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Bu arastirma, visne suyunun antosiyanin profili ve antioksidan kapasitesi ile durultma, filtrasyon ve
evaporasyon islemleri sirasindaki degisimin belirlenmesi amaci ile yapilmistir. Arastirma materyali
olarak Tiirkiye’deki baglica yetisme yorelerinden saglanan 11 farkl visne ¢esidinden elde edilen 11
farkl1 visne suyu 6rneginin analizi yapilmistir. Belirlenen baglica 6zellikler; toplam fenolik madde,
monomerik antosiyanin, antosiyanin degradasyon indeks, antosiyanin profili, antioksidan kapasite
ve ayrica briks derecesi, pH degeri, titrasyon asitligi ve renk (L, a, b) degerleridir.

Sonuglara gore; visne suyu Orneklerinin briks derecesi, pH degeri ve titrasyon asitligi sirasi ile
15.97-26.33 ve 2.84-3.16 ve %]1.64-2.3 (malik asit olarak) arasinda degismektedir. Rengi
tanimlayan sisteme gore, L, a ve b i¢in ortalama degerler siras1 ile 19.52, +2.49 ve — 0.59 “dur.
Antioksidan kapasite ve toplam fenolik miktar1 sirast ile 20.0-37.9 TEAC mmol/L ve 1510-2550
mg/L, monomerik antosiyanin miktar1 ile degradasyon indeksi ise sirasi ile 350-633.5 mg/L ve
9%9.5-32.9 arasinda bulunmaktadir.

Antioksidan kapasite ile toplam fenolik madde arasindaki korelasyon istatistik olarak &nemli
(r=0.738, p<0.01), antioksidan kapasite ile monomerik antosiyanin miktar1 ve degradasyon indeksi
arasindaki korelasyonlar ise énemli degildir (p>0.05). islemeye iliskin olarak ise; degradasyon
indeksinde durultma ve evaporasyon (p<0.01), toplam fenolik miktarinda ise evaporasyon
basamagindaki degismeler istatistik olarak énemli (p<0.05), buna karsilik diger degismeler 6nemsiz
(p>0,05) bulunmustur.

HPLC kromatogramindaki baslica antosiyanin fraksiyonlar1 siyanidin-3-glukozilrutinozit,
siyanidin-3-rutinozit, siyanidin-3-soforozit ve siyanidin-3-glukozit olarak tanimlanmistir. Bulgulara
gore visne suyundaki bagat antosiyanin, miktar1 140.3-320.8 mg/L ve toplam antosiyanindeki pay1
%63.7-75.4 arasinda degisen siyanidin-3-glukozitrutinozittir.

Ocak 2010, 72 sayfa
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Supervisor: Prof. Dr. Aziz EKSI

This study was conducted to determine the anthocyanins profile and antioxidant capacity of sour
cherry juice and their chances during clarification, filtration and evaporation processes. As research
material, 11 different sour cherry juice samples obtained from different sour cherry types, which
were collected from main producing regions in Turkey. The analytical properties analysed in juice
samples are total phenolics, monomeric anthocyanins, degradation index, anthocyanins profile,
antioxidant capacity, brix degree, pH value, titratable acidity and colour (L, a, b) values.

According to the results; brix degree, pH value and titratable acidity in sour cherry juice samples
were changed between 15.97-26.33, 2.84-3.16 and %1.64-2.3 respectively. The mean values of L, a
and b were measured as 19.52, +2.49 and -0.59. While antioxidant capacity and total phenolic were
found between 20.0-37.9 TEAC mmol/L and 1510-2550 mg/L, monomeric anthocyanins content
and degradation index were changed between 350-633.5 mg/L and 9.5-32.9% respectively.

While a significant correlation between antioxidant activity and total phenolic content was found
(r= 0.738, p<0.01), the correlations of antioxidant capacity with monomeric anthocyanins content
and degradasyon index were not significant statistically (p>0.05).

