—8)-epikatesin | ve [epikatesin-(4 Pp—8)-epikatesin-(4 f—8)-
epikatesin-(4 P—8)-epikatesin-(4 P—8)-epikatesin] seklinde oldugu belirlenmistir.
Buna ilaveten, ayni polimerizasyon derecesine sahip prosiyanidin oligomerlerinin
flavonoid tiniteleri arasi1 farkli baglanma pozisyonlarinin fizyolojik fonksiyonlar

tizerinde etkili olabilecegi bildirilmektedir.

Hammerstone vd. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, g¢ikolata ve kakaonun 2 ile
10 arasinda monomerik ve oligomerik prosiyanidin tnitesi igerdigi saptanmustir.
Uziimsii meyveler icerisinde de hem kiiltir hem de yabani chokeberrylerde
monomerden hekzamere kadar proantosiyanidinlerin bulundugu ve onemli derecede
kanserden koruyucu etkiye sahip olduklari belirlenmistir (Sueiro vd. 2006). Uziim
cekirdegi prosiyanidinleri, C vitamini gibi iyi bilinen antioksidanlardan daha fazla
antioksidan aktiviteye sahiptir ve antioksidan aktiviteleri polimerizasyon derecesiyle

dogru orantili olarak degismektedir (Spranger vd. 2008). Prosiyaninlerce zengin (%74.3
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prosiyanidin) iiziim ¢ekirdegi ekstratt LDL oksidasyonunu azaltmaktadir (Yamakoshi
vd. 2002). Ayn1 sekilde, prosiyaninlerce zengin (5.3 mg/g) ¢ikolata da yiiksek diizeyde
antioksidan aktivite igermekte ve bu aktivite sonucu lipit oksidasyonu azalmaktadir
(Wang vd. 2000). Ayrica, oligomerik ¢ikolata ve kakao prosiyanidinleri de LDL

oksidasyonunu engellemektedir (Pearson vd. 2001).

Paixao vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, toplam fenolik madde bakimindan
kirmizi, pembe ve beyaz saraplar karsilastirilmis ve kirmiz1 saraplarda toplam fenolik
madde igeriginin ve buna bagl olarak da antiradikal aktivitenin daha fazla oldugu
belirlenmistir. Tayland’da meyve suyu ve sarap iiretiminde kullanilan Mao bitkisinin
cekirdek ve posasi ¢ok miktarda polifenol ve proantosiyanidin igermektedir. Bu bitkinin
sahip oldugu antioksidan aktivitenin standart troloksdan ¢ok daha ytiksek oldugu ve lipit
peroksidasonunu Onleme etkisinin de Tlziim c¢ekirdegininki kadar giiclii oldugu

belirlenmistir (Puangpronpitag vd. 2008).

Uziim ¢ekirdegi ekstraktinin farelere giinde iki kere oral yolla 300 mg/kg diizeyinde
verildigi caligmalar sonucunda, monomerik katesinlerin ve trimer yapilarina kadar
proantosiyanidinlerin sindirim sistemi tarafindan absorbe edilip kan ve idrara gegtikleri
belirlenmistir. Bu c¢alismada, farelerin beyinlerinde konjuge olmamis katesin ve
epikatesin tinitelerinin biyolojik olarak kullanilabilir oldugu belirlenmistir. Yine ayni
caligmada, liziim c¢ekirdegi katesinlerinin sinir sistemini koruyucu etki yapabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica liziim ¢ekirdegi, yaban mersini ve ali¢ proantosiyanidinlerinin
kalp-damar hastaliklarina ve kadinlarda idrar yolu enfeksiyonlarina karsi koruyucu
etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir (Prasain vd. 2008). Faria vd. (2006) tarafindan
yapilan bir ¢calismada da katesin ve bazi prosiyanidin fraksiyonlarmin insanlarda meme
kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyen bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Yapilan bu calismaya gore, prosiyanidinlerin meme kanserini onleyebilecegi ve/veya

tedavi edebilecegi diisliniilmektedir.

Blueberry suyu iiretimindeki yan iirlinlerin ise kroner kalp hastaliklari, tip II diyabet ve

obeziteye karsi koruyucu etki gosteren prosiyanidinler acgisindan zengin oldugu
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belirlenmistir. Ayrica, blueberry posasindaki prosiyanidinlerin ¢ogunun, biiyiik molekiil
agirlikli olmalarina ragmen daha az absorbe edildigi ve daha kii¢iik molekiil agirlikli
olan monomer ve dimerlerle karsilastirildigi zaman daha az biyoetkinlik gosterdikleri
belirtilmektedir (Khanal vd. 2009). Lowbush blueberrylerin de sahip olduklari
fitosterol, fenolik asit, flavan-3-ol, antosiyanin ve oligomerik proantosiyanidinler gibi
bilesikler sayesinde kanseri baslangic, ilerleme ve ileri asamalarinda da korucuyu etkiye

sahip olduklar1 bildirilmektedir (Kraft vd. 2005).

Ramma vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, taze cay yapraklarinin siyah caya
gore; gerek toplam fenolik madde, flavonoid ve proantosiyanidin miktarlarinin gerekse
de antioksidan aktivitelerinin daha yliksek oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten sahip
olduklar1 bu antioksidan aktivitenin felg, kroner kalp hastaliklar1 ve bazi kanser tiplerini
engelleyebilecegi diistiniilmektedir. Ohno vd. (1995) tarafindan yapilan ¢alismada, cay
tiketiminin kadinlarda akciger kanserini Oonlemede koruyucu etkiye sahip oldugu
bildirilmektedir. Ayrica, proantosiyanidinlerin ciltten su kaybini 6nlemede etkili oldugu
(Deters vd. 2001) ve iiziim proantosiyanidinlerinin gilinesin zararli etkilerine karsi
koruyucu etkiye sahip olduklar1 bildirilmektedir (Bagchi vd. 2000). Bazi
proantosiyanidinlerin ve flavan-3-ol monomerlerinin koruyucu etkileri de Cizelge

2.6’da gosterilmistir.

Oszmianski vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢aligmada da Idared ve Shampion ¢esidi
elmalardan elde edilen pirelerde toplam fenolik madde miktarlart belirlenmis,
Shampion ¢esidi elmalardan elde edilen piirede; toplam fenolik madde miktar: (142
mg/100g) ve prosiyanidin B2 konsantrasyonunun (17.3 mg/100g) daha yiiksek oldugu
ve polimerik prosiyanidinlerin toplam polifenolerin %41’ini olusturdugu bulunmustur.
Bu calismanin sonucunda, elma piiresinin dogal antioksidanlar, 6zellikle klorojenik asit
ve prosiyanidinlerce zengin oldugu belirlenmistir. Ayrica, toplam fenolik miktarinin
ozellikle polimerize prosiyanidin miktarlarinin, elma piiresi hazirlama metodu ve
depolama siiresine gore degistigi ve buna bagli olarak radikalleri uzaklagtirma

aktivitesinin de degisebilecegi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 2.6 Baz1 proantosiyanidinlerin ve flavan-3-ol monomerlerinin koruyucu etkileri

(Dixon vd. 2005, Aron vd. 2008)

Kaynak Kimyasal bilesik Etki
Elma EC, Prosiyanidin B2 Antioksidan
Cikolata EC Antioksidan
Yesilcay EGCG Antikanser
Yesilcay ECGC Kolestrol sentezini engeller
Uziim ¢ekirdegi GSPE Antioksidan
Uziim ¢ekirdegi GSPE Damar sertligini onler
Uziim gekirdegi Saf proantosiyanidin Kalp hastaliklarini iyilestirir
Uziim Pro BP1 Bobrek yetmezligini engeller
Cranberry C, EC, GC2, EGC2, Antikanser
Oligomer
Cranberry Polimerik Antioksidan
proantosiyanidin
Cranberry Pro A Uriner sistemde bakteri
inhibisyonu
Yerfistig1 Pro A I¢ kanamadan korur
Gtivercin agac1 Proantosiyanidinler Antimutajenik etki
kabugu
Giivercin agaci Proantosiyanidinler Ciltten su kaybinin 6nlenmesi

kabugu

EGCG: epigallokatesin galat, C: katesin, EC: epikatesin, GC2: gallokatesin dimer, EGC2: epigallokatesin
dimer, GSPE: iiziim ¢ekirdegi proantosiyanidini-zengin ekstrakt, Pro A: A tipi proantosiyanidin

Fitzpatrick vd. (2002) tarafindan yapilan bir c¢alismada, {iizim ¢ekirdegi
prosiyanidinlerin pek cogunda varolan antioksidan aktiviteye ilaveten EDR aktif
(endothelium dependent relaxing) bilesiklerin bulundugu ve bu bilesiklerin kalp-damar
hastaliklarint 6nlemede faydali olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, bu etkinin
prosiyanidinlerin  epikatesin igerigi ve polimerizasyon derecesi ile arttifi
belirtilmektedir. Uziim gekirdegi proantosiyanidinleri, kalp-damar hastaliklarinin bir
isaretcisi sayillan LDL’nin oksidasyon derecesini dnemli diizeyde azaltabilmektedir
(Vinson vd. 2002). Uziimsii meyveler arasinda, lingonberry ve bilberry’den sonra
cranberry katesin ve prosiyanidinleri de yiiksek konsantrasyonlardaki LDL

oksidasyonunu engellemektedir (Maatta vd. 2005).

Cikolatada bulunan uzun zincirli prosiyanidinlerin, sulu ortamlarda radikallerce
indiiklenen lipit oksidasyonunun engellenmesinde en iyi etkiye sahip oldugu

belirlenmistir (Counet ve Collin, 2003). Saito vd. (2004) tarafindan yapilan bir
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calismada da prosiyanidin oligomerlerinde zincir uzunluklar1 arttikga Maillard
reaksiyonlarinin inhibisyonunun arttigi ve Maillard reaksiyonlarina karsi en giiglii
etkiye prosiyanidin trimerlerinin sahip olduklar1 belirlenmistir. Wegrzyn vd. (2008)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 100 mL yagsiz siite 0, 50, 100, 200 mg diizeylerinde
elma polifenolleri eklenerek bir model sistem gelistirilmis ve bu sekilde hazirlanmis
siitlerde 6nemli Ol¢iide antioksidan kapasite belirlenmistir. Antioksidan kapasite 1s1
uygulamasi (120 °C, 5 dak.) sirasinda degismeden kalmis, ancak depolama siiresince
bir miktar azalmistir. Gelistirilen bu sistemde yiiksek polifenol igeren siitler daha
yiiksek stabilite gostermistir. Ayrica, sisteme askorbik asit ilavesiyle antioksidan
kapasite artmig ve esmerlesme reaksiyonlar1 yavaslatilmistir. Ancak depolama ile
askorbik asit konsantrasyonu hizla azalmis, 38 °C’de 2 hafta ya da 20 °C’ de 10 haftalik
depolama sonucunda sifira yaklasmistir. Bu ¢alismada elde edilen veriler, antioksidan
maddelerin, 6zellikle de polifenollerin, siite ve diger igeceklere eklenmesinin gerek
1sitma gerekse depolama siiresince stabiliteyi artirdig1 ve bu amagcla kullanilabilecegini

gostermistir.

Uziim sularindaki flavan-3-ol konsantrasyonu presleme yontemi, ¢esit, pastorizasyon ve
bag bozumu zamanindan etkilenmektedir (Fuleki vd. 2003). Ayrica, prosiyanidinler
iizim sularinin konsantre edilmesi ve siselenmesi asamalarinda uygulanan isiya da
duyarlilik gostermektedirler (Spanos vd. 1990). Pastorizasyon islemi sonunda, katesin
konsantrasyonu soguk preslenmis meyve sularinda artarken sicak preslenmis meyve
sularinda azalmakta, buna karsin prosiyanidin konsantrasyonlar1 da artmaktadir (Fuleki
vd. 2003). Spanos ve Wrolstad (1990) SO,’nin toplam prosiyanidin miktar1 {izerine
etkilerini incelemis ve proses sirasinda SO, eklenmis iizlim sularinda toplam
prosiyanidin miktarmin daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu durumun, prosiyanidinlerin
oksidasyonunun SO, tarafindan engellenmesinden kaynaklanabilecegi 1ileri

surilmektedir.

Ortin vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, saraplarda yillanma sirasinda en iyi
renk karakteristigi ve stabilitesinin prosiyanidin i¢eren saraplarda oldugu belirlenmistir.
Ancak, sarapta 6 aylik bir depolama sonucunda toplam proantosiyanidin

konsantrasyonunda O6nemli bir azalis olmaktadir (Cosme vd. 2009). Benzer sekilde,
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Spanos vd. (1990) tarafindan yapilan bir ¢aligmada da 25 °C’de 9 aylik depolama
sonucunda iiziim sularinda bulunan toplam prosiyanidin miktarinda kayiplarin meydana
geldigi bildirilmektedir. Cosme vd. (2008), durultma yardimc1 maddelerinin beyaz sarap
proantosiyanidinleri iizerine etkilerini incelemis ve monomerik flavanollerin kazein,
diisiitk molekiil agirlikl jelatin ve balik tutkali (isinglass) ile 6nemli oranda azalmakta
oldugu, bunun aksine oligomerik bilesiklerin ise balik tutkali ile azalmadigi
belirlenmistir. Yine bu c¢aligmada, polimerik proantosiyanidinlerin polimerizasyon
derecelerinin  durultma yardimct maddelerinin eklenmesinden sonra azaldigi
belirlenmistir. Gu vd. (2006) tarafindan yapilan bir calismada da, alkali ile muamele ve
ya bir diger adiyla Dutching islemi uygulamanin antioksidan kapasite ve prosiyanidin
iceriklerinde ©nemli bir azalisa neden oldugu belirlenmistir. Dutching; asitligin
diistirtilerek kakonun daha iyi ¢oziinebilir, koyu renkli, yumusak bir tada sahip olmasi
icin uygulanan bir yontemdir. Bu yontem ilk kez Hollandalilar tarafindan gelistirildigi
icin Dutching adini almistir. Nitekim, dogal toz kakaonun toplam prosiyanidin igerigi
48.70 mg/g iken Dutching islemi uygulanmis kakao da bu deger 10.82 mg/g olarak
belirlenmistir. Whitacre vd.. (2003) tarafindan yapilan bir calismada ise kakao
tohumlarindaki prosiyanidin igeriginin, fermantasyon derecesine ve genotipe gore

degisiklik gosterdigi bildirilmektedir.

