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1. Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri

e Nar suyu liretim agamalarinda antimikrobiyel aktivite ve fenolik madde miktarindaki
degisimler

e Changes in antimicrobial activity and phenolic contents of pomegranate juice during

production

Ozet

Nar suyu tiretimi sirasinda ulasilan randiman ekonomik agidan 6nemli bir kalite kriteridir, ancak;
randimanin artigiyla nar suyunun buruklugu da artmaktadir. Nar sularindaki buruk tat, narlarin
preslenmesi sirasinda kabuktan meyve suyuna gegen fenoliklerden kaynaklanmaktadir. Ayrica,
reaktif oksijen tiirlerini yakalama ve oksidant metallerle g¢elat yapma ozellikleri sayesinde

antioksidan aktivite gosteren fenoliklerin saglik tizerine de 6nemli katkilar1 vardir.

Bu calismada; 25 dakika siiresince 1.2-4.8 bar, 15 dakika siiresince 1.2-2.4 bar ve 5.5 dakika
stiresince 1.2-1.8 bar basincin etkili oldugu ii¢ farkli presleme programi uygulanmistir. Sirasiyla,
%39, 33 ve 27 randimanla meyve suyu elde edilmistir. Presleme sirasinda periyodik olarak alinan
orneklerin; antioksidan aktivite, antimikrobiyel aktivite ve toplam fenolik madde miktarlan
belirlenmistir. Beklendigi gibi, basincin artmasi antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde
miktarinda artisa neden olmustur. Ornegin, basingtaki her 2.8 bar’lik artis antioksidan aktivite ve
toplam fenolik madde miktarinda yaklasik %12 diizeyinde artisa neden olmustur. Basing ile
antioksidan aktivite (r=0.973) ve fenolik madde miktar1 (r=0.979) arasinda 6nemli bir iligki
vardir. Nar suyu orneklerinin antimikrobiyel aktiviteleri (antibakteriyel ve antifungal), denemeye
alman bakterilerden Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Lactobacillus
plantarum, Escherichia coli, E. Coli O157:H7, Enterobacter cloaceae, Salmonella enteritidis,
Citrobacter freundii ve Pseudomonas sp.‘a Karsi, kif tirlerinden ise; Aspergillus niger,
Aspergillus sp., Penicillum sp.’e karsi test edilmistir. Nar suyu Orneklerinin bu
mikroorganizmalardan Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, S. aureus ve Pseudomonas
sp. ‘a kargt antimikrobiyel aktivite gosterdigi saptanmistir. Farkli presleme programlarinda
elde edilen farkli randimanlardaki nar suyu 6rneklerinin antimikrobiyel aktiviteleri ise nar suyuna
kars1 hassas oldugu saptanan bu bakterilerden B. megaterium ve Pseudomonas sp., kullanilarak
test edilmistir. Calismamizda uygulanan basing diizeyindeki artisin, nar suyunun sdz konusu
bakterilere karsi antimikrobiyel aktivitesini artirma yoniinde 6nemli bir etkisinin olmadigi ve
farkli randimanlarda elde edilen nar sularinin birbirine yakin antimikrobiyel aktiviteye sahip

oldugu saptanmustir.



Nar kabugu, dilim zar1 ve ¢ekirdegi; meyve suyunun duyusal ozelliklerine katkida bulunan
fenolik bilesiklerin, énemli kaynagidir. Bu nedenle, bu g¢alismada; nar kabugu, dilim zar1 ve
cekirdegi toz haline getirilmis ve aseton, aseton:su (v:v, %70), metanol, etanol ve su ile 12 h
siiresince 4°C’de ekstraksiyona birakilmistir. Bu ekstraktlarin; antioksidan aktivite, fenolik
madde miktar1 ve antimikrobiyel aktiviteleri belirlenmistir. Cekirdek i¢in elde edilen ekstraktlar
arastirmada kullanilan bakterilere ve kiif tiirlerine kars1 antimikrobiyel aktivitesi saptanamamis,
diger yandan kabuk ve dilim zariin B. megaterium ve S. aureus’ a kars1 antimikrobiyel aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Extraksiyon i¢in kullanilan farkli solventlerin ise antimikrobiyel aktivite
iizerinde Onemli bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte aseton:su ekstraksiyonu
sonucu elde edilen ekstraktlar diger ekstraktlara gore daha giiclii antioksidan aktivite gdstermistir.
Nar kabugunun ise, en yiiksek antioksidan aktivite, fenolik madde miktar1 ve antimikrobiyel

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Patojen bakterilerin nar suyunda farkli sicakliktaki depolama kosullarinda canli kalma diizeyi S.
aureus ve E. coli O157:H7 kullanilarak test edilmistir. 10 giinliik depolama siiresince inkiibe
edildiklerinde ve kontrol Ornekleriyle karsilastirildiginda her iki patojen bakterinin de nar
suyunda baslangi¢ sayilarinin hizla azaldigi ve bu bakterilerin canliligini siirdiiremedigi

saptanmigtir.

Sonug olarak, elde edilen veriler; presleme sirasinda uygulanan basing ve siirenin artisiyla
antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde miktarinin da arttigini agikga gostermektedir. Nar
sularinin  antioksidan aktivitesi Onemli diizeyde fenolik madde miktariyla iliskilidir. Nar
suyundaki buruk tat; meyvenin preslenmesi sirasinda kabuktan meyve suyuna gegen kabuktaki
fenolik maddelerden kaynaklanmaktadir. Farkli randimanlarda elde edilen nar sulari ise birbirine

yakin antimikrobiyel aktivite gostermektedir.

Ingilizce Ozet (Abstract)

Although the juice yield during production of pomegranate juice is important criteria for
economical consideration, increasing the yield will also increase the astringency of pomegranate
juice. The astringent taste of pomegranate juice is due the phenolics that pass into juice from the
rind during pressing. Phenolics also have potential health benefits, acting as antioxidant by

scavenging the reactive oxygen species and chelating the oxidant metals.



In this study, three different pressing programmes were applied, namely 1.2—4.8 bar for 25 min,
1.2-2.4 bar for 15 min and 1.2—1.8 bar for 5.5 min. Respective juice yields were 39, 33 and 27%.
Antioxidant activity, antimicrobial activity and total phenolic content of the samples periodically
taken during pressing were determined. As expected, increasing pressure resulted in higher
antioxidant activity and total phenolic. For example, increasing pressure for every 2.8 bar
increased the antioxidant activity and total phenolic content approximately by 12%. There were
good correlations between the pressure and antioxidant activity (r=0.973), total phenolic content
(r=0.979). Antimicrobial activities of the juices from different pressing programmes were tested
against bacteria including Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Lactobacillus plantarum, Escherichia coli, E. Coli O157:H7, Enterobacter cloaceae, Salmonella
enteritidis, Citrobacter freundii and Pseudomonas sp and moulds including Aspergillus niger,
Aspergillus sp., Penicillum sp. Among the microorganisms tested, Bacillus megaterium, B.
subtilis, S. aureus and Pseudomonas sp. were found to be sensitive to juice samples. However,
pressing programme using increasing pressure did not lead to a significant change on the

antimicrobial activities of the juices.

Pomegranate rinds, skins and seeds are good sources of phenolic compounds that contribute to
the sensory characteristics of pomegranate juices. Therefore, in this study pomegranate rind, seed
and skins were powdered and extracted with aceton, aceton:water (v:v, %70), methanol, ethanol
and water for 12 h at 4°C. Antioxidant activity, total phenolic contents and antimicrobial activity
of these extracts were determined. Skin and rind showed antibacterial activity against B.
megaterium and S. aureus while extracts from seeds showed no antibacterial activity against
moulds and bacteria used. Results showed that there is not an important effect of extraction
solvents on antibacterial activity. However, aceton:water (v:v, %70) extracts exhibited stronger
antioxidant activity and higher phenolic content than others. Pomegranate rind has the highest

antioxidant activity, phenolic contents and antimicrobial activity, followed by skins and seed.

In conclusion, the results demonstrated that increasing pressure and time during pressing also
increased the antioxidant activity and total phenolic contents. Antioxidant activity of pomegranate
juice is predominately related to the phenolic content. Astringent taste of pomegranate juice is
mainly due the pomegranate rind phenolics that pass from rind into juice during pressing. Juices

having different yield have similar antimicrobial activity.



II. Amac¢ ve Kapsam

Bu projenin temel amaclari agsagida maddeler halinde verilmistir:

1. Narm islenmesinde uygulanan farkli presleme basinci ve siiresinin, elde edilen nar ham
suyu orneklerinde saptanan antimikrobiyel aktivite, fenolik madde ve antioksidan aktivite

diizeyleri lizerine etkisi ile bu {i¢ parametrenin birbiriyle olan iliskisini ortaya koymaktir.

2. Nar meyvesinin farkli segmentlerini olusturan kabuk, zar ve danelerinde antimikrobiyel

aktivite diizeyi ile toplam fenolik madde miktarlarini belirlemektir.
3. Nar sularinda bazi patojen bakterilerin canli kalma siiresi ve degisim oranini saptamaktir.

4. Farkli konsantrasyonlardaki nar suyu friinlerinin  mikroorganizmalara karsi

antimikrobiyel aktivite diizeyini belirlemektir.

II1. Materyal ve Yontem

3.1 Materyal
Bu arastirmada, materyal olarak kullanilan ve endiistride nar suyu iiretiminde tercih
edilen, Akdeniz Bolgesi’'nde yetistirilen daneleri kirmizi-viole renkli Hicaz nar ¢esidi,

Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii’nden (Erdemli, Mersin) temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Narlarin Meyve Suyuna Islenmesi

Narlar, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi "Meyve Suyu Pilot Isletmesi’nde" meyve
suyuna islenmistir. Bu amagla etkin bir sekilde yikanan narlarin ¢igek evleri keskin bir
bigakla alinip, 4’e bolinmiistiir. Etkin bir yikama uygulamakla ve cigcek evlerinin
uzaklastirilmas1 ile, narlarin meyve suyuna islenmesi sirasinda, mikrobiyel bulasi
olasiligi minimize edilmistir. Daha sonra 4'e boliinen narlar, 3 farkli randimanda
(%39, %33 ve %27) nar suyu elde etmek amaciyla 3 parcaya ayrilmis ve paketli preste

(Bucher-Guyer, Niederweningen, Isvigre) preslenip, nar ham suyu elde edilmistir.