Regarding the changes during processing; only the changes of degradation index at clarification and
evaporation and changes of total phenolic content at evaporation steps were found significant
(p<0.01), but the other changes were not important statistically (p>0.05) .

The anthocyanins peaks on HPLC-chromatogrammes were identified as cyanidin-3-
glucosylrutinoside, cyanidin-3-rutinoside, cyanidin-3-sophoroside and cyanidin-3-glucoside.
According the results, the pre-dominant anthocyanins of sour cherry juice was cyanidin-3-
glucosylrutinoside which was found between 140.3-320.8 mg/L and consisted of %63.7-75.4 of the
total anthocyanins.
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1. GIRIS

Visne (Prunus cerasus L.), anavatan1 Kuzeydogu Anadolu olan giilgiller familyasindan
bir meyve tiiridiir. Botanikteki ad1 olan P. cerasus, Giresun' un eski adi olan Kerasus'
tan gelmektedir. Kendine 6zgii eksimsi tadi, koyu kirmizi rengi ve kendine 6zgii lezzeti

ile yaz aylarinin vazgeg¢ilmez meyveleri arasinda yerini almaktadir (Anonymous 2008).

Diinya visne iiretiminde 195 000 ton ile Polonya birinci siray1, 180 917 tonluk iiretimle
Tiirkiye ikinci siray1r ve 153 000 ton ile Rusya li¢iincii siray1r almaktadir. Bu iilkeleri

siras1 ile Amerika Birlesik Devletleri ve Ukrayna izlemektedir (Sekil 1.1).

126000 ton
EPolonya
B Tirlriye
‘Busya
=ARD
Ukravna

133000 ton

Sekil 1.1 Visne iireten baslica tilkeler (Anonymous 2007)

Tirkiye’ nin 2000 yilinda 106 000 ton olan visne iiretimi, 2008 yilinda 7.708.314
toplam aga¢ sayisiyla 185 435 tona ulagsmis ve boylece son sekiz yillik donemde

yaklagik %75 artis saglanmistir (Cizelge 1.1).

Visne farkli sekillerde degerlendirilmekte ve tiiketilmektedir. Taze olarak tiiketildigi
gibi dondurularak ve kurutularak muhafaza edilmekte, konserve ve recele islenmekte,
ayrica dogal renklendirici ve fonksiyonel gida katkisi olarak da kullanilmaktadir

(Anonymous 2008).

Visnenin en yaygin degerlendirme sekli ise meyve suyuna islenmesidir. Bunun nedeni;
meyve suyu randimaninin yiiksek, toplam asitligin yeterli ve renginin ¢ekici olmasidir

(Anonymous 2008).Visne liretimi artisin1 saglayan baslica itici gii¢ de esasen meyve



suyu sektoriidiir. Oyleki, 2007 yilinda visne iiretiminin yaklasik %43’ {i meyve suyuna

islenmistir.

Cizelge 1.1 Tiirkiye’ de yillara gore visne tiretimi (Anonymous 2008)

Yil Meyve Veren Meyve Vermeyen | Toplam Agac Uretim
Yasta Aga¢ Sayis1 | Yasta Agac Sayisi Sayis1 (Ton)

2000 4.160.000 1.950.000 6.110.000 106.000
2001 4.400.000 2.250.000 6.650.000 120.000
2002 4.650.000 2.200.000 6.850.000 100.000
2003 4.900.000 2.170.000 7.070.000 145.000
2004 5.000.000 2.150.000 7.150.000 138.000
2005 5.150.000 2.044.000 7.194.000 140.000
2006 5.213.959 2.462.976 7.676.935 121.499
2007 5.846.431 1.803.572 7.650.003 180.917
2008 5.944.032 1.764.282 7.708.314 185.435

Eksiligi nedeni ile visneden %100 meyve suyu yerine daha ¢ok meyve nektar
islenmektedir ve visne nektar1 Tirkiye’de en c¢ok sevilen iceceklerden biridir.
Tirkiye’nin 2007 yili toplam meyve suyu vb. igecek tiiketimi 710 milyon litredir ve
bunun 502 milyon litresi (yaklasik %70’ 1) meyve nektaridir. Meyve nektari
tilketiminde seftali %35.6 payla birinci siray1 alirken, visne nektari da %23.5 payla
ikinci siray1 almaktadir (Eksi ve Akdag 2008).