Gidalardaki proantosiyanidinlerin gastrointestinal parazitleri kontrol etmeye de
yardimc1 oldugu belirlenmistir (Min vd.. 2003). A.B.D.’de, cranberry (Vaccinium
macrocarpon) sularinin iiriner sistemde patojen bakterilerin tutunmasini 6nledigi igin
koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle iiriner sistem saghigi ve
prostati onlemede tavsiye edilmektedir (Foo vd.. 2000). Bununla birlikte, cranberry
sularmin nektar olarak tiiketildigi ve bu nektarlardaki meyve oraninin da % 40
diizeyinde oldugu diisiiniildiiglinde, cranberry nektarlarinin tiiketilmesiyle antioksidan
aktivitenin ne diizeyde olabilecegi konusunda kusku duyulmaktadir. Marvan vd.. (1986)
tarafindan yapilan bir c¢aligmada yaban mersinlerinin Saccharomyces bayanus ve
Pseudomonas fluorescens 1lizerine Onemli antimikrobiyel etkiye sahip oldugu,
proantosiyanidinler ve flavonollerin temel mikrobiyel inhibitorler oldugu
bildirilmektedir. Bu ¢alisma ile benzoik asitler %15.6, flavonollar %18.5’lik inhibisyon

saglarken, proantosiyanidinlerin %21.3’liik inhibisyon sagladig1 belirlenmistir. Yine bu
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calisma ile benzoik asitler pH 4.0’da inhibisyon aktivitesini kaybederken,
proantosiyanidinlerin pH 5.0 veya daha iizerinde bile inhibisyon etkisini korudugu

belirlenmistir.

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal
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3.1.1 Nar

Arastirmamizda materyal olarak, Akdeniz kusaginda yaygin olarak yetistirilen yogun
renkli narlar (Punica granatum Linn.) kullanilmistir. Ankara Biiyliksehir Belediyesi
Toptanc1 Hal’inden temin edilen bu narlarin sekilleri yuvarlak, kabuk rengi kirmizi ve
danelerinin rengi ise koyu kirmizidir. Bu materyalin secilmesindeki temel etken,

seyreltilmeden igilebilir bir “seker:asit”’dengesine sahip olmasidir.

Nitelikli bir nar suyunun fazla buruk olmayan, uygun seker:asit dengesine sahip ve koyu
renkli olmasi gerekmektedir. Ayn1 zamanda, meyve suyu liretim teknolojisi ve tiiketici
begenisi agisindan da “seker:asit” dengesi olduk¢a 6nem tasimaktadir. Cemeroglu vd.
(1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada, suda ¢6ziiniir kuru maddesi 14°Bx’in altinda
olan nar sularmin sulandirilmis olabilecegi veya nar suyu iiretiminde olgunlasmamis
narlarin  kullanilmis  olabilecegi disiiniilmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda
kullanilacak nar ¢esidi segilirken “ratio degeri” olarak da adlandirilan “seker:asit” ya da
“titrasyon asitligi, %’ oranlar1 belirlenmis ve uygun c¢esit saptanmistir. Bu saptamada,
suda ¢Ozlinlir kuru maddenin 14°Bx’in iizerinde ve ratio degerinin 15:1’in altinda

olmasina dikkat edilmistir.

3.1.2 Kimyasallar

Antioksidan aktivite tayininde (radikal ¢ozeltinin hazirlanmasinda) kullanilmak iizere,
ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) Sigma firmasindan (St. Louis,
MO, A.B.D.), troloks standardi ise Fluka firmasindan (Seelze, Almanya) satin
almmustir. Toplam fenolik madde tayininde kullanilacak standart gallik asit ile Folin-
Ciocalteu ayract Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir.
Prosiyanidin dagiliminin belirlenmesinde, prosiyanidinlerin saflagtirilmasi agamasinda
kullanilacak olan Sephadex LH-20 de yine Sigma firmasindan (St. Louis, MO, A.B.D.),
mehanol ise Merck (Darmstad, Almanya) firmasindan satin alinmistir. Prosiyanidinlerin

HPLC ile analizinde de daima HPLC safliginda (HPLC grade) solventler kullanilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Narin meyve suyuna islenmesi

Bu calismada nar sular iki farkli yontemle elde edilmistir. Narlarin biiylik bir kismi
kabuklar1 ile birlikte preslenerek nar suyu elde edilmistir. Bir kisim nar ise,

danelendikten sonra meyve suyuna islenmistir.

Narlar, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Meyve Suyu Pilot Isletmesi’nde islenerek,
nar suyu elde edilmistir. Bu amagla, narlar Oncelikle igletmede etkin bir sekilde
yikanmis ve ¢icek evleri keskin bir bigakla alinmistir. Bu sekilde, etkin yikama ve ¢igek
evlerinin uzaklastirilmas1 ile mikrobiyel bulas1i olasiliginin en aza indirilmesi
amaglanmistir. Narlar daha sonra 4’e boliinmiis ve paketli preste (Bucher-Guyer,
Niederweningen, Isvicre) preslenmistir. Bu islemler sirasinda kullanilan bigak, her bir

kesim isleminden sonra etil alkole daldirilip kismen sterilize edilmistir.

Nar suyu iiretiminde randiman %54’e ulagabilmektedir. Ancak asir1 basing uygulanarak
iretilen nar suyu, icerdigi fenolikler nedeniyle olduk¢a buruk bir tada sahip olmaktadir
(Vardin ve Fenercioglu 2003). Bu nedenle, presleme sirasinda asir1 basing
uygulamasindan kaginilmasi onerilmektedir (Cemeroglu 2004). Calismamizda ise
randimanin %35-40 diizeyinde olmas1 hedeflenmis ve bu amagla pres basinci kademeli
olarak artirilarak maksimum pres basincina (11,2 kg/cm®) 30 dakikada ulasilmistir.
Kullanilan nar ve elde edilen nar suyu dikkate alindiginda %35.2°lik bir randimana

ulasildig1 belirlenmistir.

Presleme isleminden sonra elde edilen nar suyu (nar ham suyu) tiilbentten siiziilerek
kabaca filtre edilmistir. Daha sonra nar sularinin bir boliimii durultulmadan 1.5 L'lik
PET (Polietilen terafitalat, Polyethylene teraphthalate) siselere doldurularak

konsantrasyon islemine kadar dondurulmus olarak —23°C'de muhafaza edilmistir. Diger

26



bir kisim nar suyu ise durultma islemine kadar 10 L’lik PET siselerde +5°C’de

muhafaza edilmistir.

Presleme
168.3 kg nar P 59.25 kg nar ham suyu

59.25 kg nar ham suyu
Randiman (%) = x 100 = %35.2
168.3 kg nar

Presleme isleminden once ayrilmis olan bir kisim nar, etkin bir sekilde yikandiktan
sonra ¢icek evleri bicakla uzaklastirilmis ve ikiye boliinmiistiir. Daha sonra daneler elle,
kabuk ve dilim zarlarindan ayrilmistir. Tiilbent bez icine koyulan daneler elle sikilarak
meyve suyu elde edilmistir. Elde edilen bu nar sularinin bir boliimiinde durultulmadan
analizler yapilirken, kalan kisminda ise durultma islemi uygulandiktan sonra analizler
yapilmistir. Bu nar sularimin bir boliimii durultulmadan analizlere kadar —23°C’de
muhafaza edilirken, geri kalan kismi ise durultma islemine kadar +5°C’de kisa bir siire

muhafaza edilmistir.

Daha sonra gerek preslenerek gerekse de daneden elde edilen nar ham sularinda genel
bilesimini belirlemek i¢in; suda ¢oziinlir kuru madde (briks), pH, titrasyon asitligi,
toplam fenolik madde miktari, kondense olabilen fenolik madde miktari, prosiyanidin

miktar1 ve antioksidan aktivite igerikleri belirlenmistir.

3.2.2 Nar ham suyunun durultulmasi

Nar suyunda iz miktarda pektin bulundugu i¢in (Vardin ve Fenercioglu 2003), nar ham
sularma depektinizasyon iglemi uygulanmaksizin sadece jelatin kullanilarak soguk
durultma uygulanmistir. Daha 6nce laboratuvarimizda yliriitilen calismalarda 1 L
bulanik nar suyuna 50 mL %0.5'lik jelatin ¢ozeltisi eklenerek (250 mg jelatin/L meyve
suyu) berrak meyve suyu elde edilmistir (Ozkan vd.. 2002). Calismamizda da nar

suyunun durultulmasi i¢in ayni yolun izlenmesi 6ngoriilmistiir. Ancak yine de elde
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edilen nar suyunun fenolik madde igeriginin farkli olabilecegi diisiincesiyle 6n deneme
yapilarak durultmada kullanilacak jelatin miktar1 belirlenmistit. On denemelerde
kullanilan nar ham suyunun asil kitleyi temsil edebilmesi amaciyla her bir durultma
denemesinde 500 mL nar suyu kullanilmistir. Durultma, +5°C’ye kadar sogutulmus nar
suyuna gerekli jelatin ¢ozeltisi eklendikten sonra +5°C’de bir gece bekletilmesi seklinde
yapilmistir. 1 L nar ham suyunun durultulmas: i¢in biitiin meyveden elde edilen nar
sularinda %1’lik (w/v) jelatin c¢ozeltisinden 100 mL (2 g jelatin/L nar suyu)
kullanilirken, danelerden elde edilen nar sularinda %0.5’lik (w/v) jelatin ¢ozeltisinden
80 mL (0.4 g jelatin/L nar suyu) kullanilmistir. Durultulan nar sularinin tistteki berrak
kismu kaba filtre kagidindan gegirilerek filtre edilmis ve tlirbidimetreyle bulaniklik
Ol¢iimleri yapilmistir. Durultma sonunda biitiin meyveden elde edilen nar sularinda 1.75
NTU (Nephelometric Turbidity Units), danelerden elde edilen nar sularinda ise 2.23
NTU diizeyinde berrakliga ulasilmistir. iki farkli yontemle elde edilen durultulmus nar
sularinda bir onceki bolimde verilen ve nar ham sularina uygulanan ayni analizler

yapilmustir.

3.2.3 Nar ham sularinin konsantreye islenmesi

Biitiin meyveden elde edilen durultulmus ve durultulmamis bir kisitm nar suyu
69°Briks’e kadar doner (rotary) evaporatorde (Heidolph Laborota 4003, Schwabach,
Almanya) vakum altinda 50°C’de konsantre edilmistir. Konsantre &rneklerinin
muhafaza edilecegi kavanozlar bos olarak ve kapaklar1 hafif acik olarak kapatilarak
otoklavda 121°C’de 15 dakika siireyle sterilize edilmistir. Nar suyu konsantreleri, steril
kavanozlara doldurulmadan 6nce doner evaporatérde 70°C’ye 1sitilmistir. Daha sonra
steril kavanozlarin kapaklari bunzen beki yaninda agilip, 70°C’ye 1sitilmis yaklasik 30—
35 g konsantre 6rnek hizli bir sekilde kavanozlara doldurulmus ve kapaklar1 hermetik
olarak kapatilmistir. Daha sonra kavanozlar hizla oda sicakligina kadar
sogutulmuslardir.

3.2.4 Nar suyunun pastorizasyonu
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Elde edilen durultulmus ve durultulmamis nar sularina pastdrizasyon islemi
uygulanmustir. Bu amagla 200 mL hacimli cam siselere 100 mL nar suyu konulmus ve
sigselerin agz1 hermetik olarak kapatilmistir. Daha sonra nar sular1t 95°C’de 15 dakika
siireyle kaynar su icerisinde pastorize edilmistir. Pastorize islemi sonunda ornekler hizla
sogutularak oda sicakligina getirilmislerdir. Pastorize edilen nar suyu 6rneklerine diger

orneklere uygulanan analizler yapilmustir.

3.2.5 Fiziksel analizler

3.2.5.1 Suda ¢oziiniir kuru madde tayini

Orneklerde suda ¢oziiniir kuru madde (briks), refraktometrik olarak saptanmistir. Bu
amagcla dijital bir refraktometreden (Atago, Rx-7000a, Tokyo, Japonya) yararlanilmistir.

Nar sular1 ve konsantrelerinin briks 6l¢iimleri 20°C’de yapilmustir.

3.2.5.2 pH tayini

pH degeri, potansiyometrik olarak pH-metre (WTW Inolab Level 1, Weilheim,
Almanya) kullanilarak saptanmistir. Bu amagla, nar suyu drneklerinden bir behere 10
mL alinarak, {izerine 10 mL damuitik su ilave edilip manyetik karistiricida (IKA Genius
3, Staufen, Almanya) karistirildiktan sonra pH degeri belirlenmistir. Nar konsantreleri
ise, 1.25 g tartilarak lizerine 20 mL damitik su ilave edilmis ve iyice karistirildiktan
sonra pH degeri belirlenmigtir. Nar suyunun tampon niteligi yiiksek oldugundan
sulandirma orani fazla bile olsa pH degeri degismemektedir (Cemeroglu 2007). pH
olgtimleri de 20°C’de yapilmugtir.