%39 randimanda nar suyu tiretimi:

Bu amagla, 26.5 kg nar preslenmis ve elde edilen nar suyu miktar1 belli araliklarla
saptanmigtir. Preslemede, pres basinct kademeli olarak artirilmis ve maksimum pres
basincina 25 dakikada ulasilmigtir. Cizelge 3.1’de pres tablasina etki eden basinglar
verilmistir. Cizelge 3.2°de ise, preslemede uygulanan basing ve siirenin nar suyu

randimanina etkisi verilmistir.

Cizelge 3.1 Tabla yiizeyine etki eden basinglar

Piston ylizeyine Piston alani Tabla yiizeyine Tabla alani  Basing, tabla
etki eden basing (cm?) uygulanan toplam (cm?) yiizeyine
(bar)* yiik (bar) (bar)

20 176 3520 2916 1.2

30 176 5280 2916 1.8

40 176 7040 2916 24

50 176 8800 2916 3.0

70 176 14080 2916 4.8

*Bucher-Guyer paketli pres tizerindeki manometreden okunan basing

Piston alan1 x Basing (piston ylizeyine, bar)
Basing (tabla ylizeyine, bar) =

Tabla alan1

Cizelge 3.2 Preslemede elde edilen nar suyu randimaninin uygulanan basing ve siireye
bagli olarak degisimi (%39 randiman)

Pres basinci (bar) Stire (dak) Nar suyu miktar1 (kg) Randiman (%)
1.2 5 4.5 17.0
1.8 5 2.2 8.3
24 5 1.6 6.0
3.0 5 1.0 3.8
4.8 5 1.1 4.2
TOPLAM 25 10.4 39.3
10.4 kg nar ham suyu
Randiman (%) = x 100 = % 39.3
26.5 kg nar



%33 randimanda nar suyu tiretimi:
Bu amagla, 26.4 kg nar preslenmis ve elde edilen nar suyu miktar1 belli araliklarla
saptanmigtir. Preslemede, pres basinct kademeli olarak artirilmis ve maksimum pres

basincina 15 dakikada ulagilmistir. Sonuglar Cizelge 3.3 ve 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.3 Tabla yiizeyine etki eden basinglar

Piston yiizeyine Piston alanm Tabla ylizeyine Tabla alan1 ~ Basing, tabla
etki eden basing (cm?) uygulanan toplam (cm?) ylizeyine
(bar)* yiik (bar) (bar)
20 176 3520 2916 1.2
30 176 5280 2916 1.8
40 176 7040 2916 24

*Bucher-Guyer paketli pres tizerindeki manometreden okunan basing

Cizelge 3.4 Preslemede elde edilen nar suyu randimaninin uygulanan basing ve siireye
bagli olarak degisimi (%33 randiman)

Pres basinci (bar) Stire (dak) Nar suyu miktar1 (kg) Randiman (%)
1.2 5 5 18.9
1.8 5 2.2 8.3
24 5 1.6 6.1
TOPLAM 15 8.8 333

8.8 kg nar ham suyu
Randiman (%) = x 100 = % 33.3
26.4 kg nar

%27 randimanda nar suyu tiretimi:
Bu amagla, 26.4 kg nar preslenmis ve elde edilen nar suyu miktar1 belli araliklarla
saptanmistir. Preslemede, pres basinci kademeli olarak artirilmis ve maksimum pres

basincina 10 dakikada ulagilmistir. Sonuglar Cizelge 3.5 ve 3.6’da verilmistir.



Cizelge 3.5 Tabla iizerine etki eden basing

Piston yiizeyine Piston alanm Tabla ylizeyine Tabla alan1 ~ Basing, tabla
etki eden basing (cm?) uygulanan toplam (cm?) ylizeyine
(bar)* yiik (bar) (bar)
20 176 3520 2916 1.2
30 176 7040 2916 1.8

*Bucher-Guyer paketli pres lizerindeki manometreden okunan basing

Cizelge 3.6 Preslemede elde edilen nar suyu randimaninin uygulanan basing ve siireye
bagli olarak degisimi (%27 randiman)

Pres basinct (bar) Siire (dak) Nar suyu miktar1 (kg) Randiman (%)
1.2 5 5 18.9
1.8 5 2.2 8.3
TOPLAM 10 7.2 27.2
7.2 kg nar ham suyu
Randiman (%) = x 100 = % 27.2
26.4 kg nar

Elde edilen nar ham sulan tiilbentten siiziilerek kaba partikiillerinden ayrilmistir. Daha
sonra, 3 farkli randimanda nar ham suyu iiretimi amaciyla uygulanan pres basing
programlarinin her asamasinda 6rnek alinmis ve kavanozlara doldurularak, —25°C'de
analizlere kadar muhafaza edilmistir. Daha sonra, nar suyu orneklerinde suda ¢oziiniir
kuru madde (briks), pH, titrasyon asitligi, antimikrobiyel aktivite, antioksidan aktivite,

toplam fenolik madde ve kondense olabilen fenolik madde analizleri yapilmistir.

3.2. Fiziksel analizler

3.2.1 Suda coziiniir kuru madde tayini

Orneklerde suda ¢oziiniir kuru madde (briks) dijital bir refraktometre (Atago Rx-7000a,
Tokyo, Japonya) kullanilarak saptanmistir. Briks 6l¢timleri, 20°C’de yapilmistir.



3.2.2 pH tayini

pH degeri, potansiyometrik olarak pH-metre (WTW Inolab Level 1, Weilheim, Almanya)
ile saptanmigtir. Bu amagla, nar ham suyu Orneklerinden bir behere 10 mL alinarak
tizerine, 10 mL damitik su ilave edildikten sonra pH degeri belirlenmistir. Nar sular1 gibi
tampon niteligi yiliksek olan gidalarda sulandirma orami fazla olsa bile, pH degeri

degismemektedir (Cemeroglu 2007). pH olgiimleri, 20°C’de yapilmustir.

3.3 Kimyasal analizler

3.3.1 Titrasyon asitligi tayini

Titrasyon asitligi, pH-metre ile izlenerek yiiriitiilen titrasyonla saptanmis ve bu amagla
IFU tarafindan (1968) onerilen islemler uygulanmistir. Bu amagla 10 mL nar ham suyuna
0.1 N standardize edilmis NaOH c¢ozeltisi ile ve pH-metre yardimiyla, pH 8.1'e
ulagincaya kadar titrasyon uygulanmistir. Titrasyon asitligi, susuz sitrik asit cinsinden

"g/100 mL" olarak hesaplanmistir.

3.3.2 Toplam fenolik madde tayini

Singleton and Rossi (1965) tarafindan tanimlanmis bulunan Folin-Ciocalteu yontemine
gore yapilmistir. Bu yontemin ilkesi, fenolik bilesiklerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu
ayiracini indirgeyip, kendilerinin oksitlenmis forma dontstiigii bir redoks reaksiyonuna
dayanmaktadir. Folin ayiraci ile muamele edildikten sonra olusan mavi renk,
spektrofotometrede 720 nm dalga boyunda sahide karsi okunmustur. Ornekte &lciilen
absorbans degerinin gallik asit cinsinden esdegeri olan fenolik bilesik miktari, gallik asit
ile hazirlanmis olan standart kurvenin denkleminden hesaplanmistir. Ornekteki toplam

fenolik bilesik miktar1 "mg gallik asit/ L" cinsinden ifade edilmistir.

Orneklerin analize hazirlanisi:
Nar suyu: Nar suyu Ornekleri fazla miktarda fenolik bilesik igermeleri nedeniyle

seyreltilerek analize hazirlanmistir. Nar sulart 1:5 (v/v) oraninda seyreltilmistir.

Nar kabugu, dilim zar1 ve ¢ekirdek: Her ti¢ 6rnek de lifolize edilip toz haline getirilmistir.
Toz haline getirilen 6rnekten 0,5 g alinip, {izerine 20 mL hacminde aseton ilave edilmis

ve +4°C’de 1 gece bekletilmistir. Farkli ekstraksiyon solventlerinin toplam fenolik madde



miktar1 lizerine etkisini belirlemek amaciyla, ayni islemler; aseton:su (v:v, %70), metanol,
etanol ve su ile tekrarlanmistir. Siire sonunda, karisim yiiksek devirli bir homojenizator
yardimiyla 10 dakika siireyle homojenize edilmis ve Whatman 1 no’lu filtre kagidindan
filtre edilmistir. Filtre keki 20 mL ekstraksiyon solventi ile yitkanmigtir. Daha sonra bir
rotary evaporatorde solvent uzaklastirilmis ve rotary balonunun igerigi asitlendirilmis su
(%0,01 HCI igeren) ile yikanarak 10 mL’lik balona aktarilmistir. Elde edilen ekstrakt;
0,45 pm gozenek capli PVDF filtreden (Millipore, Bedford, MA, A.B.D.) filtre edilmis
ve amber renkli cam siselere alinmistir. Analiz 6ncesinde; nar kabugu ve dilim zari
ekstraktlar1 1:10 (v/v) oraninda seyreltilmis, ¢ekirdek ekstraktlari ise hicbir seyreltme

yapilmadan dogrudan kullanilmistir.

100 mL’lik 6l¢ii balonuna konulan 75 mL damitik su iizerine 1 mL 6rnek eklenmistir.
Daha sonra, balon igerigi iizerine 5 mL Folin-Ciocalteu ayraci eklenerek balon iyice
calkalanmistir. 3 dak. kendi haline birakildiktan sonra, lizerine 10 mL doymus sodyum
karbonat ¢ozeltisi eklenip, balon damitik su ile isaretine tamamlanmig ve bir kez daha
iyice calkalanmistir. Balon igerigi kendi halinde 60 dak. bekletildikten sonra
spektrofotometrede ayni sekilde hazirlanmis sahide karsi 720 nm’de absorbansi

saptanmustir.