3.2.5.3 Bulanmikhik diizeyinin ol¢iilmesi
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Bu analiz durultma isleminin etkinliginin belirlenmesi amaciyla durultulmus ve kaba
filtreden gecirilmis nar sularia uygulanmistir. Bulaniklik diizeyi bir tiirbidimetre (Hach
Ratio/XR 43900, Loveland, A.B.D.) yardimiyla belirlenmis ve NTU (Nephelometric
Turbidity Unit) degeri ile ifade edilmistir. Bulaniklik diizeyi nar sularinda dogrudan,
konsantrelerde ise dogal nar suyu briksine (16°Briks) seyreltildikten sonra
belirlenmistir. Bu amagla, 9.05 g nar suyu konsantresi 30 mL damitik su ilavesiyle
seyreltilerek dogal nar suyu briksine getirilmistir. Tiirbidimetrenin sifir ayari,

konsantrenin seyreltilmesinde kullanilan damitik su ile yapilmustir.

3.2.6 Kimyasal analizler

3.2.6.1 Titrasyon asitligi tayini

Titrasyon asitligi, pH izlenerek yliriitiillen elektrometrik titrasyonla saptanmis ve bu
amacla IFU (1968) tarafindan 6nerilen yontem uygulanmistir. pH tayini i¢in hazirlanmis
olan orneklerden 20 mL alinarak, ayarli 0.1 N NaOH ile pH 8.1'e ulasincaya kadar titre
edilmistir. Titrasyon asitligi nar suyu ve konsantrelerinde susuz sitrik asit cinsinden

strastyla, “g/100 mL” ve “g/100 g” olarak hesaplanmustir.

3.26.2 Toplam fenolik bilesiklerin tayini

Singleton ve Rossi (1965) tarafindan Onerilen Folin-Ciocalteu yOntemine gore
yapilmistir. Bu yontem, fenolik bilesiklerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu ayiracinm
indirgeyerek kendilerinin oksitlenmis forma doniistiigii bir redoks reaksiyonuna ve bu
reaksiyon sonucunda indirgenmis ayracin olusturdugu mavi regin spektrofotometrede
720 nm dalga boyunda sahide karsi okunmasmna dayanmaktadir. Ornekte 6lgiilecek
absorbans degerinin gallik asit cinsinden esdegeri olan fenolik bilesik miktar1, gallik asit
ile hazirlanan standart egrinin denkleminden hesaplanmistir. Toplam fenolik bilesik
miktar1 nar sular1 ve konsantrelerinde sirasiyla, “mg gallik asit/L” ve “mg gallik asit/kg”

cinsinden belirlenmistir.
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Analize baglamadan Once, bu analizde kullanilacak doymus karbonat ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Oncelikle, 35 g Na,COs tartilarak {izerine 100 mL damitik su eklenmis
ve daha sonra iyice karigtirilarak kendi halinde bir gece bekletilmistir. Elde edilen
doymus ¢ozeltiye birkag Na,CO5.10H,O kristali eklenerek kristalizasyon baglatilmigtir.
Kristalizasyon sona erince ¢ozelti cam pamuktan filtre edilerek doymus karbonat

coOzeltisi elde edilmistir.

Nar suyu ve konsantre ornekleri fazla miktarda fenolik bilesik icermeleri nedeniyle
seyreltilerek analize hazirlanmistir. 1 mL nar suyu 5 mL’lik 6l¢li balonunda damitik su
ile seyreltilirken, yaklasik 1 g nar suyu konsantresi 25 mL’lik 6l¢ii balonunda damitik
suyla seyreltilmistir. 100 mL’lik 6l¢ii balonuna konulan 75 mL damuitik su iizerine 1 mL
seyreltilmis nar suyu veya konsantresinden eklenmistir. Daha sonra, balon igerigi
iizerine 5 mL Folin-Ciocalteu ayraci eklenerek balon iyice ¢alkalanmistir. 3 dakika
kendi haline birakildiktan sonra, iizerine 10 mL doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi
eklenip balon damitik su ile igsaretine tamamlanmis ve bir kez daha iyice ¢alkalanmustir.
Balon igerigi kendi halinde 60 dakika bekletildikten sonra spektrofotometrede ayni

sekilde hazirlanmis sahide kars1 720 nm’de absorbansi saptanmugtir.

Nar suyu ve konsantrelerindeki fenolik madde igerigi gallik asit kullanilarak hazirlanan
standart egriden hesaplanmistir. Bu amagla 250 mg gallik asit 250 mL absolii etil
alkolde c¢oziindiiriilerek 1000 mg/L konsantrasyonda gallik asit stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mL alinarak her biri 5 mL’lik
Olcii balonlarina aktarilmis, balonlar absolii etil alkol ile ¢izgisine tamamlanmistir. Bu
sekilde sirasiyla 100, 200, 400, 600 ve 800 mg gallik asit/L. konsantrasyonda c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler ile 1000 mg/L konsantrasyonda hazirlanan stok ¢ozeltiye
nar suyu ve konsantresi drneklerine uygulanan analiz asamalar1 uygulanmis ve yine 720
nm dalga boyunda bu 6 ¢oOzeltinin absorbans degerleri saptanmistir. Bu absorbans
degerleri gallik asit konsantrasyonlarina karsi bir grafige aktarilmis ve elde edilen
verilere linear regresyon analizi uygulanarak gallik asit standart egrisi ve bu egriyi

tanimlayan esitlige ulasilmigtir.
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Orneklerin absorbans degerleri gallik asit cinsinden esdegeri olan fenolik bilesik miktari
standart egriyi tamimlayan esitlik yardimiyla bulunmustur. Regresyon esitliginden
bulunan konsantrasyon degerleri uygulanan seyreltme oranlart ile carpilarak

orneklerdeki toplam fenolik madde miktar1 hesaplanmistir.

3.2.6.3 Kondense olabilir fenoliklerin tayini

Tanner ve Brunner (1979) tarafindan onerilen yonteme gore yapilmistir. Bu yontemin
ilkesi, diisiik molekiillii monomerik katesin ve 16ykoantosiyaninlerin tayin edilmesine
dayanmaktadir. Vanilin; katesinler ve 10ykoantosiyaninlerin 6. ve 8. pozisyonlariyla
kirmizi bir renk olusturarak reaksiyona girmekte ve bu renk 500 nm’de dl¢iilmektedir.
Analize baslamadan Once, bu analizde kullanilacak %70’lik siilfirik asit ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanmis olan siilfirik asit ¢ozeltisi igerisinde 1g vanilin

coziindiiriilerek vanilin ¢ozeltisi hazirlanmigtir.

Nar suyu ve konsantre Ornekleri fazla miktarda fenolik bilesik icermeleri nedeniyle
seyreltilerek analize hazirlanmistir. Seyreltme, spektrofotometrede okunan absorbans
degeri 0.200-0.600 arasinda olacak sekilde yapilmistir. Bu amagla, 1 mL nar suyu 50
mL’lik 6l¢ii balonunda damitik su ile seyreltilirken, yaklagik 1 g nar suyu konsantresi
250 mL’lik 6l¢ii balonunda damitik suyla seyreltilmistir. Daha sonra her bir seyreltilmis
ornek i¢in A, B ve C tiipii olmak iizere 3’er deney tiipli alinmistir. A tiipii, 2.0 mL
seyreltmis 6rnek 4.0 mL vanilin ¢dzeltisi; B tiipi, 2.0 mL seyreltmis 6rnek ve 4.0 mL
stilfirik asit ¢ozeltisi (%70, v/v); C tipl ise 2.0 mL damitik su ve 4.0 mL vanilin
cozeltisi (sahit tiipili) icerecek sekilde hazirlanmistir. Tiip igerikleri hazirlandiktan sonra
15 dak. beklenmis ve spektrofotometrede damitik suya karst 500 nm’de absorbanslari

saptanmistir.

Nar suyu ve konsantrelerindeki kondense olabilen fenolik madde igerigi katesin
kullanilarak hazirlanan standart egriden hesaplanmistir. Bu amagla, 25 mg katesin 50
mL etil alkolde ¢oziindiiriilerek 500 mg/L konsantrasyonda katesin igeren stok katesin

¢Ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 mL alinarak

32



her biri 100 mL’lik 6l¢ii balonlarina aktarilmig, balonlar damitik su ile ¢izgisine
tamamlanmistir. Boylece, sirast ile 5, 10, 15, 20, 25 mg katesin/L konsantrasyonda
cozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilere nar suyu ve konsantresi 6rneklerine uygulanan
analiz agamalar1 uygulanmig ve yine 500 nm dalga boyunda bu 5 ¢dzeltinin absorbans
degerleri saptanmistir. Bu absorbans degerleri katesin konsantrasyonlarina karsi bir
grafige aktarilmis ve elde edilen verilere lineer regresyon analizi uygulanarak katesin

standart egrisi ve bu egriyi tanimlayan esitlige ulagiimistir.

Orneklerin net absorbans degerleri, A tiipiine ait absorbans degerinden aym drneklere
ait B ve C tiiplerinde okunmus absorbans degerleri ¢ikarilarak hesaplanmistir. Bu
absorbans degerleri standart egri i¢in hesaplanan dogrusal regresyon denkleminde
yerine konularak, seyreltilmis ornekteki kondense olabilir fenolik bilesiklerin miktar
hesaplanmistir. Regresyon esitliginden bulunan kondense olabilen fenolik bilesiklerin
katesin cinsinden esdegeri olan konsantrasyon degerleri uygulanan seyreltme oranlar

ile carpilarak 6rneklerdeki kondense olabilen fenolik madde miktar1 hesaplanmistir.

3.2.6.4 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 gerceklesen reaksiyon sonucu mavi/yesil renkli ABTS™
radikal katyonunun olugmasi ve bu katyon tarafindan tutulan antioksidatif maddelerin
miktarinin sentetik bir antioksidan olan Troloks'un (suda ¢dziinen E vitamini analogu)
standart miktarlariyla kiyaslanarak bagil dl¢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 c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti, 20°C’ye ayarli bir inkiibatérde
(Sanyo MIR 253, Gunma, Japonya) 12—16 saat arasinda bekletilerek, ABTS™ radikal

¢ozeltinin olusmast saglanmistir. Daha sonra bu radikal ¢ozeltisinin, Orneklerin ve
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troloks standardinin seyreltilmesinde kullanilacak olan PBS (fosfat tamponu; Phosphate
Buffer Saline) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu amagla, oncelikle 0.1 M fosfat tamponu
hazirlanmig ve tizerine 8.77 g NaCl eklenerek 1 L’ye damitik suyla tamamlanmaistir.

Boylece pH’s1 7.4 olan PBS ¢ozeltisi elde edilmistir.

Nar suyu ve konsantreleri yiliksek antioksidan aktivite gosterdiginden, Ornekler
analizden once seyreltilmislerdir. Bu amagla 1 mL nar suyu alinarak 50 mL hacme PBS
ile tamamlanmistir. Nar suyu konsantreleri ise, kavanoz icerigi karistirilmadan yiizeye
yakin kisimdan yaklasik 1 g 6rnek alinarak, 250 mL hacme PBS ile seyreltilmistir.
Orneklerin absorbans degerleri, 6rnek ve sahidin (PBS) ayni anda konulabildigi cift
huzmeli (double beam) spektrofotometre (ThermoSpectronic Helios-a, Cambridge,
Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir. Kiivetlerin bulundugu bdliimiin  sicaklig
sirkiilasyonlu su banyosu (PolyScience 9106, Niles, IL, A.B.D.) ile 30°C’de sabit
tutulmustur. Absorbans dl¢timleri 734 nm’de 2 mL hacimde 1 cm 151k yolu uzunlugunda
tek kullanimlik mikro kiivetlerde yapilmistir. Analize baslamadan 6nce ABTS™ radikal
cozeltisi PBS c¢ozeltisi ile 734 nm’de absorbans degeri 0.700+0.02 olacak sekilde
seyreltilmistir. Seyreltilmis ABTS™ radikal ¢6zeltisinden 1 mL mikro kiivete alinmuis,
PBS c¢ozeltisine karsi okuma yapmak iizere spektrofotometreye yerlestirilmis ve
baslangi¢ absorbans degeri belirlenmistir. Mikro kiivet icindeki radikal ¢ozeltisi lizerine
ornekten 10 pL eklenir eklenmez kronometre ¢alistirilmistir. 6 dakika boyunca, her bir
dakikada absorbans Ol¢limii yapilarak sonuglar kaydedilmistir. Nar suyu Orneklerinde
bulunan antioksidan bilesikler, radikal ¢dzeltisinin rengini gittikge agarak 6 dakikalik
siirecte absorbans degerleri zamana bagli olarak diismistiir. 6. dakika sonunda
saptanmis olan absorbans degeri esas alinarak, baslangi¢ degerine gore ylizde azalma

orani (inhibisyon orani) hesaplanmistir.

Baslangi¢ absorbans degeri — Son absorbans degeri

Inhibisyon oran1 (%) =
Baslangi¢ absorbans degeri

10 pL 6rnek aliarak yapilan bu islemler en az 3 kez tekrarlanmis ve inhibisyon oranlari

hesaplanarak bunlarin ortalamasi alinmistir. Daha sonra, 6rnek hacmi degistirilerek 20,

30 ve 40 pL hacimlerde ayni islemler tekrarlanmistir. Elde edilen ortalama yiizde
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inhibisyon degerleri 6rnek hacimlerine (10, 20, 30 ve 40 puL) kars1 bir grafige aktarilmis
ve bu verilere lineer regresyon analizi uygulanarak ornege iliskin egriye ve bu egriyi

tanimlayan esitlige ulasilmistir.

Nar suyu ve konsantrelerinin antioksidan aktiviteleri troloks kullanilarak hazirlanan
standart egriden hesaplanmistir. Bu amacla, 62.57 mg troloks (MW=250.29) tartilip
kayipsiz olarak 100 mL’lik bir O0l¢i balonuna aktarilarak PBS ile hacme
tamamlanmistir. Boylece, 2.5 mM troloks stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu stok
cozeltiden 10 mL’lik 4 Ol¢ii balonuna sirasiyla 2, 4, 6 ve 8 mL almip balonlar PBS
cozeltisi ile hacme tamamlanarak standart ¢ozeltiler elde edilmistir. Boylece, bu standart
cozeltilerden 10 pL almip mikro kiivet icerisindeki 1 mL radikal ¢dzeltisine
eklendiginde mikro kiivet icerisinde sirasiyla 5, 10, 15 ve 20 pM konsantrasyonlarda
troloks olmast saglanmistir. Orneklere uygulanan spektrofotometrik uygulamalar
troloks standartlarina da uygulanmais, ortalama inhibisyon degerleri hesaplanarak troloks
konsantrasyonuna kars1 grafige islenmistir. Elde edilen verilere lineer regresyon analizi
uygulanmak suretiyle, troloks standart egrisine ve bu egriyi tanimlayan esitlige

ulagilmustir.

Sonuglar TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; troloks esdeger antioksidan
kapasitesi) degeri olarak ifade edilmistir. Bu deger, 0rnege ait yiizde inhibisyon
egrisinin egiminin, troloks standart egrisinin eg§imine oranlanmasiyla elde edilmistir.
Elde edilen egim degeri, seyreltme faktori ile de g¢arpilarak Orneklerin antioksidan

aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.6.5 Prosiyanidin dagiliminin belirlenmesi

Spanos ve Wrolstad (1990) ile Skrede vd. (2000) tarafindan Onerilen yontemlere gore

prosiyanidinler jel kromatografi yontemiyle saflastirilmistir. Bu amagla, Sephadex LH-
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20 bir gece +4°C’de suda bekletilerek jel haline getirilmis ve yaklasik 2 mL
kromatografik materyal 15 x 0.7 cm boyutlarindaki bir kolona (Kontes kolon, Fisher
Scientific, Pittsburg, A.B.D.) dokiilmiistiir. Saflastirma islemi boyunca kolondaki akis
hizi, peristaltik pompa (H.R. Flow Inducer, Watson-Marlow Limited, Cornwall,
Ingiltere) yardimiyla ayarlanmistir. Elde edilen polimer yatak 5 mL damutik su ile
yikandiktan sonra, 2 mL Ornek kolona yiiklenmistir. Kolondan, énce 30 mL 9%20’lik
metanol ile akis1 kolaylastiracak hafif bir vakum altinda safsizlik unsurlar
uzaklagtirllmigtir. Daha sonra, kolon tekrar 15 mL, ancak bu defa %100 metanol ile
yikanarak kolonda tutunmus olan prosiyanidinler toplanmistir. Sephadex LH-20 ile
hazirlanan kolon metanol ile yikanirken ortamdan 6ncelikle sekerler ve fenolik asitler,
onlar1 takiben flavonol ve antosiyaninler uzaklasmaktadir. Son olarak yapilan %100°’liik
metanol ile yapilan yikama sonucunda ise prosiyanidinlerin saf olarak elde edildigi
belirlenmistir (Prior vd.. 2001). Spanos ve Wrolstad (1990) tarafindan yapilan bir
calismada da bu yontemle prosiyanidinlerin geri kazanim (recovery) oraninin %92.3

oldugu belirlenmistir.

Elde edilen ekstrakt, 35°C’de vakum altinda kurutulmus ve kalintt 2 mL suda (HPLC
grade) c¢oziindiiriilmiistiir. Bu ekstrakt 0.22 pm’lik membran filtreden (Sartorius AG,
Goettingen, Almanya) siizlilerek HPLC’nin oto-6rnekleme iinitesinde kullanilan amber

renkli 2mL’lik cam siselere (vial) alinmis ve bekletilmeden HPLC’ye enjekte edilmistir.

Tanimlama ve hesaplama

Prosiyanidinlerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasinda “yiiksek performansh
sivi kromatografi” cihazindan (HPLC, Agilent 1200 serisi, Waldbronn, Almanya)
yararlanilmigtir. Kullanilan HPLC sistemi ikili (binary) pompa, foto diyoderey
dedektorii (PDA, photo diyoteray 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 programu ile degerlendirilmistir.
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Kromatografi kosullart

e Kolon : Ters faz (reverse phase) Cis kolonu (250 x4.6 mm, 4 um)
(Phenomenex, Los Angeles, CA, A.B.D.)

e Koruyucu kolon: C;s koruyucu kolonu (4 x 3 mm, 5 um) (Phenomenex, Los
Angeles, CA, A.B.D.)

e Akis iz : 1 mL dak.™

e Eliisyon siiresi : 60 dak.

* Enjeksiyon hacmi : 50 uL

e Dalga boyu : 280 ve 320 nm

e Hareketli faz (mobile phase) : 0.07 M KH,PO. (pH 2.5) (A) ile metanol (B)
karisimi. Gradiyent akis s6z konusu olup asagida verilen eliisyon profili

uygulanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Prosiyanidinler i¢in uygulanan eliisyon profili

Siire (dak.) % A % B
0 90 10
5 90 10
10 80 20
20 80 20
30 75 25
40 60 40
60 60 40

Kromatogramlarda elde edilen prosiyanidin pikleri prosiyanidin B1, prosiyanidin B2,
epikatesin ve katesin standart maddelerinin gelis siiresi (retention time) ve PDA
dedektoriinde elde edilen UV spekturumlart ile karsilagtinnlmigtir.  Ancak, bu
karsilagtirma sonucunda prosiyanidin pikleri tanimlanamamistir. Bu nedenle, nar suyu
ve konsantrelerinin prosiyanidin miktarlar1 gallik asit kullanilarak hazirlanan standart
egriden hesaplanmistir. Nitekim, Kantz ve Singleton (1990, 1991) tarfindan yapilan
calismalarda da prosiyanidin miktarlar1 gallik asit cinsiden hesaplanmistir. Bu amagla,
250 mg gallik asit 250 mL absolii etil alkolde c¢oziindiirilerek 1000 mg/L
konsantrasyonda gallik asit stok ¢dzeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden de 5, 100,

250 ve 500 mg gallik asit/L konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilere nar
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suyu ve konsantresi orneklerine uygulanan analiz asamalar1 uygulanmistir. Elde edilen
piklerin alanlar1 hesaplanarak gallik asit konsantrasyonuna karsi grafige islenmistir.
Elde edilen verilere lineer regresyon analizi uygulanmak suretiyle, gallik asit egrisine ve
bu egriyi tanimlayan esitlige ulasilmistir. Orneklerdeki prosiyanidin miktar1, gallik asit

ile olusturulan standart egriden hesaplanmaistir.

3.2.7 Istatistik degerlendirme

Nar sularinin biitiin meyve ve daneden elde edilmesiyle durultma ve pastorizasyonun,
toplam fenolik madde miktari, kondense olabilen fenolik madde miktari, antioksidan
ektivite ve prosiyanidin miktarlar1 {lizerine etkilerini belirlemek i¢in durultulmus ve
durultulmamais olan hem dane hem de biitiin meyveden elde edilen veriler iki tekerriirlii
faktoriyel dilizende varyans analiz teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica,
prosiyanidin miktar1 ve antioksidan aktivite arasindaki iliskide belirlenmistir. Varyans
analizi sonucuna gore, gerekli oldugu durumda Duncan c¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak faktorlerin  hangi seviyeleri arasindaki farkliligin 6nemli oldugu
arastirilmstir. Istatistik analizler i¢in "Minitab for Windows (ver. 15.1)" ve "MSTAT"

paket programlari kullanilmistir.

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismamizda materyal olarak kullandigimiz narlarin bir boliimii dérde boliindiikten
sonra kabuklari ile bir boliimii ise, danelendikten sonra preslenmistir. Elde edilen nar
ham sularinin da bir boliimiine durultma uygulanmis, diger boliimiine ise
uygulanmamistir. Ayni sekilde durultulmus ve durultulmamis nar sularinin bir

boliimiine pastorizasyon uygulanirken, geri kalan boliimiine ise pastorizasyon islemi
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uygulanmamistir. Bir bolim durultulmus ve durultulmamis nar suyuna ise,

konsantrasyon iglemi uygulanmistir.

Endiistride uygulanan yonteme paralel olarak kabuklariyla preslenen narlardan elde
edilen nar sulari, “biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar suyu” ve bu nar
sularindan elde edilen konsantreler ise, “biitiin meyveden iiretilen nar suyu konsantresi”
olarak tanimlanmustir. Diger taraftan, durultulmamis nar sularinin konsantre edilmesiyle
elde edilen 6rnekler “durultulmamis nar suyu konsantresi”, durultulmus nar sulariin
konsantre edilmesiyle elde edilen ornekler ise “durultulmus nar suyu konsantresi”

olarak tanimlanmustir.

4.1 Nar Sularimin Bazi Analitik Ozellikleri Uzerine Durultma ve Pastorizasyon
Islemlerinin Etkisi

Durultma ve pastorizasyon islemleri uygulanmis ve uygulanmamis nar sularinda briks,
pH ve titrasyon asitligi gibi bazi nitelikler belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.1 ve 4.2°de
verilmistir. Elde edilen sonuglar, durultma ve pastdrizasyon iglemlerinin, gerek biitiin
meyvenin gerekse de danelerin preslenmesiyle elde edilen nar sularinin briks, pH ve

titrasyon asitligi iizerine 6nemli bir etkisinin olmadigini gostermistir.

Cizelge 4.1 Biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinin briks, pH ve
titrasyon asitligi degerleri

Titrasyon asitligi™*

Nar suyu Briks (g/100g) pH Degeri (2 100 mL )
Durultulmamis 16.39 3.35 1.10
Durultulmus 16.45 3.37 1.10
Durultulmamais (P)** 16.40 3.37 1.10
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Durultulmus (P) 16.38 3.38 1.10

*susuz sitrik asit cinsinden
** P: pastorize edilmis

Cizelge 4.2 Danelerden elde edilen nar sularinin briks, pH ve titrasyon asitligi degerleri

Titrasyon asitligi*

Nar suyu Briks(g/100g) pH Degeri (g 100 mL™)
Durultulmamis 16.46 3.39 1.10
Durultulmus 16.44 3.39 1.09
Durultulmamis (P)** 16.39 3.40 1.09
Durultulmus (P) 16.28 3.38 1.09

*susuz sitrik asit cinsinden
** P: pastorize edilmis

Nar Ham Suyunun Durultulmasi

Nar suyunda iz miktarda pektin bulundugu i¢in (Vardin ve Fenercioglu 2003), nar ham
sularma depektinizasyon islemi uygulanmaksizin sadece jelatin kullanilarak “soguk
durultma” uygulanmistir. Meyve sularinin az miktarda fenolik bilesik icermesi
durumunda jelatin ve kizelsoliin birlikte kullanilmasi gerekirken, yiiksek miktarda
fenolik madde iceren meyve sularimin durultulmasinda soguk durultma uygulanmasi
durumunda kizelsoliin kullanilmasina gerek olmadigi bildirilmektedir (Cemeroglu ve
Karadeniz 2009). Bu nedenle, nar sularinin durultulmasi sirasinda kizelsol
kullanilmamistir. Daha 6nce “3.2.2 Nar ham suyunun durultulmasi” bdéliimiinde de
belirtildigi gibi durultma 6n denemeleri yapilarak uygun jelatin miktar1 belirlenmistir.
Bu amagla, nar sularina 0.125 g, 0.250 g, 0.375 g, 0.500 g, 0.750 g ve 1.000 g/L
konsantrasyonunda 6 ayr1 dozda, daneden elde edilen nar sularina ise 0.400 g/L jelatin
icerecek miktarlarda jelatin ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra yine “3.2.2 Nar ham
suyunun durultulmas:” boliimiinde belirtildigi sekilde durulma islemi uygulanmistir.

Jelatin 6n denemelerinin sonuglar1 Cizelge 4.3 te verilmistir.