Nar suyu, kabugu, dilim zar1 ve c¢ekirdegindeki fenolik madde igerigi gallik asit
kullanilarak hazirlanan standart egriden hesaplanmistir. Bu amacla 25 mg gallik asit 50
mL absolii etil alkolde ¢oziindiiriilerek 500 mg/L konsantrasyonda gallik asit stok
¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ve 8.0 mL alinarak her biri
10 mL’lik 6l¢ii balonlarina aktarilmis, balonlar absolii alkol ile ¢izgisine tamamlanmaistir.
Bu sekilde sirasiyla 50, 100, 200, 300 ve 400 mg gallik asit/L konsantrasyonda ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler ile 500 mg/L konsantrasyonda hazirlanan stok cozeltiye
orneklere uygulanan analiz agamalar1 uygulanmistir ve yine 720 nm dalga boyunda bu 6
cozeltinin absorbans degerleri saptanmistir. Bu absorbans degerleri gallik asit
konsantrasyonlarina kars1 bir grafige aktarilmis ve elde edilen verilere dogrusal regresyon

analizi uygulanarak gallik asit standart egrisi ve bu egriyi tanimlayan esitlige ulagilmistir.



Ornekler icin elde edilen absorbans degerleri gallik asit standart egrisini tanimlayan
regresyon esitliginde yerine konularak fenolik bilesik miktar1 gallik asit cinsinden
hesaplanmistir. Bu degerler, uygulanan seyreltme oranlar ile ¢arpilarak orneklerdeki

toplam fenolik madde miktar1 saptanmistir.

3.3.3 Kondense olabilen fenolik madde tayini

Tanner und Brunner (1979) tarafindan 6nerilen yonteme gore yapilmistir. Bu yontemin
ilkesi, diisitk molekiillii monomerik katesin ve ldykoantosiyaninlerin tayin edilmesine
dayanmaktadir. Vanilin; katesinler ve ldoykoantosiyaninlerin 6. ve 8. pozisyonlariyla

kirmiz1 bir renk olusturarak reaksiyona girmekte ve bu renk 500 nm’ de dl¢giilmektedir.

Once, nar sular1 1:100 (v/v), oraninda seyreltilerek dlgiimlerin yapilacagi dalga boyunda
abosorbans degerleri 0.200—0.600 arasina getirilmistir. Seyreltmis Ornekten asagida
verildigi sekilde, A, B ve C tiipli olmak iizere 3 tiip hazirlanmistir. A tiipii, 2.0 mL
seyreltmis 6rnek ve 4.0 mL vanilin ¢ozeltisi; B tiipti, 2.0 mL seyreltmis 6rnek ve 4.0 mL
stilfiirik asit ¢ozeltisi (%70, v/v) ve C tiipii ise, 2.0 mL damitik su ve 4.0 mL vanilin
cozeltisi (sahit tiipli) igermistir. Tiip igeriklerinin sicakliklar1 35°C’yi asmamasi
icin, %70’lik H,SO4 ¢ozeltisi ile vanilin ¢ozeltisinin eklenmesi sirasinda tiipler, buzlu su
banyosunda sogutulmustur. Hazirlandiktan tam 15 dak. sonra, tiip igeriklerinin 500

nm’de damitik suya kars1 absorbanslar1 okunmustur.

Standart egrinin hazirlanmasinda, 25 mg katesin 50 mL etil alkolde (absolii)
coziindiriilerek, 500 mg/L katesin iceren katesin stok cozeltisi hazirlanmistir. Daha
sonra 100 mL’lik balonlara bu stok ¢ozeltiden sira ile 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 ve 5.0 mL ¢ozelti
aktarilmis ve balonlar damitik su ile hacme tamamlanmistir. Bdoylece sira ile; 5, 10, 15,
20 ve 25 mg katesin L konsantrasyonlarda bir seri standart ¢cozelti elde edilmistir. Bu
standart ¢ozeltilerin her birinden dogrudan 2.0 mL alinarak yukarida 6rnek icin verildigi
gibi A ve B tiipleri hazirlanmistir. A tiipiindeki standartlar i¢in saptanan absorbans
degerinden B ve C’ye (sahit) ait absorbanslar ¢ikarilarak bulunan absorbans degerleri,
katesin konsantrasyonlarina karsi bir grafige aktarilmis ve bdylece sifir noktasindan

gecen standart bir egri elde edilmistir
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Ornek kullanilarak yiiriitiilen deneyde, A tiipiine ait absorbans degerinden ayn1 deneye ait
B ve C tiiplerinde okunmus absorbans degerleri c¢ikarilarak, net absorbans degerleri
bulunmustur. Bu absorbans degerleri standart egri icin hesaplanan dogrusal regresyon
denkleminde yerine konularak, seyreltilmis Ornekteki kondense olabilir fenolik
bilesiklerin miktar1 hesaplanmistir. Uygulanmis seyreltme oranlar1 dikkate alinarak,
gercek Ornekteki kondense olabilir fenolik bilesiklerin miktar1 “mg katesin/L” birimiyle

belirlenmistir.

3.3.4 Antioksidan aktivite tayini

Bu amagla, Miller and Rice-Evans (1997) ile Arts et al. (2001) tarafindan Onerilen
yontem kullanilmistir. Bu ydntem, ABTS®" (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik
asit)) radikal katyonu tarafindan tutulan antioksidatif maddelerin miktarinin, sentetik bir
antioksidan olan Troloks'un (suda ¢oziinen E vitamini analogu) standart miktarlariyla
kiyaslanarak bagil 6l¢iimiinii saglamaktadir. Olgiimler, mavi/yesil renkli stabil bir bilesik
olan ABTS®" radikalinin kaybolusunun spektrofotometrik olarak belirlenmesiyle
yapilmustir. Mavi/yesil ABTS®" kromoforu olusturmak i¢in ABTS ve potasyum persiilfat

arasinda gerceklesen reaksiyondan yararlanilmistir.

Antioksidan aktivite tayini analizlerinde oncelikle 2.45 mM potasyum persiilfat iceren 7
mM’lik ABTS ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zelti, 20°C’ye ayarli bir inkiibatérde (Sanyo
MIR 253, Gunma, Japonya) 12—16 saat arasinda bekletilerek, ABTS™ radikalinin
olugsmast saglanmistir. Bunun disinda; radikal ¢ozeltisinin, Orneklerin ve troloks
standardinin seyreltilmesinde kullanilacak olan PBS (phosphate buffer saline) ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu amagla, hazirlanan 0.1 M fosfat tamponu iizerine 8.77 g NaCl
eklenerek 1 L’ye damitik suyla tamamlanmis ve bdylece pH’s1 7.4 olan PBS c¢ozeltisi

elde edilmistir.

Orneklerin analize hazirlanmast:
Nar suyu: Nar suyu Ornekleri yiiksek antioksidan aktivite gosterdiginden, ornekler
analizden once seyreltilmislerdir. Bu amagla 1 mL nar suyu alinarak 100 mL hacme PBS

ile tamamlanmistir. Bulaniklik yapan unsurlarin uzaklastirilmasi i¢in seyreltilmis nar
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suyu Ornekleri 0.45 um goézenek capli PVDF filtreden filtre edilip, analize hazir hale

getirilmistir.

Nar kabugu, dilim zari ve ¢ekirdegi: “3.3.2 Toplam Fenolik Madde Tayini” baslig1
altinda verilen sekilde ektraktlar hazirlanmistir. Nar kabugu ve dilim zar1 i¢in hazirlanan
ekstraktlar 1:100 (v/v) oraninda PBS ile seyreltilmistir. Cekirdek ekstraktlari ise, 1:2 (v/v)

oraninda seyreltilmistir.

Orneklerin absorbans degerleri, érnek ve sahidin (PBS) ayni1 anda konulabildigi ¢ift
huzmeli (double beam) spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Kiivetlerin
bulundugu boliimiin sicaklig sirkiilasyonlu su banyosu (PolyScience 9106, Niles, IL,
A.B.D.) ile 30°C’de sabit tutulmustur. Absorbans ol¢iimleri 734 nm’de 1.5 mL hacimde 1
cm 1sik yolu uzunlugunda tek kullanimhik mikro kiivetlerde yapilmistir. Analize
baslamadan 6nce ABTS™ radikal c¢ozeltisinden 1 mL alinarak 734 nm’de absorbans
degeri 0.700+0.02 olacak sekilde yaklagik 90-100 mL PBS ile seyreltilmistir.
Seyreltilmis ABTS™" radikal ¢ozeltisinden 1 mL mikro kiivete alimis, PBS ¢ozeltisine
kars1 okuma yapmak iizere spektrofotometreye yerlestirilmis ve baslangi¢ absorbans
degeri belirlenmistir. Daha sonra kiivet igerigi 1 mL olacak sekilde, mikro kiivete eklenen
990 pL radikal ¢ozeltisi lizerine Ornekten 10 pL eklenir eklenmez kronometre
calistirilmistir. 6 dak. boyunca, her bir dakikada absorbans 6l¢imii yapilarak sonuglar
kaydedilmistir. Orneklerde bulunan antioksidan bilesikler, radikal ¢ozeltisinin rengini
gittikce acarak 6 dakikalik siirecte absorbans degerleri zamana bagli olarak diismiistiir. 6.
dak. sonunda saptanmis olan absorbans degeri esas alinarak, baslangic degerine gore

yiizde azalma orani (inhibisyon orani) hesaplanmustir.

Baslangi¢ absorbans degeri — Son absorbans degeri

Inhibisyon oran1 (%) =
Baslangig absorbans degeri

10 uL 6rnek alinarak 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 ayn1 islemler tekrarlanmistir. Her defasinda kiivet icerigi 1 mL

olacak sekilde farkli miktarlarda radikal ¢ozeltisi eklenmistir. 20, 30 ve 40 pL 6rnek
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hacimlerine karsi, sirasiyla 980, 970 ve 960 pL radikal ¢ozeltisi eklenmistir. Elde edilen
ortalama yiizde inhibisyon degerleri 6rnek hacimlerine (10, 20, 30 ve 40 pL) kars1 bir
grafige aktarilmis ve bu verilere dogrusal regresyon analizi uygulanarak ornege iliskin

egriye ve bu egriyi tanimlayan esitlige ulasilmistir.