Cizelge 4.3 Biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar ham sularina (500 mL)
uygulanmis jelatin 6n deneme sonuglari
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Jelatin ¢ozeltisi (%1, w/v) NTU

6.25 mL 46.5
12.50 mL 22.0
18.75 mL 17.7
25.00 mL 10.8
37.50 mL 6.5
50.00 mL 4.4

Yapilan 6n denemeden elde edilen sonuglara gore, 500 mL nar ham suyuna %]1’lik
jelatin ¢ozeltisinden 50 mL (1 g jelatin) ilavesi ile en diisiik NTU degerine, diger bir
deyisle arzu edilen maksimum berrakliga ulasilmistir. Biitlin halde meyvenin
preslenmesiyle elde edilen nar ham sulari, belirlenen bu jelatin dozaji kullanilarak
durultulmustur. Danelerden elde edilen nar ham sular1 ise %0.5’lik jelatin ¢ozeltisinden
1 L’ye 80 mL (0.4 g/L) ilave edilerek durultulmustur. Durultma sonunda biitiin
meyveden elde edilen nar sularinda 1.75 NTU, danelerden elde edilen nar sularinda ise

2.23 NTU diizeyinde berrakliga ulasilmistir.

Nar Suyu ve Konsantrelerinin Toplam Fenolik Madde, Kondense Olabilen Fenolik
Madde ve Prosiyanidin Icerikleri ile Antioksidan Aktivite Diizeylerinin
Belirlenmesinde Kullanilan Standart Egriler

Nar suyu ve konsantrelerinde toplam fenolik madde, kondense olabilir fenolik madde ve
prosiyanidin miktari ile antioksidan aktivite tayininde gerekli olan sirasi ile gallik asit,
katesin, gallik asit (HPLC ile belirlenmis) ve troloks standart egrileri hazirlanmis ve bu
egriler swrastyla Sekil 4.1, 4.2, 43 ve 4.4’te verilmistir. Standart egrilerin
olusturulmasinda analizde elde edilen verilere, dogrusal regresyon analizi uygulanmis
ve egrileri tamimlayan esitlikler belirlenmistir. Bu esitlikler yardimiyla nar suyu ve
konsantrelerinin toplam fenolik madde, kondense olabilen fenolik madde, prosiyanidin

ve antioksidan aktivite miktarlar1 hesaplanmistir.
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Nar Sularmin Toplam Fenolik Madde Icerikleri Uzerine Durultma ve
Pastorizasyon Islemlerinin Etkisi

I¢ilebilir nitelikteki bir nar suyunun fazla buruk olmamasi gerekmektedir. Ancak, gerek
kabuktan gerekse meyvenin i¢indeki kabuk uzantilarinda bulunan fenolik maddeler
uygulanan meyve suyu iiretim yontemine gore az ya da ¢ok miktarlarda meyve suyuna
gecerek tadi buruklastirmaktadirlar. Bu nedenle, narlarda meyve suyu randimani %55’
ulasabilecekken %35°1 gegcmemesine 6zen gosterilmistir. Ayni zamanda, nar sularinin
bir kismina filtrasyonunu kolaylastirmak, sonradan bulanmay1 onlemek ve lezzeti
diizeltmek i¢in durultma islemi uygulanmistir. Durultma amaciyla jelatin kullanilmistir.
Nardan meyve suyu elde edilirken, bir yandan presleme basinci ve siiresi ayarlanirken
diger yandan da durultma yapilarak meyve suyuna gecen fenolik madde miktari
sinirlandirilmaktadir. Calismamizda da kabuktan meyve suyuna gecen fenolik madde
miktar1 ile durultmanin fenolik madde miktar1 {izerine etkisini gostermek igin
danelerden ve biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinda fenolik madde
miktarlar1 durultma yapilmadan ve durultma yapildiktan sonra belirlenmistir. Ayrica
durultulmamis ve durultulmus nar sular1 pastorize edilerek pastorizasyonun toplam
fenolik madde {izerine etkisi de ortaya konulmustur. Biitiin meyveden ve danelerden
elde edilen nar sularinda toplam fenolik madde miktarlar1 saptanmig ve elde edilen

veriler Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 Biitlin meyvenin preslenmesiyle ve danelerden elde edilen nar sularinda
durultma ve pastorizasyon islemlerinden 6nce ve sonra belirlenen toplam
fenolik madde miktarlari

Toplam fenolik madde miktar1 (mg L™)**

Nar suyu Biitiin meyveden Daneden
Durultulmamaisg 2773£31 2073+8

Durultulmus 17262 1590+20
Durultulmamis (P)* 3023435 2393+14
Durultulmus (P) 2023+12 1740+16

* P: pastorize edilmis

**Toplam fenolik madde miktarlari, gallik asit cinsinden aritmetik ortalama olarak verilmistir.
Cizelge 4.4’de gorildugi tlizere, daneden elde edilen nar sularinda 2073 mg L
diizeyinde fenolik madde bulunurken, biitiin meyveden elde edilen nar sularinda 2773

mg L' diizeyinde fenolik madde bulunmustur. Narlarin kabuklari ile preslenmesiyle
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fenolik madde miktarinda %34 diizeyinde bir artis saptanmistir. Bdylece, kabuktan
gecen toplam fenolik madde miktarinin 6nemli oldugu sonucuna varilmistir (p<0.01).
Durultma islemi sonucunda ise biitiin meyveden elde edilen nar sularinda bulunan
fenolik madde miktarinda %38’lik bir azalis saglanmisken, daneden elde edilen nar
sularindaki azalis %23 olarak belirlenmistir. Elde edilen bu sonuclar, durultma
isleminin nar suyundaki fenolik bilesiklerin miktar1 iizerine 6nemli etkisinin oldugunu
gostermektedir (p<0.01). Gil vd. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada da benzer
sonuglara ulagilmistir. Bu ¢alismada, danelerden elde edilen nar sularinda 2117 mg L™,
biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinda ise, 2566 mg L™ diizeyinde
fenolik madde bulunmustur. Diger bir deyisle, narlarin kabuklar1 ile preslenmesiyle
fenolik madde miktarinda %21 diizeyinde bir artig saptanmistir. Bu sonuglara paralel
bulgularin elde edildigi bir diger calisma da Vardin ve Fenercioglu (2003) tarafindan
yapilmistir. Bu calismada, durultma amaciyla 1 g/L konsantrasyonda jelatin ve PVPP
kullanilmistir. Durultma sonucunda, jelain ile durultulmus nar sularindaki fenolik
madde miktar1 %18.2 lik bir azalis gosterirken, PVPP ile durultulmus nar sularinda bu

deger %7.2 olarak tespit edilmistir.

Pastorizasyon islemi ile de fenolik madde miktarinda %9-17 oranlarinda artis
belirlenmistir. Ornegin pastdrizasyon islemi sonunda, biitiin meyveden elde edilen ve
durultulmamis nar sularmin fenolik madde iceriginde %9, durultulmus 6rneklerde ise
%17 diizeyinde artis gozlenmistir. Toplam fenolik miktarinda belirlenen bu artig
istatistiksel olarak da onemli bulunmustur (p<0.01). Kim vd.(2006) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, iiziim ¢ekirdegi ekstraktindaki toplam fenolik madde miktarinin 1s1
uygulamasiyla énemli oranda arttigi belirlenmistir (p<0.05). Ornegin bu ¢aligmada,
toplam fenolik madde miktarmin 100°C’de 10 dakikalik 1s1 uygulamasi ile %46, 100
°C’de 60 dakikalik bir uygulama ile %37 ve 150 °C’de 40 dakikalik bir uygulama ile de
%51 oraninda arttig1 bulunmustur. Benzer sekilde Jeong vd. (2004) ve Lee vd. (2006)
tarafindan yapilan c¢aligmalarda, narenciye ve yerfistigi kabugunda da toplam fenolik
madde miktariin 1s1 uygulamalariyla arttig1 bildirilmektedir. Yapilan pek c¢ok
calismada toplam fenolik maddelerdeki bu artisin nedeni olarak kabuk ve cekirdekte
bulunan fenolik maddelerin 1s1 etkisiyle serbest hale ge¢mesinden kaynaklandigi

diisiiniilmektedir (Jeong vd. 2004, Lee vd. 2006, Kim vd. 2006, Francisco ve
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Resurreccion 2009). Fenolik bilesiklerin stabil olmadiklari, yani gerek oksidasyon
gerekse de polimerizasyon ile cesitli degisikliklere ugrayabildigi ve proteinlerle
kompleks yapilar olusturabildigi bilinmektedir (Cemeroglu vd. 2009). Nitekim,
tarafimizdan yapilan ¢aligmada pastorizasyon islemi ile fenolik bilesiklerin miktarinin
artisina, 1s1 uygulamasi sonucunda proteinlere bagli formda bulunan fenoliklerin serbest
hale gecisinin neden olabilecegi diisiinlilmektedir. Danelerden ve biitiin meyveden
preslenerek elde edilen nar sularindaki toplam fenolik madde miktarma durultma ve
pastorizasyonun etkisini daha agik bir sekilde gostermek i¢in sonuglar sirastyla Sekil 4.5

ve 4.6°da histogram olarak verilmistir.

Nar sularinin toplam fenolik madde miktarlar1 i¢in yapilan varyans analizi sonuglar
(EK 1, Cizelge 1) “ekstraksiyon x durultma x pastorizasyon” {¢lii interaksiyonunun
istatistik olarak onemli oldugunu géstermistir (p<0.05). Istatistik degerlendirmelerde
kullanilan “ekstraksiyon” terimi, nar suyunun biitiin meyvenin kabuklar ile preslenerek
elde edilmesi veya daneden elde edilmesini ifade eden “meyve suyu ekstraksiyon
yontemini” nin kisaltilmis ifadesidir. Analiz sonuglari, durultma ve ekstraksiyon
islemlerinin birlikte etkisinin pastdrizasyon islemi ile degistigini, durultma isleminin
pastorizasyon ile birlikte etkisinin ekstraksiyon islemine gore degistigini ve ayni sekilde
pastorizasyon ve ekstraksiyon islemlerinin birlikte etkisinin durultma iglemine gore
degistigini ifade etmektedir. Gruplar arasindaki farki degerlendirmek icin elde edilen
verilere Duncan testi uygulanmistir (EK 1, Cizelge 2,3,4). Duncan testi sonuglari
incelendiginde ise elde edilen tiim degerler arasindaki farklarin istatistiksel olarak

onemli oldugu goriilmektedir (p<0.01).
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4.5 Nar Sularmin Kondense Olabilen Fenolik Madde I¢erikleri Uzerine Durultma
ve Pastorizasyon Islemlerinin Etkisi
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Kondense olabilen fenolik madde miktari, danelerden ve biitiin meyveden elde edilmis
nar sularma durultma ve pastorizasyon islemlerinin uygulanmasindan 6nce ve sonra

saptanmig ve elde edilen veriler Cizelge 4.5’te verilmistir.

Danelerin preslenmesiyle elde edilen nar sularinda, kondense olabilen fenolik madde
miktar1 biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularmma gore %53 daha az
bulunmustur. Bu durum, kondense olabilen fenolik maddelerin; nar kabuklarinda
yogun olarak bulundugu ve suda ¢oziiniir nitelikleri nedeniyle presleme sonucunda
meyve suyuna ge¢cmeleri ile aciklanbilir. Durultma islemi sonucunda, biitiin meyvenin
preslenmesiyle elde edilen nar sularinda kondense olabilen fenolik madde miktarinda
%15 oraninda bir azalis saptanmistir. Buna karsin, daneden elde edilen nar sularinda bu
oran %33 olarak belirlenmistir. Bdylece, durultma islemi ile beklendigi gibi kondense
olabilen fenolik madde miktarinda 6nemli oranda bir azalis oldugu sonucuna varilmistir

(p<0.01).

Cizelge 4.5 Biitlin meyvenin preslenmesiyle ve danelerden elde edilen nar sularinda
durultma ve pastorizasyon islemlerinden Once ve sonra belirlenen
kondense olabilen fenolik madde miktarlar

Kondense olabilen fenolik madde miktar1 (mg L™)**

Nar suyu Biitiin meyveden Daneden
Durultulmamis 127+6 60+2
Durultulmus 108+3 40+1
Durultulmamig (P)* 90+1 52+1
Durultulmus (P) 39+1 35+6

* P: pastorize edilmis
**Kondense olabilen fenolik madde miktarlari, katesin cinsinden aritmetik ortalama olarak verilmigtir.

Pastorizasyon islemi sonucuda ise biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar
sularinda daneden elde edilen nar sularina kiyasla daha belirgin bir azalis saptanmistir.
Ornegin, biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen durultulmamis nar sularinda
%29’luk bir azalis belirlenirken daneden elde edilen durultulmus nar sularinda bu oran

%13 olarak belirlenmistir. Bu sonugclar, her iki yontemle de elde edilmis nar sularinda
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pastorizasyon isleminin kondense olabilen fenolik madde miktar1 {izerine etkisinin

onemli oldugunu gostermektedir (p<<0.01).

Danelerden ve biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularmin kondense
olabilen fenolik madde miktarlari i¢in yapilan varyans analizi sonuglar1 (EK 1, Cizelge
5), “ekstraksiyon x durultma x pastorizasyon” {iclii interaksiyonunun istatistik olarak
onemli oldugunu gdstermistir (p<0.05). Uclii interaksiyon 6nemli oldugu igin ikili
interaksiyonlarin incelenmesi gerekli goriilmemistir. Uglii interaksiyonun 6nemli
olmasi; ekstraksiyonun durultma iglemi ile birlikte etkisinin pastorizasyon islemi
uygulanip uygulanmamasina gore degistigini, ekstraksiyonun pastorizasyon islemi ile
birlikte etkisinin durultma islemi uygulanip uygulanmamasina gore degistigini ve
durultma ile pastorizasyon iglemlerinin birlikte etkisinin ekstraksiyon islemi uygulanip
uygulanmamasina gore degistigini gostermektedir. Gruplar arasindaki farki
degerlendirmek icin elde edilen verilere Duncan testi uygulanmistir (EK 1, Cizelge
6,7,8). Duncan testi sonuglar1 incelendiginde ise biitiin meyvenin preslenmesiyle elde
edilen durultulmus ve durultulmamis nar sularinda pastdrizasyon isleminin etkisinin
istatistiksel olarak 6nemli bulunurken daneden elde edilen durultulmus ve
durultulmamis nar sularinda pastdrizasyon isleminin etkisinin istatistiksel olarak énemli
goriilmemistir (p<0.05). Ayrica, biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar
sularinda pastorizasyon oncesi ve sonrast durultma isleminin etkisinin istatistiksel

olarak dnemli oldugu goriilmektedir (p<0.05).

4.6 Nar Sularmmin Prosiyanidin Icerikleri Uzerine Durultma ve Pastérizasyon
Islemlerinin EtKisi

Gerek dane gerekse de biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilmis nar sularinin
prosiyanidin igerikleri HPLC ile belirlenmistir. Ancak, bu prosiyanidinlerin
tanimlanabilmesi i¢in kiitle spektrofotometresine ihtiya¢ bulunmaktadir. HPLC ile
prosiyanidin miktar1 belirlenirken, materyale ait kromatogramdaki basat 3 pikin her
birinin alan1 gallik asit standart egrisine gore hesaplanmis ve sonuglar gallik asit
cinsinden toplam prosiyanidin olarak verilmistir. Hem dane ve hem de biitiin meyvenin

preslenmesiyle elde edilen nar sularinda belirlenen her 3 pikin alani i¢in ayr1 ayri
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hesaplanan prosiyanidin miktarlar1 Cizelge 4.6’da verilmistir. Danelerden ve biitiin
meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinin prosiyanidin kompozisyonlari ise;

Sekil 4.7 ve EK 2°de verilen kromatogramlarda gdsterilmistir.

Cizelge 4.6 Biitlin meyvenin preslenmesiyle ve danelerden elde edilen nar sularinda
durultma ve pastorizasyon islemlerinden Once ve sonra belirlenen
prosiyanidin miktarlari

Prosiyanidin miktar1 (mg L")

Nar suyu Pik I* Pik IT* Pik IIT*
Biitiin meyveden
Durultulmamis 222420 272429 476+39
Durultulmus 7348 59+£10 129+11
Durultulmamais (P)** 183+17 230+1 470+1
Durultulmus (P) 94+11 66+6 173+0
Daneden
Durultulmamis 19+1 110+3 32+1
Durultulmusg 14+0.4 24+0.4 18+2
Durultulmamig (P)** 35+4 169431 30+11
Durultulmus (P) 17+0.6 33+1 230

* Prosiyanidin miktarlari, gallik asit cinsinden aritmetik ortalama olarak verilmistir.

** P: pastorize edilmis

Elde edilen bu sonuglara gore, danelerden elde edilen nar sularindaki prosiyanidinlerin
%64’linli 2 numarali pik olustururken, %20’sini 3 numarali pik ve % 16’sin1 1 numarali
pik olusturmaktadir. Biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularindaki
prosiyanidinlerin ise; %51’ini 3 numarali pik olustururken, %26’sin1 2 ve % 23’iinii 1
numarali pik olusturmaktadir. Diger bir deyisle, biitiin meyvenin preslenmesiyle elde
edilen nar sularinda 3 numarali prosiyanidin pikinin alani en fazla iken, danelerden elde

edilen narsularinda basat pik 2 numarali pik olarak belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Biitlin meyvenin preslenmesiyle ve daneden elde edilen durultulmamis nar
sularindaki prosiyanidinlerin HPLC kromatogramlar1 A: Biitiin meyveden
elde edilen durultulmamis, B: Danelerden elde edilen durultulmamais

Danelerden ve biitiin meyveden elde edilen nar sularinda toplam prosiyanidin miktari
durultma ve pastdrizasyon islemlerinden once ve sonra saptanmistir (Cizelge 4.7). Elde
edilen verilerden de goriilecegi iizere, biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar
sularinda prosiyanidin miktar1 970 mg/L olarak belirlenirken daneden elde edilen nar
sularinda bu miktar 160 mg/L olarak belirlenmistir. Nar sularinda belirlenmis bu
sonuglara gore, narlarin kabuklar1 ile preslenmesiyle toplam prosiyanidin miktarinda
%84’k bir artis goriilmektedir. Bu artis, istatistiksel olarak da 6nemli bulunmustur
(p<0.01). Bu sonuglar, nar sulariin gerek sonradan bulanmasindan gerekse antioksidan
aktivitesinden sorumlu prosiyanidinlerin kaynaginin kabuk oldugunu acikg¢a
gostermistir.

Cizelge 4.7 Biitiin meyvenin preslenmesiyle ve danelerden elde edilen nar sularinda
durultma ve pastdrizasyon islemlerinden 6nce ve sonra belirlenen toplam
prosiyanidin miktarlar

Toplam prosiyanidin miktar1 (mg L ')**

Nar suyu Biitiin meyveden Daneden
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Durultulmamis 970+124 160+8

Durultulmus 262+41 56+3
Durultulmamis (P)* 884+28 235+35
Durultulmus (P) 333+24 73+2

* P: pastorize edilmis
**Prosiyanidin miktarlari, gallik asit cinsinden aritmetik ortalama olarak verilmistir.

Khanizadeh vd.. (2008) tarafindan yapilan sekiz farkli c¢esit elmanin kabuk ve meyve
etinde bulunan prosiyanidin miktarlarinin belirlendigi bir ¢alismada da benzer sonuglara
ulasilmigtir. Ornedin, bu calismada “Gala” ¢esidi elmalarin kabuklarinda bulunan
toplam prosiyanidin miktarinin meyve etinde bulunan miktara oranla % 81 daha fazla
oldugu belirlenmistir. Tiim ¢esitlerin igerdigi toplam prosiyanidin miktar1 ortalamasina
bakildiginda ise kabukta bulunan miktarin %68 oraninda daha fazla oldugu
saptanmustir. Kantz ve Singleton (1990) tarafindan dort farkl tiztim ¢esidiyle yapilan bir
calismada, {iziimlerde bulunan polimerik (prosiyanidin) ve monomerik flavan-3-ollerin
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Gerek bu c¢alismada gerekse diger c¢alismalarda,
prosiyanidinlerin seperasyonu Sephadex LH-20 kolon kromatografisi kullanilarak
yapilmaktadir. Uziim ¢ekirdeginde bulunan prosiyanidin konsantrasyonlar1 gallik asit
cinsinden 20 000 ile 30 000 mg/kg (toplam fenolik madde igeriginin %60-70’1) olarak
belirlenirken, kabukta bu deger 100 ile 5 000 mg/kg (toplam fenolik madde igeriginin
%6—43°11) olarak saptanmistir. Kantz ve Singleton (1991) tarafindan yapilan bir baska
calismada, “Chardonnay” c¢esidi liziim kabugunda bulunan polimerik fenolikler 3 660
mg/L diizeyinde belirlenirken bu iiziimden elde edilen ve 5 giin posasiyla birlikte
bekletilerek yapilan saraplarda bu deger 109 mg/L olarak belirlenmistir. Posasiyla
bekletilmeden yapilan saraplarda ise, sadece 2 mg/L olarak saptanmistir. Bu sonuglar,
iiztimlerde de prosiyanidinlerin kabukta yogunlastigini1 gostermektedir.

Dort farkli iizim ¢esidi (Chardonnay, Elvira, Seyval ve Niagara) ile yapilan bir
calismada da benzer sonuglar alinmistir. Uziim sular1 elde edilirken kabuklari ile 18 ve
30 h bekletilerek, soguk maserasyon islemi uygulanmistir. Bu islem sonucunda,
kabuklar1 ile daha uzun siire bekletilen iiziim sularinda, prosiyanidin B1 ve B2’de
yaklasik %55, prosiyanidin B3 ve B4’de %60 oraninda bir artis gdzlenmistir (Fuleki ve
Silva 2003). Thorngate ve Singleton (1994) tarafindan {iziim ¢ekirdeginde yapilan bir

calismada ise monomerik flavan-3-ollerin ¢ekirdek kabugunun dis ylizeyi ve
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endospermde bulundugu belirlenirken, prosiyanidinlerin iiziim ¢ekirdeginin kahverengi

kabugunda bulundugu belirlenmistir.

Durultma islemi sonucunda ise biitiin meyveden elde edilen nar sularinda bulunan
prosiyanidin miktarinda %73’lik bir azalis belirlenmistir. Benzer sekilde, daneden elde
edilen nar sularinda da %65 oraninda bir azalis saptanmistir. Elde edilen bu sonuglar,
durultma isleminin nar suyundaki prosiyanidinler iizerine 6nemli etkisinin oldugunu
gostermektedir (p<0.01). Jelatinin tek basina durultma ajani olarak kullanildigi durumda
en iyi sonucun soguk durultma teknigi ile alindigir bilinmektedir. Ancak, meyve
suyunun yeterince fenolik madde icermedigi durumlarda sogutma uyulanmis olsa bile
floklagma saglanamamaktadir. Jelatin ile soguk durultma tekniginde iyi sonuglara
ulagabilmek i¢in meyve suyunun fenolik made iceriginin yiiksek olmasinin yanisira
fenolik maddelerin molekiil agirliklariin da yiiksek olmasi gerekmektedir. Nitekim,
jelatinin fenolik maddeleri uzaklastirma etkisi molekiil agirliklarina gore degisim
gostermekte, fenolik maddelerin polimerizasyon dereceleri arttik¢a jelatin ile uzaklasan
fenolik orani da artmaktadir. Iste bu nedenle jelatinle yiiksek molekiil agirligina sahip
fenoliklerde onemli diizeyde azalma saglanmaktadir (Cemeroglu vd. 2009). Bu
durumda da, jelatinin, fenolik maddeler arasinda molekiil agirliklar1 1 000-20 000
arsinda degisim gosteren prosiyanidinlere daha kolay baglanmasi da beklenen bir
durumdur. Cosme vd.. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada da beyaz saraplar jelatin
ile durultulmus, ve durultma sonunda dimer ve trimer yapidaki prosiyanidinlerin
miktarinda 6nemli diizeyde azalmalar saptanmistir (p<0.05). Pastdrizasyon islemi
sonunda, hem daneden hem de biitin meyvenin preslenmesiyle elde edilmis nar
sularinda prosiyanidin miktarinda sirasiyla %27 ve %46 oraninda bir artis
gozlenmektedir. Ancak bu artis istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (p>0.01). Her
ne kadar bu artis istatistiksel olarak énemli bulunmamis olsa da bu durumun nedeni
olarak, daha once de aciklanildig1 iizere bir kisim prosiyanidinin proteinlere baglh
formda bulundugu ve 1s1 etkisiyle bu bagin pargalanarak prosiyanidinlerin serbest hale

gecisi olabilecegi diislintilmektedir.

Benzer sekilde, Fuleki ve Silva (2003) tarafindan yapilan bir c¢alismada da

pastorizasyon islemi sonucunda, hem farkli siirelerde (30, 60 ve 90 dak.) uygulanan

53



sicak presleme hem de soguk preslenerek 18 h maserasyon uygulanmis tiztimlerde
prosiyanidin miktarlarinda artis gézlenmistir. Ancak, sadece soguk preslenerek elde
edilen iizim sularinda pastorizasyon igleminin prosiyanidin miktarina etkisinin negatif
oldugu belirlenmistir. Danelerden ve biitiin meyveden preslenerek elde edilen nar
sularindaki toplam prosiyanidin miktarina durultma ve pastorizasyonun etkisini daha

acik bir sekilde gostermek i¢in sonuglar sirasiyla Sekil 4.8 ve 4.9°da histogram olarak

verilmistir.
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Sekil 4.8 Biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinin toplam
prosiyanidin  miktarlar1  {izerine durultma ve pastorizasyon
islemlerinin etkileri
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Sekil 4.9 Danelerden elde edilen nar sularinin toplam prosiyanidin miktarlar
iizerine durultma ve pastorizasyon islemlerinin etkileri

Varyans analiz sonuglar1 (EK 1, Cizelge 9), “ekstraksiyon x durultma x pastdrizasyon”
liclii interaksiyonunun istatistiksel olarak énemli olmadigim géstermistir (p>0.01). Uglii
interaksiyon onemli olmadigi i¢in ikili interaksiyonlar incelenmis ‘“‘ekstraksiyon x
durultma” ikili interaksiyonunun istatistik olarak énemli bulunmustur (p<0.01). Gruplar
arasindaki farki degerlendirmek icin elde edilen verilere Duncan testi uygulanmigtir
(EK 1, Cizelge 10). Analiz sonuglari, prosiyanidin igerikleri iizerine ekstraksiyon ve

durultma islemlerinin 6nemli etkisinin oldugunu gostermektedir (p<0.05).

4.7 Nar Sularmim Antioksidan Aktivite Uzerine Durultma ve Pastorizasyon
Islemlerinin Etkisi

Danelerden ve biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinda antioksidan
aktivite diizeyi, durultma ve pastorizasyon iglemlerinden 6nce ve sonra saptanmis ve
elde edilen veriler Cizelge 4.8’de verilmistir. Biitlin meyvenin preslenmesiyle elde
edilen nar sularmin antioksidan aktivitesi 26.81 mM trokloks/mL olarak belirlenirken,

danelerden elde edilen nar sularinda bu deger 21.99 mM trokloks/mL olarak
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bulunmugstur. Elde edilen bu sonuglara gore, narlarin kabuklar1 ile preslenmesiyle

antioksidan aktivite diizeyinde %22’lik bir artig saptanmustir.

Cizelge 4.8 Danelerden ve biitiin meyveden elde edilen nar sularinin antioksidan
aktivite diizeyine durultma ve pastorizasyon islemlerinin etkisi

Antioksidan aktivite (mM troloks/mL nar suyu)

Nar suyu Biitiin meyveden Daneden

Durultulmamig 26.81+0.01 21.99+0.24
Durultulmus 18.16+0.15 14.06+0.39
Durultulmamis (P)* 25.02+0.21 19.91+0.23
Durultulmus (P) 18.15+0.14 15.07+0.47

* P: pastorize edilmis

Gerek daneden gerekse biitiin meyveden elde edilen nar sularinda durultma (p<0.01) ve
pastorizasyon (p<0.05) islemlerinin antioksidan aktivite diizeyi iizerine Onemli
etkilerinin oldugu belirlenmistir. Ornegin biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilmis
nar sularinda durultma islemi sonucunda antioksidan aktivite diizeyinde %32’lik bir
azalis belirlenmisken, pastrizasyon islemi sonucunda %7 diizeyinde daha sinirli bir
azalis saptanmistir. Danelerden ve biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar
sularindaki antioksidan aktivite diizeyine durultma ve pastorizasyon islemlerinin
etkisini daha acik bir sekilde gosterebilmek i¢in sonuglar sirasiyla Sekil 4.10 ve 4.11°de

histogram olarak verilmistir.

Biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilmis durultulmamis nar sularinda, toplam
fenolik madde miktar1 2773 mg GA/L olarak belirlenirken, prosiyanidin miktar1 970
mg GA/L olarak belirlenmistir. Ancak, daneden elde edilen nar sularinda toplam fenolik
madde miktar1 2073 mg GA/L olarak belirlenirken, prosiyanidin miktar1 160 mg GA/L
olarak belirlenmistir. Bir diger degisle kabuklariyla preslenen nar sularinda bulunan
fenolik maddelerin % 35’1 prosiyanidinleren kaynaklanirken daneden elde edilen nar

sularinda bu deger %8’ dir.
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Sekil 4.10 Biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinin antioksidan
aktiviteleri {izerine durultma ve pastdrizasyon islemlerinin etkileri
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Sekil 4.11 Danelerden elde edilen nar sularinin antioksidan aktiviteleri {izerine
durultma ve pastorizasyon islemlerinin etkileri
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Bu sonuglar, prosiyanidinlerin kabukta daha yogun olarak bulunan fenolikler oldugunu
ve ayni zamanda kabuktan meyve suyuna gecerek antioksidan aktiviteyi dnemli oranda
artirdiklarin1 bir kez daha gostermektedir. Gil vd.. (2000) tarafindan yapilan bir
calismada da biitiin meyveden elde edilen nar sularinda danelerden elde edilen nar
sularindan daha fazla antioksidan aktivite bulunmustur. Arastirmacilar bu farkliligi,
narin preslenmesi sirasinda kabukta yogun olarak bulunan antioksidan bilesiklerin
meyve suyuna gegisine baglamiglardir. Genel olarak biitliin meyvenin preslenmesiyle
elde edilen nar suyunun antioksidan aktivitesinin biiylik oranda hidrolize olabilen
fenoliklerden, ellajik asitten, antosiyaninlerden (siyanidin, delfinidin ve pelargonidin
glikozitlerden) ve diger flavonoid bilesiklerden (kuersetin, kamferol ve luteolin
glikozitler) kaynaklandigi belirtilmektedir (Seeram vd. 2005b). Gil vd. (2000)
tarafindan yapilan bir c¢alismada da narda bulunan fenolik bilesikler iginde,
punikalajinin en yliksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve bunu da gallik asit ve

ellajik asidin izledigi saptanmustir.

Ancak, Puiggros vd.. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada da fenolik bilesikler
arasinda, antioksidan aktiviteye sahip en Onemli grubun prosiyanidinler oldugu
bildirilmektedir. Bu durum; c¢ikolatada (Counet ve Collin 2003), kakaoca zengin
cikolata ve likorlerde (Adamson vd. 1999) yapilan c¢aligmalarda da belirlenmis,
prosiyanidin miktar1 arttik¢a antioksidan aktivitenin de dogrusal (r= 0.994) olarak arttig1
saptamistir. Calismamizda da benzer bir korelasyon saptanmistir. Hem daneden hem de
biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinda prosiyanidin miktarlar1 ve
antioksidan aktivite arasinda yliksek bir korelasyon oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12 ve
4.13). Biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinda korelasyon katsayisi r=
0.969 (Sekil 4.13) iken, daneden elde edilen nar sularinda bu deger r= 0.793 (Sekil 4.14)
olarak belirlenmistir. Elde edilen bu sonuclar, nar sularindaki antioksidan aktivitenin
prosiyanidinlerden kaynaklandigini acik¢a gostermistir. Varyans analiz sonuglar1 (EK 1,
Cizelge 11) gerek danelerden gerekse de biitiin meyveden elde edilen nar sularinin

antioksidan aktivite diizeylerinde 6nemli azalmalar oldugunu géstermistir (p<<0.01).
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Sekil 4.12 Dane ve biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularindaki
antioksidan aktivite ve prosiyanidin miktarlar1 arasindaki dogrusal
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Sekil 4.13 Biitin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularindaki
antioksidan aktivite ve prosiyanidin miktarlar1 arasindaki dogrusal
iligki
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Sekil 4.14 Daneden elde edilen nar sularindaki antioksidan aktivite ve
prosiyanidin miktarlar1 arasindaki dogrusal iligki

Nar sularinin antioksidan aktivite diizeyleri i¢in yapilan varyans analizi sonuglar1 (EK 1,
Cizelge 11) “ekstraksiyon x durultma x pastorizasyon” {i¢lii interaksiyonunun
istatistiksel olarak dnemli olmadigmi géstermistir (p>0.01). Uglii interaksiyon 6nemli
olmadig1 i¢in ikili interaksiyonlar incelenmis, “ekstraksiyon % durultma” ve “durultma x
pastorizasyon” ikili interaksiyonlarinin istatistik olarak 6nemli oldugu belirlenmistir
(p<0.05, p<0.01). Gruplar arasindaki farki degerlendirmek icin elde edilen verilere
Duncan testi uygulanmistir (EK 1, Cizelge 12, 13). Duncan testi sonuclar
incelendiginde ise elde edilen tim degerler arasindaki farklarin istatistiksel olarak

onemli oldugu goriilmektedir (p<0.01).

4.8 Nar Suyu Konsantrelerinin Bazi Analitik Ozellikleri Uzerine Durultma
Isleminin Etkisi

Biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinin bir kismi durultulmadan, bir

kismi da durultulduktan sonra konsantre edilmisler ve bu oOrneklerde briks, pH ve

titrasyon asitligi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.9’de verilmistir.
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Durultma isleminin nar suyu konsantrelerinin briks, pH ve titrasyon asitligi degerleri

iizerine 6nemli bir etkisin bulunmadig1 gozlenmistir.

Cizelge 4.9 Biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar suyu konsantrelerinn briks,
pH ve titrasyon asitligi degerleri

Titrasyon asitligi*

Nar su Briks (g/100g) H

i g8 P (g /100 mg)
Durultulmamus 64.31 3.36 4.54
Durultulmus 65.47 337 4.56

*susuz sitrik asit cinsinden

4.9 Nar Suyu Konsantrelerinin Toplam Fenolik Madde ve Kondense Olabilen
Fenolik Madde Icerikleri Uzerine Durultma Isleminin Etkisi

Nar suyu konsantrelerinin toplam fenolik madde ile kondense olabilen fenolik madde
miktarlar1 durultma isleminden ©6nce ve sonra belirlenmistir. Durultulmamis nar
sularmin konsantre edilmesiyle elde edilen 6rneklerde toplam fenolik madde miktari
12 061 mg GA/L diizeyinde belirlenirken durultularak konsantre edilmis 6érneklerde bu
deger 8 256 mg GA/L olarak saptanmistir. Kondense olabilen fenolik madde miktar1 ise
durultulmus nar sularindan elde edilen konsantrelerde 395 mg katesin/L olarak
belirlenirken durultulmamis nar sularindan elde edilmis konsantrelerde 213 mg

katesin/L diizeyinde bulunmustur.

Elde edilen bu sonuglara gore, durultulmamis nar sularindan elde edilen konsantrelerin,
durultulmus nar sularindan elde edilen konsantrelere gore %32 daha fazla fenolik
madde ve %46 daha fazla kondense olabilen fenolik madde igerdigi belirlenmistir.
Benzer sekilde laboratuvarimizda Apaydin (2008) tarafindan yapilan bir calismada da
durultulmamig nar sularindan elde edilen konsantrelerin, durultulmus nar sularindan
elde edilen konsantrelere kiyasla %39 daha fazla toplam fenolik madde icerdigi
saptanmistir. Spanos ve Wrolstad (1990) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ¢ekirdeksiz
iizimlerden elde edilen meyve sular1 durultma islemi uygulanarak ve uygulanmaksizin

konsantre edilmis ve igerdikleri toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir.
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Durultulmus {iziim suyu konsantrelerinin, durultulmamis konsantrelerden %13 daha az

fenolik madde igerdikleri saptannmustir.

4.10 Nar Suyu Konsantrelerinin Antioksidan Aktiviteleri Uzerine Durultma
Isleminin Etkisi

Antioksidan aktivite diizeyi, durultma isleminden 6nce ve sonra konsantre edilmis nar
suyu konsantrelerinde saptanmig ve durultulmadan konsantre edilmis Orneklerin
antioksidan aktivitesi 117.79 mM trokloks/mL olarak belirlenmistir. Durultularak
konsantre edilmis orneklerde ise bu deger 84.06 mM trokloks/mL olarak bulunmustur.
Elde edilen bu sonuclara gore, antioksidan aktivite diizeyinde durultmadan sonra
konsantre edilmis 6rneklerde durultmadan once konsantre edilen drneklere kiyasla %28
diizeyinde bir azalis belirlenmistir. Benzer sekilde laboratuvarimizda Apaydin (2008)
tarafindan yapilan bir c¢alismada da durultulmamis nar sularindan elde edilen
konsantrelerin, durultulmus nar sularindan elde edilen konsantrelere kiyasla %25 daha

fazla antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir.

4.11 Nar Suyu Konsantrelerinin Prosiyanidin icerikleri Uzerine Durultma
Isleminin Etkisi

Biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilmis nar suyu konsantrelerinde durultma
isleminin toplam prosiyanidin igerigi lzerine etkisini belirlemek i¢in, nar sulari
durultma islemi uygulanmadan ve uygulandiktan sonra konsantre edilmistir. Durultma
islemi uygulanmamis nar suyu konsantrelerinde toplam prosiyanidin miktar1 1640 mg
GA/L diizeyinde belirlenirken durultularak konsantre edilmis nar suyu konsantrelerinde
1267 mg GA/L olarak bulunmustur. Diger bir deyisle, durultularak konsantre edilen nar
sularinda toplam prosiyanidin miktarinda %23’liik bir azalis belirlenmistir. Spanos ve
Wrolstad (1990) tarafindan yapilan bir ¢alismada da benzer sonuglara ulasilarak
durultulmamis nar sularindan elde edilen konsantrelerin, durultulmus nar sularindan
elde edilen konsantrelere kiyasla %30 daha fazla toplam prosiyanidin igerdigi
saptanmigtir. Bu ¢alismada, durultma islemiyle birlikte ¢ekirdeksiz iiziim sularindan

elde edilen konsantrelerde prosiyanidin B3 miktarinda %33’liikk, B1 miktarinda %26’lik
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bir azalis belirlenmistir. Ayrica, prosiyanidin B4 miktarinda degisim gdzlenmezken,
prosiyanidin B2 miktarinda ise %100’liik bir kayip gézlenmistir. Bu ¢calisma sonucunda,
prosiyanidinlerin kosantrasyon ve siseleme sirasinda maruz kalinan i1siya duyarlilik
gosterdikleri belirlenmistir. Ayni calismada SO,’nin prosiyanidinler {izerine etkisi
incelenmis ve 70 ppm diizeyinde SO, eklenen konsantrelerde, durultma islemi sonunda
toplam prosiyanidin miktarinda %10’luk bir artis saptanmistir. Bu durumun,
prosiyanidinlerin oksidasyonunun SO, tarafindan engellenmesinden kaynaklanabilecegi

ileri sturiilmektedir.

63



SONUC ve ONERILER

Arastirmada ulasilan baglica sonuclar asagida maddeler halinde &zetlenerek

sunulmustur.

1. Nar ham suyu depektinize edilmeden, sadece jelatin ile “soguk durultma”

teknigi kullanilarak miikemmel diizeyde durultulabilmektedir.

2. Durultma ve pastorizasyon islemlerinin, nar sularimin pH, titrasyon asitligi ve

briks degerleri iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

3. Narlarin kabuklari ile preslenmesiyle “toplam fenolik madde” miktarinda %34
diizeyinde bir artis saptanmistir. Boylece, kabuktan meyve suyuna onemli

diizeyde fenolik madde gectigi sonucuna ulasilmistir.

4. Durultmada kullanilan jelatinin, nar sularindan énemli diizeyde fenolik maddeyi

uzaklastirdig1 saptanmustir.

5. Danelerin preslenmesiyle elde edilen nar sularinda, kondense olabilen fenolik
madde miktar1 biitlin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularina gore
%353 daha az bulunmustur. Bu durum, kondense olabilen fenolik maddelerin;
nar kabuklarinda yogun olarak bulundugu ve suda ¢oziiniir nitelikleri nedeniyle

presleme sonucunda meyve suyuna ge¢meleri ile agiklanmistir.
6. Durultma islemi sonucunda, hem biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar

sularinda ve hem de daneden elde edilen nar sularinda kondense olabilen fenolik

madde miktar1 6nemli diizeyde bir azalis belirlenmistir.
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7.

10.

11.

Pastorizasyon islemi sonucuda ise biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen
nar sularinda daneden elde edilen nar sularina kiyasla daha belirgin bir azalig
saptanmistir. Boylece, her iki yontemle de elde edilmis nar sularinda
pastorizasyon isleminin kondense olabilen fenolik madde miktar1 {izerine

etkisinin 6nemli oldugu sonucuna varilmstir.

Nar sularindaki prosiyanidinlerin ayirma islemleri kromotagrafi teknigi ile
basarili bir sekilde yapilmistir. Nar sularinda 3 tane temel prosiyanidin piki
saptanmis ve gallik asit cinsinden toplam prosiyanidin miktar1 belirlenmistir. Bu
prosiyanidinlerin tanimlanabilmesi i¢in kiitle spektrofotometresine ihtiyag

bulunmaktadir.