Analize baslamadan 6nce 2.5 mM troloks stok ¢ozeltisinden 10 mL’lik 4 6l¢ii balonuna
sirastyla 2, 4, 6 ve 8 mL alinip balonlar PBS ¢6zeltisi ile hacme tamamlanarak, standart
cozeltiler elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerden 10’ar pL alinip, mikro kiivetler i¢indeki 1’er
mL radikal ¢ozeltisine eklediginde, sirasiyla 5, 10, 15 ve 20 uM konsantrasyonlarda
troloks igeren c¢ozeltiler hazirlanmistir.  Orneklere uygulanan spektrofotometrik
uygulamalar troloks standartlarina da uygulanmis, ortalama inhibisyon degerleri
hesaplanarak troloks konsantrasyonuna karsi grafige islenmistir. Elde edilen verilere
dogrusal regresyon analizi uygulanmak suretiyle, troloks standart egrisine ve bu egriyi

tanimlayan esitlige ulagilmistir.

Sonuglar TEAC (“trolox equivalent antioxidant capacity”—troloks esdeger antioksidan
aktivite) degeri olarak ifade edilmistir. Bu deger, 6rnege ait ylizde inhibisyon egrisinin
egiminin, troloks standart egrisinin egimine oranlanmasiyla elde edilmistir. Elde edilen
egim degeri, seyreltme faktorii ile de carpilarak orneklerin antioksidan aktivitesi

belirlenmistir.

3.4. Mikrobiyolojik Analizler

3.4.1 Kullanilan mikroorganizmalar ve besiyerleri

Nar sularinda antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesi amaciyla; Gram pozitif
bakterilerden Bacillus megaterium, Bacillus subtilis (boliim mikrobiyoloji koleksiyonu),
Stapylococcus aureus (Cowan susu) ve Lactobacillus plantarum (DSM 20174), Gram
negatif bakterilerden ise Pseudomonas sp. (gida izolat1), Escherichia coli (NRLL B3008),
Escherichia coli (gida izolati), E. coli (ATCC 8739), E. coli O157:H7 (RSKK 232),
Salmonella enterica serotype Enteritidis (S. Enteritidis) (ATCC 13076), Enterobacter
cloaceae (gida izolat)) ve Citrobacter freundii (gida izolati) tiirleri kullanilmistir. Bu

bakteriler gliserol-stok (%20, w/v) kiiltiirii olarak dondurularak saklanmis, ayrica yatik
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agarli besiyerinde stok kiiltiir olarak hazirlanarak 4°C’de muhafaza edilmis ve her
denemede yatik agar kiiltiirlinden aktiflestirilerek kullanilmistir. Antifungal aktivitenin
belirlenmesi amaciyla Aspergillus niger, Aspergillus sp. (gida izolat1) tiirii ve Penicillum
sp. (gida izolat1) kullanilmistir. Bu amagla aktiflestirilen kiif kiiltiirleri tiip icerisinde
hazirlanmis potato dextrose agar (PDA) yatik besiyerinde, 28°C'de 4—7 giin siireyle
inkiibe edilmis, besiyeri yiizeyinde gelisen sporlar steril fizyolojik tuzlu suyla (FTS)
yikanarak spor siispansiyonu elde edilmistir. Elde edilen silispansiyonunda spor sayist
Thoma lamu kullanilarak saptanmustir. Elde edilen spor kiiltiirinden, yaklasik 1 x 10°
adet/mL spor konsantrasyonunda olacak sekilde fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seyreltilerek
antimikrobiyel test asamasinda kullanmak i¢in standart inokulum hazirlanmistir. Standard
kif inokulumu bakterilerde uygulanan “kuyu diflizyon yontemi” kullanilarak PDA
besiyerine uygulanmigtir. Ayrica antifungal aktivitenin belirlenmesinde kontrol olarak,
steril glukoz surubu (16°Briks) ve steril sitrik asit ¢ozeltisi (%1, w/v, pH=2.1)
kullanilmistir. Antifungal aktivitenin saptanmas1 amaciyla bakterilerden farkli olarak kiif
kiiltiirleri 28°C'de 4-5 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda
olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplar dlciilerek antifungal aktivite belirlenmistir.

Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi ve antimikrobiyel aktivite Ol¢limlerinde L.
plantarum i¢in “de Man Ragosa Sharpe” (MRS) broth veya agarli besiyeri, diger
bakterilerin tiimii icin tryptic soy broth (TSB) (Merck Co., Darmstad, Almanya) veya

agarli besiyerleri kullanilmistir.

3.4.2 Antimikrobiyel aktivite tayini

3.4.2.1. Bakterilerin analize hazirlanmasi

Yatik besiyeri stok kiiltlirlinden bir 6ze ucu ile aliarak 10 mL siv1 besiyerine asilanmig
ve kiiltiir 35°C'de 18-20 saat inkiibasyona birakilmistir. Ureyen kiiltiirden tekrar 1 dze
ucu ile 10 mL s1v1 besiyerine asilanip, 35°C'de 18-20 saat inkiibasyona birakilarak 2. bir

pasaj daha yapilmistir.

Elde edilen ikinci pasajdan 0.5 mL bakteri kiiltlirii alinip, 2 mL fizyolojik tuzlu su (FTS)
(%0.85 NaCL, w/v) i¢inde seyreltildikten sonra, bu seyreltikten de 80 pL alinip 4 mL s1v1
besiyerine asilanmis ve 35°C'de 18-20 saat inkiibasyona birakilmistir. Standart inokiiliim

hazirlamak icin hiicre kiiltiiriiniin bulaniklig1, spektrofotometrede 600 nm’de 0.2 OD

14



(optical density) degerine ulasana kadar 35°C'de inkiibasyona devam edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda, 1:10 oraninda FTS ile seyreltilen kiiltiir standart inokiilum
olarak analizde kullanilmistir. Burada standart inokulum yaklasik 1x10® kob/mL bakteri
icermektedir. Analiz Oncesinde yapilan 6n denemelerde standart inokulumdaki toplam
bakteri sayisini dogrulamak amaciyla ardisik seyreltmeler yapilmis, uygun seyreltilerden
TSA agar (L. plantarum i¢in MRS agar) besiyerine yayma yontemiyle ekim yapilmistir.
Ekim yapilan petriler 37°C'de 2448 saat siireyle inkiibasyona birakilmis koloni sayimi

yapilarak toplam bakteri sayist hesaplanmaigtir.

3.4.2.2 Kuyu Difiizyon Testi

68°Briks’teki nar suyu konsantresinin bir kismi, nar suyunun dogal briksine, yani
15°Briks’e seyreltilirken, diger bir kisim ise 40°Briks’e seyreltilmistir. Antimikrobiyel
aktivite 6l¢iimiinden 6nce, nar suyu ve kismen seyreltilmis nar suyu konsantre 6rnekleri
0.45 pum gozenek capindaki steril filtreden gecirilerek sterilize edilmistir. Ayrica
antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesinde kontrol olarak, 15° ve 40°Briks’teki steril

glukoz surubu ile pH's1 3.15°e ayarlanmis olan steril sitrik asit ¢ozeltisi de kullanilmastir.

Nar ham sularinda ve yukarida agiklanan sekilde hazirlanan 6rneklerde, antimikrobiyel
aktivitenin belirlenmesi i¢in Lenette (1985) tarafindan 6nerilen "kuyu difiizyon yontemi"
uygulanmistir (Alanis et al. 2005’den alinmistir). Daha once “3.4.2.1. Bakterilerin
Analize Hazirlanmas1” bashg altinda verilmis yontemle hazirlanan standart
inokulumdan, 42°-45°C sicakliga sogutulmus 25 mL TSA (L. plantarum igin MRS agar)
besiyerine %1 oraninda (250 pL) eklenmistir. Besiyeri-kiiltiir karigimi karistirildiktan
sonra 12 mm capli petrilere aktarilmustir. Burada besiyeri yaklasik olarak 1x10° kob/mL
bakteri icermektedir. Besiyerinin katilagmasini takiben besiyerinde steril bir mantar delici
kullanilarak aseptik kosullarda 9.0 mm ¢apinda kuyular agilmis ve her bir kuyucuga nar
suyu ve kontrol drneklerinden 100 pL aktarilmistir. Nar suyu ornekleri kuyucuklara 3
paralelli olarak aktarilmistir. Petriler, 35°C'de 20-24 saat veya belirgin bir lireme ve zon
olusumu goériiliinceye kadar inkiibasyona birakilmistir. Ayrica antimikrobiyel aktivitenin
belirlenmesinde kontrol olarak, steril glukoz surubu (16°Briks) ve steril sitrik asit

¢ozeltisi (%1, w/v, pH=2.1) kullanilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda olusan
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inhibisyon zonlar1 gerektiginde biiyiiteg veya steromikroskop altinda incelenerek

kumpasla ol¢iilmiis ve sonuglar “mm” olarak verilmistir.