Daneden ve biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinin sirasiyla
160 ve 970 mg/L diizeyinde prosiyanidin igerdikleri belirlenmistir. Narlarin
kabuklar1 ile preslenmesiyle toplam prosiyanidin miktarinda %84’liik bir artis
gorlilmektedir. Bu sonug, prosiyanidinlerin nar kabuklarinda yogunlastigini ve

suda ¢oziinmeleri nedeniyle, preslemeyle meyve suyuna gectigini gostermistir.

Biitin meyvenin preslenmesiyle elde edilen nar sularinda bulunan toplam
fenolik maddenin % 35’inin prosiyanidinlerden kaynaklandigi, daneden elde

edilen nar sularinda ise bu oranin % 8 oldugu belirlenmistir.

Durultma islemi ile nar sularinin ve konsatrelerinin igerdigi prosiyanidin miktari
onemli oranda azalmaktadir. Durultma islemi sonucunda biitiin meyveden elde
edilen nar sularinda bulunan prosiyanidin miktarinda %73’liikk bir azalis
belirlenmistir. Benzer sekilde, daneden elde edilen nar sularinda da %65
oraninda bir azalis saptanmistir. Bu sonuclar, durultmada kullanilan jelatinin,
nar sularinda gerek sonradan bulanmaya neden olan gerekse de burukluga neden

olan prosiyanidinleri 6nemli diizeyde uzakalastirdigini ortaya koymustur.
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12.

13.

14.

15.

16.

Durultma isleminin aksine pastorizasyon islemi sonucunda, her iki yontemle de
elde edilmis nar sularinda bulunan gerek toplam fenolik madde gerekse de

prosiyanidin miktarinda dnemli diizeyde artis gozlenmistir.

Narlarin kabuklar1 ile preslenmesiyle antioksidan aktivite diizeyinde %22’lik bir
artis saptanmistir. Boylece, nar suyunun antioksidan aktivitesinin biiylik bir
kisminin nar kabugunda bulundugu saptanmustir. Yiiksek antioksidan aktivite

istenildigi durumlarda, narlar mutlaka kabuklartyla preslenmelidir.

Nar sularindaki prosiyanidin madde miktar1 ile antioksidan aktivite arasinda
yiikksek diizeyde bir korelasyon saptanmistir.  Buna gore, nar sularinda
prosiyanidin miktar1 arttik¢a, antioksidan madde miktar1 da artmistir. Biitiin
meyvenin ve danelerin preslenmesiyle elde edilmis nar sularinda, prosiyanidin
miktar1 ile antioksidant aktivite arasindaki korelasyon katsayilar1 sira ile r=0.969

ve 1=0.793 olarak saptanmustir.

Durultma isleminin nar suyu konsantrelerinin briks, pH ve titrasyon asitligi

degerleri lizerine 6nemli bir etkisinin bulunmadig1 gozlenmistir.

Durultulmamis nar sularindan elde edilen konsantrelerin, durultulmus nar
sularindan elde edilen konsantrelere gore %32 daha fazla fenolik madde, %29
daha fazla prosiyanidin, %46 daha fazla kondense olabilen fenolik madde ve

%28 daha fazla antioksidan aktivite igerdigi saptanmustir.
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EK 1 istatistiksel Degerlendirme Sonuclari

Cizelge 1 Biitiin meyveden ve daneden elde edilen nar sularmin toplam fenolik madde
miktarlarindaki degisime iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynagi Serbestlik Kareler Kareler F P
derecesi toplami ortalamasi

Ekstraksiyon* 1 766063 766063 469.20 0.000

Durultma 1 2532077 2532077  1550.86  0.000

Pastorizasyon 1 258318 258318 158.22 0.000

Ekstraksiyon x durultma 1 207708 207708 127.22 0.000

Durultma x pastorizasyon 1 3691 3691 2.26 0.171

Ekstraksiyon x pastorizasyon 1 1502 1502 0.92 0.366

Ekstraksiyon x durultma x 1 11827 11827 7.24 0.027%*

pastorizasyon

Hata 8 13062 1633

Genel toplam 15 3794245

* : Meyve suyu ekstraksiyon yontemi

** 1 p<0.05

Cizelge 2 Durultma ve meyve suyu ektraksiyon yonteminin nar sularinin toplam fenolik
madde miktarma birlikte etkilerinin pastorizasyon islemine gére Duncan testi
ile karsilastirilmasi

Meyve suyu Pastdrizasyon
Durultma ekstraksiyon P. 6ncesi P. sonrast
yontemi
Durultulmug Danelerden 1590+39.6Bd 1740+31.1Ad
Biitiin meyveden 1726+4.2Bc 2023.5+23.3Ac
Durultulmamig Danelerden 2073+15.6Bb 2392.5+27.6Ab
Biitiin meyveden 2773+62.9Ba 3023+70.7Aa

A-B: Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
a—d: Ay siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).

77



Cizelge 3 Durultma ve pastorizasyon iglemlerinin nar sularinin toplam fenolik madde
miktarma birlikte etkisinin meyve suyu ekstraksiyon yontemine gore Duncan
testi ile karsilagtirilmasi

Meyve suyu ekstraksiyon yontemi

Durultma Pastérizasyon Danelerden Biitiin meyveden

Durultulmus Pastorize edilmemis 1590+39.6Bd 1726+4.24Ad
Pastdrize edilmis 1740+31.1Bc 2023.5+23.3Ac¢

Durultulmamisg Pastorize edilmemis 2073+62.9Bb 2773.5+15.6Ab
Pastdrize edilmis 2392.5+27.6Ba 3023+70.7Aa

A-B: Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
a—d: Ayni siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).

Cizelge 4 Pastorizasyon ve meyve suyu ekstraksiyon yonteminin nar sularimin toplam
fenolik madde miktaria birlikte etkilerinin durultma islemine gére Duncan
testi ile karsilastirilmast

Meyve suyu Durultma
Pastorizasyon ekstraksiyon Durultulmus Durultulmamis
yontemi
Pastorize edilmemis ~ Danelerden 1590+39.6Bc¢ 2073+15.6Ad
Biitin meyveden  1726.65+4.24Bb 2773+62.9Ab
Pastorize edilmis Danelerden 1740+31.1Bb 2392 5427 .6Ac
Biitlin meyveden  2023.5+23.3Ba 3023+70.7Aa

A-B: Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.01).
a—d: Ayni siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).
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Cizelge 5 Biitiin meyveden ve daneden elde edilen nar sularinin kondense olabilen
fenolik madde miktarlarindaki degisime iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varvasvon kavnasi Serbestlik Kareler Kareler P
ryasy ynag derecesi toplamu ortalamasi

Ekstraksiyon* 1 7876.6 7876.6 174.31  0.000

Durultma 1 2782.6 2782.6 61.58  0.000

Pastorizasyon 1 3510.6 3510.6 77.69 0.000

Ekstraksiyon x durultma 1 280.6 280.6 6.21 0.037

Durultma x pastorizasyon 1 2139.1 2139.1 4734  0.000

Ekstraksiyon x pastdrizasyon 1 217.6 217.6 4.81 0.060

Ekstraksiyonx durultma x 1 280.6 280.6 6.21  0.037%*

Pastdrizasyon

Hata 8 361.5 45.2

Genel toplam 15 17448.9

* . Meyve suyu ekstraksiyon yontemi
*% 1 p<0.05

Cizelge 6 Durultma ve meyve suyu ektraksiyon yonteminin nar sularimin kondense
olabilen fenolik madde miktarina birlikte etkilerinin pastorizasyon islemine
gbre Duncan testi ile karsilastirilmasi

Pastdrizasyon
Durultma P. 6ncesi P. sonras1
Durultulmus Danelerden 40.5+2.1Ab 35+£12.73Ac
Biitiin meyveden 108+7 Aa 39.5+0.7Bc
Durultulmamaisg Danelerden 59 5+3.54Ab 52+1.4Ab
Biitiin meyveden 127+11Aa 90+1.4Ba

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

a—c: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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Cizelge 7 Durultma ve pastorizasyon iglemlerinin nar sularinin kondense olabilen
fenolik madde miktarma birlikte etkisinin meyve suyu ekstraksiyon
yontemine gore Duncan testi ile karsilagtirilmasi

Meyve suyu ekstraksiyon yontemi

Durultma Pastorizasyon Danelerden Biitiin meyveden

Durultulmus Pastorize edilmemis 40.5+2.1Bb 108+7 Aa
Pastorize edilmis 35+12.73Ab 39.5+0.7Ac

Durultulmamaig Pastorize edilmemis 59 5+3 54Ba 127+11Aa
Pastorize edilmig 52+1.4Ba 90+1.4Ab

A-B: Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
a—c: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Cizelge 8 Pastorizasyon ve meyve suyu ekstraksiyon yonteminin nar sularinin kondense
olabilen fenolik madde miktarina birlikte etkilerinin durultma iglemine gore

Duncan testi ile karsilagtirilmasi

Meyve suyu Durultma
Pastorizasyon ekstraksiyon Durultulmus Durultulmamais
yontemi
Pastorize edilmemis  Danelerden 40.54+2.1Bb 59.5+3.54Bc¢
Biitiin meyveden 108+7 Aa 127+11Aa
Pastorize edilmis Danelerden 35+12.73Bb 52+1.4Ac
Biitiin meyveden 39.5+0.7Bb 90+1.4Ab

A-B: Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.05).
a—c: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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Cizelge 9 Biitiin meyveden ve daneden elde edilen nar sularinin prosiyanidin

miktarlarindaki degisime iligkin varyans analiz ¢izelgesi

Serbestli
Varvasvon kavnasi K Kareler Kareler P
ryasy ynag . toplami1 ortalamasi
derecesi
1 927369 927369 189.0  0.000
Ekstraksiyon* 2
1 581406 581406 1185  0.000
Durultma 0
o 1 1521 1521 0.31 0.593
Pastorizasyon
k3k
Ekstraksiyon x durultma 1 246512 246512 50.24  0.000
.y 1 2550 2550 0.52 0.491
Durultma x pastdrizasyon
Ekstraksiyon x pastdrizasyon ! 2916 2916 0.59 0.463
Ekstraksiyonx durultma x 1 11556 11556 2.36 0.163
pastorizasyon
Hata 8 39250 4906
15 1813081

Genel toplam

*: Meyve suyu ekstraksiyon yontemi
* *: p<0.01

Cizelge 10 Meyve suyu ekstraksiyon yontemi ve durultma isleminin nar sularinin

prosiyanidin icerigine etkilerinin Duncan testi ile karsilastirilmasi

Meyve suyu
ekstraksiyon Durultma
; . D. 6ncesi D. sonrasi
yontemi
Danelerden 197.5£52.3Ab 64.5+10.97Bb
Biitiin meyveden 927.3+114.8Aa 297.8+56.8Ba

A-B: Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
a—b: Ayni siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
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Cizelge 11 Biitiin meyveden ve daneden elde edilen nar sularinin antioksidan aktivite
miktarlarindaki degisime iligkin varyans analiz ¢izelgesi

Varvasvon kavnas: Serbestlik  Kareler Kareler F p
ryasy ynag derecesi toplamu ortalamasi

Ekstraksiyon* 1 73,274 73,274 258,92 0,000

Durultma 1 200,081 200,081 707,00 0,000

Pastorizasyon 1 2,074 2,074 7,33 0,027

Ekstraksiyon x durultma 1 1,918 1,918 6,78  0,031%**

Durultma x pastdrizasyon 1 5,929 5,929 20,95 0,002

Ekstraksiyon x pastdrizasyon 1 0,130 0,130 0,46 0,518

Ekstraksiyon x durultma x 1 0,429 0,429 1,52 0,253

pastorizasyon

Hata 8 2,264 0,283

Genel toplam 15 286,098

* : Meyve suyu ekstraksiyon yontemi

** 1 p<0.01

**% - p<0.05

Cizelge 12 Meyve suyu ekstraksiyon yontemi ve durultma isleminin nar sularmin
antioksidan aktivite diizeyine etkisinin Duncan testi ile karsilastirilmasi

Meyve suyu
ekstraksiyon Durultma
; . D. 6ncesi D. sonrasi
yontemi
Danelerden 20.9+1.2Ab 14.5+0.9Bb
Biitiin meyveden 25.9+1.06Aa 18.15+0.2Ba

A-B: Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
a—b: Ayni siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).

Cizelge 13 Pastorizasyon ve durultma isleminin nar sularmin antioksidan aktivite
diizeyine etkisinin Duncan testi ile karsilastirilmasi

Pastorizasyon
Durultma
D. Oncesi D. sonrasi
P. 6ncesi 24.4+2.8Aa 22.4+2 9Ba
P. sonrasi 16.1+£2.4Ab 16.6+1.8Ab

A-B: Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
a—b: Ayni siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).

EK 2 Nar Suyu ve Konsantrelerinin Prosiyanidin Kromotogramlari
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Sekil 1 Biitiin meyvenin preslenmesiyle elde edilmis durultulmus ve durultulmamis nar
sularindaki prosiyanidinlerin HPLC kromatogramlari A: Durultulmamis, B:
Durultulmus
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Sekil 2 Biitiin meyvenin preslemesiyle elde edilen pastorize edilmis nar sularindaki
prosiyanidinlerin HPLC kromatogramlari C: Durultulmadan pastorize edilmis,
D: Durultulup pastorize edilmis
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Sekil 3 Danelerden elde edilmis durultulmus ve durultulmamis nar sularindaki
prosiyanidinlerin HPLC kromatogramlar1 A: Durultulmamis, B: Durultulmus
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Sekil 4 Danelerden elde edilen pastorize edilmis nar sularindaki prosiyanidinlerin
HPLC kromatogramlari C: Durultulmadan pastorize edilmis, D: Durultulup
pastorize edilmis
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