3.4.2.3 Patojen Bakterilerin Nar Suyunda Canh Kalma Denemesi

Patojen bakterilerin nar suyunda canli kalma ve inhibisyonu denemelerinde ise, nar suyu
ornekleri 0.45 pm gozenek ¢apli membran filtreden gecirilerek sterilize edilmistir. Steril
nar suyu Ornekleri ise patojen bakteriler ile asilanmistir. Bu amagla S. aureus ve E. coli
O157:H7 bakterilerinin stok kiiltiirlerinden “3.4.2.1. Bakterilerin analize hazirlanmas1”
baslig1 altinda anlatilan asamalar takip edilerek standart inokulum hazirlanmis, nar suyu
Srnekleri 10° kob/mL patojen bakteri icerecek sekilde sdzkonusu standart inokulum ile
agilanmigtir. Asilanan nar suyu 6rnekleri +4°C ve +20°C depolanmis ve giin bazinda
belirli zaman araliklarinda patojen bakterilerin sayist TSA besiyerine uygun
seyreltilerden ekimler yapilip besiyerinin 35°C’de 24-96 saat inkiibayonu sonunda olusan
kolonilerin sayimmi ile belirlenmistir. Aym1 patojen bakterilerle asilanan ve nar
ornekleriyle ayni kosullarda depolanan ve mikroorganizmanin gelismesi i¢in besiyeri
icermeye igermeyen steril fizyolojik tuzlu su (FTS) oOrnekleri ise kontrol olarak

kullanilmastir.
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IV. Analiz ve Bulgular

4.1 Farkli Randimanlardaki Nar Ham Sularinin pH ve Titrasyon Asitligi Degerleri

3 farkli randimanda elde edilen nar ham sularinda briks, pH ve titrasyon asitligi degerleri,

uygulanan her bir pres programinda alinan 6rneklerde belirlenmis ve sonuglar Cizelge

4.1°de verilmistir. Nar suyu liretiminde uygulanan pres basing ve siiresinin; briks, pH ve

titrasyon asitligi degerleri lizerine dnemli bir etkisi bulunmamaktadir.

Cizelge 4.1 Farkli randimanlardaki nar ham sularinin briks, pH ve titrasyon asitligi

degerleri
Nar suyu Briks (%) pH Titrasyon asitligi* (mg/100
mL)
%39 randiman
1.2 bar, 5 dak 16.09 3.17 1.5679
1.8 bar, 5 dak 16.39 3.23 1.5643
2.4 bar, 5 dak 16.42 3.23 1.5716
3.0 bar, 5 dak 16.50 3.26 1.5852
4.8 bar, 5 dak 16.52 3.25 1.5679
Toplam 16.28 3.20 1.5679
%33 randiman
1.2 bar, 5 dak 16.11 3.19 1.5581
1.8 bar, 5 dak 16.13 3.21 1.5569
2.4 bar, 5 dak 16.25 3.25 1.5507
Toplam 16.22 3.21 1.5520
%27 randiman
1.2 bar, 5 dak 16.13 3.15 1.6134
1.8 bar, 5 dak 16.20 3.19 1.6011
Toplam 16.15 3.16 1.6085

*Susuz sitrik asit cinsinden
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4.2 Nar Ham Sularinda Fenolik Maddeler Uzerine Randimanin Etkisi

Bilindigi gibi, diger meyve sular ile kiyaslandiginda, nar sularinin en belirgin niteligi,
icerdigi fazla miktardaki fenolik bilesikler nedeniyle, buruk bir tadinin olmasidir. Narin
preslenmesinde, kabukta bulunan ve burukluga neden olan yiiksek molekiil agirligindaki
fenolik maddelerden 6zellikle prosiyanidinlerin meyve suyuna gecisi sinirlandirilmali ve
bu konuda her tirli 6nlem alinmalidir. Bu amagla, 6ncelikle uygun bir presleme
programi belirlenmeli ve prosiyanidinlerin meyve suyuna gegisini sinirlandiran uygun
pres basincit ve siiresi saptanmalidir. Bu nedenle, 3 farkli pres programinin her
asamasinda alman Orneklerde fenolik madde miktarlar1 belirlenerek, presleme
kosullariyla meyve suyuna gecen fenolik madde (toplam ve kondense olabilen) miktari

arasindaki iliski saptanmis ve sonuclar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Uygulanan pres basinci ile toplam fenolik madde miktar1 arasindaki iligki ise Sekil 4.1°de

verilmistir.

3600
=
%" y=263,35x+19324 R*=10,9582
5 3200 - %
=
=
2 2800 | °
<=
<
=
=
E 2400 - 3
=
£
=
E 2000 ‘ ‘ ‘
1 2 3 4 5
Basing (bar)

Sekil 4.1 Narlarin preslenmesinde uygulanan pres basinglarinin meyve
suyuna gegen toplam fenolik madde tizerine etkisi
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Cizelge 4.2 Farkli randimandaki nar ham sularinin toplam fenolik madde ve kondense
olabilen fenolik madde igerikleri ile bulaniklik diizeyleri

Nar suyu Randiman  Toplam fepolik Toplam fenolik Kpndense .
(%) madde miktar1 madde olabilen fenolik
(mg LY miktarindaki madde miktar1
arts (%) (mg L™

%39 randiman

1.2 bar, 5 dak 17.0 2231 0 152

1.8 bar, 5 dak 83 2346 5 122

2.4 bar, 5 dak 6.0 2571 15 109

3.0 bar, 5 dak 38 2849 28 111

4.8 bar, 5 dak 4.2 3141 41 114

Toplam 39.3 2336 5 147
%33 randiman

1.2 bar, 5 dak 18.9 2226 0 158

1.8 bar, 5 dak 83 2361 6 123

2.4 bar, 5 dak 6.1 2579 16 117

Toplam 33.3 2371 7 150
%27 randiman

1.2 bar, 5 dak 18.9 2221 0 150

1.8 bar, 5 dak 83 2329 5 108

Toplam 27.2 2304 4 141

Sekil 4.1°de goriildiigii lizere, narlarin preslenmesinde uygulanan pres basinci ile meyve
suyuna gecen toplam fenolik madde miktart arasinda dogrusal bir iligki bulunmaktadir

(r = 0.979). Pres basinci arttikca elde edilen nar suyundaki toplam fenolik madde
miktarlar1 da artmistir. Pres basincinin her 1.2 bar artisi, o periyotta elde edilen nar
suyundaki toplam fenolik madde miktarinin yaklasik %15 artmasina neden olmustur
(Cizelge 4.2). Cemeroglu (1977) tarafindan nar sularinda yapilan bir ¢alisma da, pres
basincinin her 2.75 bar artisinin, toplam fenolik madde miktarimi %20 artirdigi

saptanmustir.
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Fenolik madde miktarindaki artisin temel nedeni, gerek kabuk gerekse de meyve igini
bolmeleyen karpellerde (dilim zarlar1) bulunan fenolik maddelerin, pres basincinin
artigiyla birlikte meyve suyuna ge¢meleridir. Buna karsin, toplamda elde edilen farkli
randimanlardaki nar sularinin toplam fenolik madde igerikleri arasinda 6nemli bir fark
saptanmamistir. Bunun nedeni, toplam randimanin 6nemli bir boliimiiniin (%65°lik
bolim %39 randimanda ve %82’lik boliim %33 randimanda), baslangicta uygulan diisiik
basinglarda (1.2 ve 1.8 bar) elde edilmesidir. Kondense fenolik madde miktar ise,
uygulanan basincin artigiyla azalmigtir. Bu durumun, nar danelerinin kabuktan daha fazla

kondense fenolik madde icermesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

4.3 Nar Ham Sularinda Antioksidan Aktivite Uzerine Randimanin Etkisi

Fenolik maddelerin antioksidan aktivite gosterdigi bircok arastirmada gosterilmistir.
Narin da 6nemli diizeyde fenolik madde icerdigi ve uygulanan pres basincina gore de
meyve suyuna daha fazla fenolik madde gecisi saptandigi igin, proje kapsaminda yer
almamasina karsin farkli pres programlarinin her asamasinda alinan oOrneklerde
antioksidan aktivite dl¢limleri de yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir. Narin
antioksidan aktivitesinin kaynagi olan, fenolik madde miktarlar1 da, daha once
verilmesine karsin sonuglarin izlenmesini kolaylastirmak amaciyla Cizelge 4.3’te bir kez
daha verilmigstir. Ayrica, uygulanan pres basinci ile antioksidan aktivite arasindaki iliski
Sekil 4.2°de, toplam fenolik madde miktar1 ile antioksidan aktivite arasindaki iliski ise,

Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.2 Narlarin preslenmesinde uygulanan pres basinglarinin
antioksidan aktivite lizerine etkisi
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Sekil 4.2°de goriildiigi iizere, narlarin preslenmesinde uygulanan pres basinci ile
antioksidan aktivite arasinda dogrusal bir iligki bulunmaktadir (r = 0.973). Pres basinci
arttikga elde edilen nar sularmin antioksidan aktivitesi de artmistir. Nar sularindaki
antioksidan aktivitedeki bu artisin baslica nedeni, uygulanan pres basinciyla birlikte
antioksidan aktivitesi bulundugu bilinen fenolik maddelerin miktarinin artmasidir
(Cizelge 4.2). Pres basincinin her 1.2 bar artisi, o periyotta elde edilen nar suyunun
antioksidan aktivitesini yaklasik %13 artmasina neden olmustur (Cizelge 4.2). Buna
karsin, toplamda elde edilen farkli randimanlardaki nar sularinin antioksidan aktivitesi
arasinda 6nemli bir fark saptanmamistir. Bunun nedeni, toplam randimanin énemli bir
boliimiintin (%65°lik bolim %39 randimanda ve %82’lik bélim %33 randimanda),

baslangigta uygulan diisiik basinglarda (1.2 ve 1.8 bar) elde edilmesidir.

Fenolik maddeler arasinda, prosiyanidinlerin en fazla antioksidan aktivite gosterdigi
bildirilmektedir (Puiggros et al. 2005). Nar kabuklarinda da 6nemli diizeyde prosiyanidin
olmasi nedeniyle, uygulanan pres basinci ve siiresine bagli olarak nar kabuklarindan
onemli diizeyde prosiyanidin meyve suyuna ge¢gmektedir. Prosiyanidinler, hem ortamda
bulunan serbest radikallerle reaksiyona girerek onlarin serbest yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan zincir reaksiyonlarina girmesini onlerler hem de ortamda
bulanan metallerle (bakir ve demir gibi) kelat olusturarak metallerin katalize ettikleri
lipid oksidasyonunu Onlerler (Ling et al. 2005). Doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunda 6nemli rol oynayan lipoksigenaz enzimi de, prosiyanidinler tarafindan

inhibe edilmektedir (Ling et al. 2005).
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Sekil 4.3 Nar sularinda toplam fenolik madde miktar ile
antioksidan aktivite arasindaki iliski
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Narlarin preslenmesinde uygulanan pres basincina bagl olarak toplam fenolik madde
miktar1 artmis, buna bagli olarak antioksidan aktivite miktar1 da artmistir. Presleme
sirasinda uygulanan basing ile gerek toplam fenolik madde miktar1 gerekse de
antioksidan aktivite arasinda dogrusal bir iligki bulunmasi (Sekil 4.2 ve 4.3) nedeniyle,
toplam fenolik madde miktar1 ile antioksidan aktivite arasindaki iligkinin de olacagi

diistintilmiis ve bu iliski de Sekil 4.3’te gosterilmistir (r = 0.996).

Cizelge 4.3 Farkli randimandaki nar ham sularinin antioksidan aktivite ve toplam fenolik
madde miktarlari

Nar suyu Randiman Antioksidan AA artis Toplam fenolik  T. fenolik
(%) aktivite (%) madde miktar madde
(mM mL™) (mgL™) miktarindaki
artis (%)
%39 randiman
1.2 bar, 5 dak 17.0 32.16 0 2231 0
1.8 bar, 5 dak 83 34.75 8 2346 5
2.4 bar, 5 dak 6.0 38.22 19 2571 15
3.0 bar, 5 dak 3.8 4241 32 2849 28
4.8 bar, 5 dak 4.2 46.42 44 3141 41
Toplam 39.3 34.03 6 2336 5

%33 randiman

1.2 bar, 5 dak 18.9 33.28 0 2226 0
1.8 bar, 5 dak 83 34.64 4 2361 6
2.4 bar, 5 dak 6.1 39.55 19 2579 16
Toplam 33.3 33.86 2 2371 7

%27 randiman

1.2 bar, 5 dak 18.9 33.14 0 2221 0
1.8 bar, 0.5 dak 8.3 34.02 3 2329
Toplam 27.2 33.38 1 2304 4
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4.4 Nar Ham Suyu ve Nar Suyu Konsantresinin Mikroorganizmalara Karsi
Antimikrobiyel Aktivitesi
Farkli randimanlar arasinda, %39 randimanla elde edilen nar ham suyu orneklerinde
farkli mikroorganizma tiirlerine kars1 belirlenen antimikrobiyel aktivite degerleri Cizelge
4.4’te verilmistir. Nar suyu O6rnekleri test edilen bakterilerden B. megaterium, B. subtilis,
S. aureus ve Pseudomons tiirlerine karsi antimikrobiyel etki gosterirken, diger bakteri
tiirlerine karst ise herhangi bir etkisi belirlenememistir. Inhibisyon zon caplari
karsilagtirildiginda nar sularinin antimikrobiyel etkisinin genel olarak birbirine yakin
degerlerde oldugu, en fazla etkinin B. subtilis iizerinde, en az etkinin ise Pseudomonas
tiirleri lizerinde oldugu belirlenmistir. Ayrica antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesinde
kontrol olarak kullanilan, steril glukoz ve sitrik asit ¢ozeltilerinin test bakterileri iizerinde
herhangi bir antimikrobiyel etkisi saptanmamistir. Bu mikroorganizmalar arasindan Gram
pozitif ve Gram negatif olmak iizere B. megaterium ve Pseudomonas sp. tirleri se¢ilmis
ve farkli randimanlarin antimikrobiyel aktivitesinin test edilmesi amaciyla denemelerde

kullanilmistir.

Cizelge 4.4 Nar ham sularinin antimikrobiyel aktivite degerleri

Mikroorganizma Tiirii Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)*
Gram pozitif
B. megaterium 14.4
B. subtilis 16.0
S. aureus 14.6

L. plantarum -
Gram negatif

Pseudomonas sp. 12.8

E. coli -

E. coli 0157:H7 -

E. cloaceae -

S. enteritidis -

C. freundii -

*Zon ¢ap1 kuyucuk capiyla birlikte verilmistir.
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Nar suyu ve konsantre oOrneklerinde belirlenen antimikrobiyel aktivite degerleri ise

Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5 Nar suyu orneklerinde farkli mikroorganizmalara karsi kuyu diffiizyon ve
disk diflizyon yontemleriyle belirlenen antimikrobiyel aktivite degerleri

Test mikroorganizmasi icin inhibisyon zon cap1 (mm)*

Ornek
konsantrasyonu B. L.
(Briks) E. coli® megaterium(l) plantarum o A. niger(l’z)
40 18 24 0 0
15 0 12 0 0

* Zon cap1 kuyucuk capryla birlikte verilmistir.
(1) Kuyu difiizyon yontemi uygulanmistir.
(2) Disk diffiizyon yontemi uygulanmistir.

Cizelge 4.5’te goriildiigii gibi 40°Briks konsantrasyonda hazirlanan orneklerin E. coli ve
B. megaterium’a kars1 antimikrobiyel etkisi saptanirken, 15°Briks konsantrasyonda
hazirlanan orneklerin ise sadece B. megaterium’a kars1 antimikrobiyel etkisinin oldugu
saptanmistir (Sekil 4.4). Diger yandan her iki konsantrasyonda hazirlanan 6rneklerin L.
plantarum ve A. niger’e karsi antimikrobiyel etkisinin bulunmadigi belirlenmistir.
Ayrica antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesinde kontrol olarak kullanilan, 15° ve
40°Brikste’ki steril glukoz surubu ile pH'st 3.15’e ayarlanmis olan steril sitrik asit
cozeltilerinin herhangi bir antimikrobiyel etkisi saptanmamigtir. Sonug¢ olarak; nar
konsantresinin kullanilan mikroorganizmalardan bazilarina kars1 antimikrobiyel etkisinin

oldugu saptanmaistir.

Sekil 4.4 Kuyu diffiizyon yonteminde goézlenen inhibisyon zonlar1
(test mikroorganizmasi; B. megaterium)
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4.5. Nar Ham Sularinda Antimikrobiyel Aktivite Uzerine Randimanin Etkisi

Antioksidan aktiviteleri yaninda, bircok fenolik maddenin antimikrobiyel aktivite
gosterdigi bircok arastirmada gosterilmistir. Narin, icerdigi fenolik madde miktarinin
uygulanan pres basinci ile artmasi nedeniyle, farkli pres programlarinin her agamasinda
alinan 6rneklerde antimikrobiyel aktivite dl¢iimleri 2 duyarli bakteri tiirii ile yapilmistir.

Sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 Farkli randimandaki nar ham sularinin antimikrobiyel aktivite degerleri

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)*

Nar suyu B. megaterium Pseudomonas spp.
%39 randiman

1.2 bar, 5 dak 14.1 12.4

1.8 bar, 5 dak 12.5 12.9

2.4 bar, 5 dak 13.2 12.9

3.0 bar, 5 dak 12.5 12.2

4.8 bar, 5 dak 13.0 13.4

Toplam 14.0 12.5

233 randiman

1.2 bar, 5 dak 13.2 13.2
1.8 bar, 5 dak 12.5 12.3
2.4 bar, 5 dak 13.0 12.9
Toplam 13.1 11.3

%27 randiman

1.2 bar, 5 dak 13.0 12.5
1.8 bar, 5 dak 13.5 12.0
Toplam 13.5 12.6

* Zon cap1 kuyucuk capryla birlikte ve 3 kuyucukta olugan zon ¢aplarinin ortalamasi olarak verilmistir.

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi, preslemede uygulanan basing ve siirenin artis1 ile

antimikrobiyel aktivite arasinda bir iligki saptanmamistir. Bunun da baslica nedeninin,
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hidrolize olabilen fenolik maddelerden biri olan ve Onemli diizeyde antimikrobiyel
aktivite gosteren punikalajinin (Madrado et al. 2002) nar danelerinde bulunmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. 4’e bdliinmiis olan narlarin preslenmesi sirasinda;
basincin etkisiyle ilk olarak daneler ezilmekte ve punikalajin daha preslemenin
baslangicinda meyve suyuna ge¢cmektedir. Basincin ve siirenin artirilmasi ile kabuk
ezilmeye baglamakta ve kabukta bulunan fenolik maddeler de meyve suyuna
gecmektedir. Nar kabugunda ise; dnemli miktarda prosiyanidinler adi verilen fenolik
maddeler bulunmaktadir. Prosiyanidinlerin proje kapsaminda test edilen bakterilere karsi
antimikrobiyel aktivitesinin olmadig1 yapilan analizlerle belirlenmistir. Bu nedenle, pres
basincinin artmasi sonucunda kabukta bulunan prosiyanidinlerin meyve suyna ge¢mesi
sonucunda fenolik madde miktar1 artmasina ragmen, antimikrobiyel aktivide de 6nemli

bir fark saptanamamastir.

4.6. Nar Kabugu, Dilim Zarn ve Cekirdeginin Toplam Fenolik Madde Miktari

Bilindigi gibi, diger meyve sular ile kiyaslandiginda, nar sularinin en belirgin niteligi,
icerdigi fazla miktardaki fenolik bilesikler nedeniyle, buruk bir tadinin olmasidir. Narin
preslenmesi sirasinda; gerek kabukta gerekse de dilim zarinda bulunan ve burukluga
neden olan yiiksek molekiil agirligindaki prosiyanidinlerin de meyve suyuna gegisi,
neredeyse icilemeyecek diizeyde buruk bir tada neden olabilmektedir. Nar kabugu ve
dilim zar iyi bir fenolik madde kaynagidir. Bu amagla bu ¢alismada; nar kabugu, dilim
zar1 ve g¢ekirdegin fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir. Ayrica, fenolik maddelerin
ekstraksiyonunda farkli solventlerin etkisini incelemek amaciyla; nar kabugu, dilim zar1
ve ¢ekirdegindeki fenolik maddeler farkli solventler kullanilarak elde edilen ekstraktlarda

toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi; nar kabugu, dilim zar1 ve c¢ekirdegi arasinda en yliksek
fenolik madde miktar1 nar kabugunda saptanmistir. Bunu sirasiyla; dilim zar1 ve ¢ekirdek
takip etmistir. Nar kabugu ve dilim zarinda saptanan fenolik madde miktarlarinin
birbirine olduk¢a yakin olmasina karsin, ¢ekirdekteki fenolik madde miktarinin kabuk ve
dilim zarma gore ¢ok diisiik oldugu saptanmistir. Narin tiim kisimlarinda en fazla toplam
fenolik madde miktari, %70’lik aseton ile elde edilmistir. Ancak; %70 asetonu sirasiyla,

cekirdekte; metanol, aseton, su ve etanol izlerken, kabuk ve dilim zarinda ise; 2. en fazla
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fenolik madde miktar1 etanol ile elde edilmis; su, aseton ve metanol ile elde edilen

ekstraktlardaki fenolik madde miktarlari ise birbirine olduk¢a yakin bulunmustur.

Cizelge 4.7 Nar c¢ekirdegi, kabugu ve dilim zarinin toplam fenolik madde miktarlar (g/kg

KM*)
Narin Kisimlari

Ekstraksiyon Cekirdek Kabuk Dilim zar1
solventi

Metanol 0,565+0,007** 120+0,17 107+0,33
Etanol 0,430-+0,002 142+0,50 119+0,17
Aseton 0,515+0,003 125+0,33 102 +0,33
Su 0,510+0,002 127+0,33 105+0,17
%70 Aseton 0,582+0,003 152+0,83 129+0,17

*Kuru madde
** Toplam fenolik madde miktarlari, ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.7. Nar Kabugu, Dilim Zar1 ve Cekirdeginin Antioksidan Aktivite Degerleri

Fenolik maddelerin antioksidan aktivite gosterdigi bircok arastirmada gosterilmistir.
Yiiksek diizeyde fenolik madde igerdigi belirlenen; nar kabugu, dilim zar1 ve
cekirdeginden farkli solventlerle hazirlanan ekstraktlarda antioksidan aktivite degerleri
belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir. Ayrica, toplam fenolik madde miktari

ile antioksidan aktivite arasindaki iliski ise, Sekil 4.5°te verilmistir.

Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi, fenolik madde miktarina benzer sekilde; nar kabugu, dilim
zart ve cekirdegi arasinda en yiiksek antioksidan aktivite degeri nar kabugunda
saptanmigtir. Bunu sirasiyla; dilim zar1 ve ¢ekirdek takip etmistir. Nar kabugu ve dilim
zarinda saptanan antioksidan aktivite degerleri birbirine olduk¢a yakin olmasina karsin,
cekirdekteki antioksidan aktivite degerinin kabuk ve dilim zarina gore ¢ok diisiik oldugu
saptanmistir. Narin tim kisimlarinda en fazla antioksidan aktivite degeri, %70’lik aseton
ile elde edilmistir. Antioksidan aktivite degeri bakimindan; %70 aseton ¢ozeltisiyle elde
edilen ekstrakti sirastyla, ¢ekirdekte; metanol, aseton, su ve etanol izlerken, kabuk ve

dilim zarinda ise; 2. en fazla fenolik madde miktar1 etanol ile elde edilmis; su, aseton ve
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metanol ile elde edilen ekstraktlardaki antioksidan aktivite degerleri ise birbirine olduk¢a
yakin bulunmustur.

Cizelge 4.8 Nar ¢ekirdegi, kabugu ve dilim zarinin antioksidan aktivite degerleri (TEAC)

Narin Kisimlan

Ekstraksiyon Cekirdek Kabuk Dilim zar1
solventi

Metanol 63,8 2519 2512
Etanol 48,3 2891 2629
Aseton 60,5 2596 2421
Su 60,4 2759 2492
%70 Aseton 65,2 2989 2871

Negi and Jayaprakasha (2003) tarafindan; nar kabugunda yapilan ¢alismada da
ekstraksiyon solventi olarak; aseton, metanol, etanol ve su kullanilmis ve en yliksek
antioksidan aktivite degerinin MeOH ile ekstraksiyon sonunda bulundugu bunu asetonla
elde edilen ekstraktlarin takip ettigi belirtilmistir. Yasoubi et al. (2007) tarafindan nar
kabugunda yiiriitiillen calismada ise; en yiiksek fenolik madde miktar1 ve antioksidan
aktivite degeri aseton ile elde edilen ekstraktlarda saptanmistir. Bunu sirastyla, metanol,
etanol, su ve etilasetatin takip ettigi belirtilmistir. Goriildiigii gibi, farkli caligmalarda en
yiiksek fenolik madde ve antioksidan aktivitenin belirlendigi ekstraksiyon solventleri
farklilik gostermektedir. Bunun baslica nedeninin, kullanilan narin ¢esidine bagli olarak
kabugun fenolik  kompozisyonunun farklililk  gdstermesinden  kaynaklandigi
distintilmektedir. Bir nar kabugunda bulunan fenolik bilesenlerin polaritesi hangi
solventin polaritesine daha yakinsa onda ¢oziinecek ve dolayisiyla o ekstraktta daha fazla
fenolik madde miktar tayin edilecek ve buna bagli olarak da daha yiiksek antioksidan

aktivite belirlenecektir.

Fenolik maddeler arasinda, prosiyanidinlerin en fazla antioksidan aktivite gosterdigi
bildirilmektedir (Puiggros et al. 2005). Nar kabuklarinda da 6nemli diizeyde prosiyanidin
bulunmaktadir. Prosiyanidinler, hem ortamda bulunan serbest radikallerle reaksiyona
girerek onlarin serbest yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan zincir reaksiyonlarina
girmesini Onlerler hem de ortamda bulanan metallerle (bakir ve demir gibi) kelat

olusturarak metallerin katalize ettikleri lipid oksidasyonunu onlerler (Ling et al. 2005).
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Doymamis yag asitlerinin oksidasyonunda onemli rol oynayan lipoksigenaz enzimi de,
prosiyanidinler tarafindan inhibe edilmektedir (Ling et a/. 2005). Buradan da anlasilacagi
iizere, fenolik maddeler ile antioksidan aktivite arasinda bir iligki s6z konusudur. Bu
calismada da, fenolik maddeler ile antioksidan aktivite arasinda ¢ok iyi iliski oldugu

bulunmustur [r = 0,9724 (¢ekirdek), r=0,9670 (kabuk), r=0,9761 (dilim zar1)].

4.8. Nar Kabugu, Dilim Zar ve Cekirdeginin Antimikrobiyel Aktivite Degerleri

Fenolik maddelerin antimikrobiyel aktivite gosterdigi bir¢ok arastirmada gosterilmistir.
Yiiksek diizeyde fenolik madde icerdigi belirlenen; nar kabugu, dilim zar1 ve
cekirdeginden farkli solventlerle hazirlanan ekstraktlarda antimikrobiyel aktivite; Gram
pozitif olan Bacillus megaterium ve Staphylococcus aureus’a ve ayrica Gram negatif olan

Escherichia coli O157:H7 ye kars1 belirlenmis ve sonuclar Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 Farkli solventler kullamilarak nar ¢ekirdegi, kabugu ve dilim zarindan elde edilen
ekstraktlarin antimikrobiyel aktivite degerleri

Inhibisyon zonu (mm)

B. megaterium Cekirdek Kabuk Dilim zar1
Metanol — 13,32+0,32* 13,31+0,35
Etanol — 14,06+0,21 12,12+0,22
Aseton — 14,40+0,29 12,40+0,18
Su — 12,42+0,25 12,20+0,31
%70 Aseton - 13,36+0,36 13,84+0,33
S. aureus

Metanol — 20,19+0,33 18,46+0,40
Etanol - 19,77+0,36 18,71+0,32
Aseton — 20,40+0,30 18,42+0,19
Su — 20,43+0,55 19,14+0,46
%70 Aseton - 20,50+0,27 18,68+0,30

* Antimikrobiyel aktivite degerleri, ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

Cekirdek icin elde edilen ekstraktlarin hi¢birinde, arastirmada kullanilan bakterilere karsi

antimikrobiyel aktivite belirlenememistir. Kabuk ve dilim zarinin; gerek B. megaterium
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gerekse de S. Aureusa kars1 antimikrobiyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ancak, E.
coli O157:H7’ye kars1 kabuk ve dilim zarmin antimikrobiyel aktivite gostermedigi
saptanmigtir. Ayrica, kullanilan farkli solventlerin, antimikrobiyel aktivite ac¢isindan
onemli bir farka neden olmadigi ve ekstraktlarin B. megaterium’dan daha cok S.
aureus’a kars1 etkili oldugu da saptanmistir. Naz et al. (2007) tarafindan yapilan
caligmada da nar ham suyunun gerek S. aureus gerekse de E. coli’ye karsi antimikrobiyel

aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Nar sularinda antimikrobiyel aktivitenin temel nedeni; igerdigi fenolik maddelerden
kaynaklanmaktadir. Polifenoller reaktif siilfidril gruplariyla ya da proteinlerle reaksiyona

girebilmektedir.

Fenoliklerin antimikrobiyel aktivitesi su mekanizmalarla agiklanabilir;
1. Bakterilerin hiicre duvarinda bulunan polipeptidlerle reaksiyona girerek, onlari
aktivite kaybina ugratmasi,

2. Mikroorganizmanin sahip oldugu protein yapisindaki enzimleri inhibe etmesi.

Ham nar suyunda ise (%39 randimanla elde edilen nar suyu 6rnegi) antifungal aktivitenin
belirlenmesi amaciyla yapilan test sonucunda nar suyunun 4. niger, Aspergillus sp. (gida
izolat1) tiirii ve Penicillum sp. (gida izolati) tiirlerinden herhangi birisine karsi bir
antifungal etkisi saptanmamistir. Ayrica antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesinde
kontrol olarak kullanilan, steril glukoz surubu ile steril sitrik asit ¢ozeltilerinin herhangi

bir antifungal etkisi saptanmamustir.

4.9. Patojen Bakterilerin Nar Suyunda Davramsi

Patojen bakterilerden S. aureus ve E. coli O157:H7 nar suyuna (%39 randimanla elde
edilen nar suyu 6rnegi) 10° kob/mL konsantrasyonda olacak sekilde asilanmis ve nar
sular 2 farkli depolama sicakliginda (4°C ve 20°C) 7 giin depolanarak bu bakterilerin nar
suyu icerisinde davranisi ve canli kalma durumu incelenmistir. Ayni asilama
islemi %0.85 NaCl (w/v) igeren fizyolojik tuzlu su (FTS) igeren tiiplere de yapilmistir.

Bakterilerin normalde belirli bir siire canli kalabildigi ve besiyeri icermeyen FTS ortami
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karsilagtirma yapmak amaciyla kontrol 6rnegi olarak kullanilmistir. Bakteri sayisinda
meydana gelen degisiklikler TSA besiyerinde yapilan kiiltiirel sayim sonuglar1 esas
aliarak Cizelge 4.10’da verilmistir. Narin antimikrobiyel 6zellikleri nedeniyle kismen
inhibe olabilen ve gec gelisen bakteri hiicreleri olabilecegi diisiiniilerek TSA besiyerleri
96 saate kadar inkiibe edilmistir. Cizelge 4.10.’da goriildiigii gibi bakteri sayisi nar
suyunda ve FTS’de sifirinc1 giindeki baslangi¢c degerleri esas alindiginda depolama
sicakligina ve siiresine bagli olarak degisim gostermistir. Nar suyu Orneklerinde .
aureus ve E. coli O157:H7 sayilar1 sifir ve 2. glin arasinda baglangic degeriyle
karsilagtirildiginda hizla azalmis, 4 ve 20 °C’lerde depolama kosullarinda her iki bakteri tiirti
en az 4 log kob/mL azalma gostererek yayma yontemi ile yapilan sayim sonucunda saptama
sinirinin altina inmistir (<10 kob/mL). Bu azalis depolamanin 7. giiniinde de devam etmis ve
dokme yontemiyle yapilan sayim sonucunda bakteri sayilarimin <1 kob/mL oldugu belirlenmistir.
Diger yandan FTS igeren tiiplere agilanan S. aureus 4°C ve 20 °C’de 7 giin depolama siiresince
sirastyla 3.70 ve 2.76 log kob/mL azalarak, 10> kob/mL ve 10° kob/mL seviyelerine inmistir.
Diger yandan FTS’e agilanan E.coli O157:H7 sayisinda ise 7 giinlilk depolama siiresince 6nemli
bir degisim gozlenmemistir. Sonugta, nar suyu ortaminin bu patojen bakteriler i¢in elverisli bir

ortam olmadigi , bakterilerin bu ortamda tamamen inhibe oldugu veya 61diigli diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.10. Patojen bakterilerin nar sularinda canli kalma durumlar1

Bakteri sayis1 (kob/mL)**, giinler
Bakteri Omek | PP olarzqa
sicaklig1 0 2 7
. 7.11x10° |
Nar suyu e (£9.71x10%) =10 <!
. 7.11x10° |
S. aureus 20°¢ (£9.71x10%) =10 <!
4o 7.11x10° 2.91x10° 2.7x107
FTS* (+9.71x10%) | (+1.64x10%) | (+4.24x10")
20°C 7.11x10° 5.15x10° 1.21x10°
(+9.71x10% | (+1.96x10%) | (+5.65x10°)
. 4.25x10° :
Nar suyu e (i1-83X105) =10 <!
. 4.25x10° :
E. coli 20°C 1 gy saxiohy | <10 <1
. 4.25x10° 1.67x10° 6.20x10°
O157:H7 FC L @183x10%) | (£9.98x10%) | (£2.49x10%)
FTS* 20°C 4.25x10° 2.32x10° 3.76x10°
(+1.83x10°) | (+9.88x10%) | (+1.68x10°)

* FTS (% 0.85 NaCl, w/v, iceren fizyolojik tuzlu su); ** Bakteri sayimlari, ortalama+standart sapma
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V. Sonuc ve Oneriler

Arastirmada elde edilen baslica sonuclar, asagida maddeler halinde sunulmustur.

. Nar suyu iiretiminde uygulanan pres basing ve siiresinin; briks, pH ve titrasyon

asitligi degerleri lizerine 6nemli bir etkisi bulunmamaktadir.

. Pres basinci arttik¢a elde edilen nar suyundaki toplam fenolik madde miktarlar1 da
artmigtir. Pres basincinin her 1.2 bar artisi, o periyotta elde edilen nar suyundaki

toplam fenolik madde miktarinin yaklagik %15 artmasina neden olmugtur.

. Fenolik madde miktarindaki artisin temel nedeni, gerek kabuk gerekse de meyve
icini bolmeleyen karpellerde (dilim zarlar1) bulunan fenolik maddelerin, pres

basincinin artisiyla birlikte meyve suyuna ge¢gmeleridir.

. Pres basinci arttikga elde edilen nar sularinin antioksidan aktivitesi de artmistir.
Pres basincinin her 1.2 bar artisi, o periyotta elde edilen nar suyunun antioksidan

aktivitesini yaklasik %13 artmasina neden olmustur.

Nar sularindaki antioksidan aktivitedeki artisin baslica nedeni, uygulanan pres
basinciyla birlikte antioksidan aktivitesi bulundugu bilinen fenolik maddelerin

miktarinin artmasidir.

. Narlarin preslenmesinde uygulanan pres basincina bagli olarak toplam fenolik
madde miktar1 artmis, buna bagli olarak antioksidan aktivite miktar1 da artmustir.
Toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivite arasinda dogrusal bir iliski

bulunmustur (r = 0.996).

. Nar suyu Orneklerinin B. megaterium, B. subtilis, S. aureus ve Pseudomons

tiirlerine kars1 antimikrobiyel etki gosterdigi saptanmustir.
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8. 40°Briks konsantrasyondaki  orneklerin E. coli ve B. megaterium’a Karsi
antimikrobiyel etkisi saptanirken, 15°Briks konsantrasyonda hazirlanan drneklerin

ise sadece B. megaterium’a kars1 antimikrobiyel etkisinin oldugu saptanmustir.

9. Preslemede uygulanan basing ve siirenin artisi ile antimikrobiyel aktivite arasinda
bir iligki saptanmamistir. Bunun da baslica nedeninin, hidrolize olabilen fenolik
maddelerden biri olan ve Onemli diizeyde antimikrobiyel aktivite gdsteren
punikalajinin nar danelerinde bulunmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. 4’e
boliinmiis olan narlarin preslenmesi sirasinda; basincin etkisiyle ilk olarak daneler
ezilmekte ve punikalajin daha preslemenin baslangicinda meyve suyuna

gecmektedir.

10. Nar kabugu, dilim zar1 ve ¢ekirdegi arasinda en yiiksek fenolik madde miktar1 nar
kabugunda saptanmistir. Bunu sirasiyla; dilim zar1 ve ¢ekirdek takip etmistir. Nar
kabugu ve dilim zarinda saptanan fenolik madde miktarlarinin birbirine oldukca
yakin olmasina karsin, ¢ekirdekteki fenolik madde miktarinin kabuk ve dilim
zarma gore cok disiik oldugu saptanmistir. Narin tiim kisimlarinda en fazla

toplam fenolik madde miktari, %70’lik aseton ile elde edilmistir.

11. Nar kabugu, dilim zar1 ve ¢ekirdegi arasinda en yiiksek antioksidan aktivite degeri
nar kabugunda saptanmistir. Bunu sirasiyla; dilim zar1 ve ¢ekirdek takip etmistir.
Nar kabugu ve dilim zarinda saptanan antioksidan aktivite degerleri birbirine
oldukc¢a yakin olmasina karsin, ¢ekirdekteki antioksidan aktivite degerinin kabuk
ve dilim zarma gore cok diisiik oldugu saptanmistir. Narin tiim kisimlarinda en

fazla antioksidan aktivite degeri, %70’lik aseton ile elde edilmistir.
12. Nar kabugu, dilim zar1 ve ¢ekirdeginde bulunan fenolik maddeler ile antioksidan

aktivite arasinda cok iyi iliski oldugu bulunmustur [r = 0,9724 (¢ekirdek), r =
0,9670 (kabuk), r =0,9761 (dilim zar1)].
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13. Nar kabugu ve dilim zarindan farkli solventlerle (aseton, aseton:su (v/v, %70),
metanol, etanol ve su) hazirlanan ekstraktlar B. megaterium ve S. aureus’a karsi

antimikrobiyel aktivite gostermektedir.

14. Nar ¢ekirdeginden elde edilen ekstraktlarin higbirinde, arastirmada kullanilan

bakterilere kars1 antimikrobiyel aktivite belirlenememistir.

15.Nar sularinda antimikrobiyel aktivitenin temel nedeni; icerdigi fenolik
maddelerden kaynaklanmaktadir. Cilinkii, polifenoller reaktif siilfidril gruplariyla
ya da proteinlerle reaksiyona girebilmektedir. Bdylece; bakterilerin hiicre
duvarinda bulunan polipeptidlerle reaksiyona girerek, onlar1 aktivite kaybina

ugratmakta ve mikroorganizmanin sahip oldugu enzimleri inhibe etmektedir.

16. Nar suyunda patojen mikroorganizmalardan S. aureus ve E. coli O157:H7’nin 4
ve 20°C depolama kosullarinda inhibe edilmektedir. S6zkonusu patojen
mikroorganizmalar nar suyunda hizla rediikte olmakta ve canliligim

surdirememektedir.
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VII. Ekler

a) Mali Bilanco ve Aciklamalar

* PROJE TUTARI : 32,000 TL

b) Makine ve Techizatin Konumu ve Ilerideki Kullammina Dair
Aciklamalar

Nar sularinda patojen mikroorganizmalarin davranigi ve durumu ile ilgili ¢aligma daha

cok sayida ve farkli patojenlerle yapilacak ve bu cihazlar bu ¢alismada kullanilacaktir..

¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar

Kesin raporda verilmistir.

d) Yaymnlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler

Tiirkyilmaz M, Dereli U, Muhacir N, Tag S, Ozkan M. Effects of various juice yields on the
antioxidant activity, antimicrobial activity and phenolic contents of pomegranate juice. 3"
International Congress on Food and Nutrition, S Bekiroglu (ed.), pp. 144-145, 22-25 April
2009, Antalya. (Mehmet Ozkan tarafindan poster olarak sunulmustur.)
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