Ancak diinya ol¢eginde visne suyuna duyulan ilgi olduk¢a diisliktiir. Bunun baslica
nedeni, visnenin yeterince taninmamasi ve visne suyunun dzellikle beslenme acisindan
oneminin ve insan saglii iizerine olan olumlu etkilerinin bilinmemesidir. Oyleki; yaban
mersini, siyah iiziim, mavi yemis, acai gibi ¢ok sayida meyve suyunun antosiyanin
icerigi ve antioksidanca zenginliginden sz edilirken (Borowska vd. 2005, Mac Donald

2005) visnenin adi bile gegmemektedir.

Visne suyu hakkinda ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bunlarin bir kismi, visne
suyunun genel kimyasal bilesimi ve degiskenliginin belirlenmesine yoneliktir (Eksi vd.
1980, Erbas 1981, Toht-Marcus vd. 1993, Velioglu ve Yildiz 1996). Bir kismi1 visnenin

icerdigi antosiyaninlerin rengi ve stabilitesi ile ilgilidir (Cemeroglu vd. 1994, Will ve



Dietrich 2006, Bonerz vd. 2007). Diger bir kismi1 (Meyer 1999, Kang vd. 2003,
Borowska vd. 2005, Ataie-Jafari vd. 2008) ise antosiyaninlerin renkten 6te antioksidan
aktivite nedeni ile saglikli beslenme ve hastaliklardan korunma agisindan da onemli
oldugunu gostermektedir. Bu olgu; visnenin fenolik bilesenleri ve 06zellikle
antosiyaninleri konusundaki arastirma (Wang vd. 1997, Wang vd. 1999, Burkhardt vd.
2001, Kim vd. 2005, Simunié vd. 2005, Kirakosyan vd. 2009) sayisinda hizl1 bir artisa

yol agmustir.

Her meyve gibi vignenin de kendine 6zgii bir antosiyanin dagilimi vardir ve vignenin
rengi gibi antioksidan kapasitesi biiyiik ol¢iide bu bilesiklerden kaynaklanmaktadir.
Dolayist ile, gerek kalite ve gerekse saglik agisindan bu bilesiklerin olabildigince
korunmasi gereklidir. Ancak bu bilesiklerin proses ve depolama sirasinda hizlica form
degistirerek biyoyararliligin ve biyoaktivitenin azalmasi s6z konusudur (Bonerz vd.
1997, Kirakosyan vd. 2009). Bu nedenle, uygulanan proseslerden antosiyaninlerin
etkilenip etkilenmediginin ortaya konulmasi ve kosullarin buna gore belirlenmesi

oldukca onemlidir.

Antosiyaninlerin bir diger 6nemi de, bir meyve suyunda bagka bir meyve suyu
katkisinin kanitlanmasi acisindan parmak izi islevi goérmesidir (Koswig 2008). Bagka
meyve suyu katkisinin kanitlanmasi agisindan sorbitol miktari1 da énemlidir (Tirkmen

2008).

Bu aragtirmanin amaci; visne suyunda dogal antosiyanin diizeyi ve dagilimi ile
antioksidan kapasitenin ve isleme sirasindaki degismelerin belirlenmesi, fenolik ve
antosiyanin diizeyi ile antioksidan kapasite arasindaki iligkinin ortaya konulmasi ve

boylece kalitenin korunmasina ve gerceklik kontroliine katkida bulunulmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Antosiyaninlerin Yapisi

Antosiyanin, Yunancadaki cicek (anthos) ve mavi (kianos) kelimelerinden tiireyen bir
kavramdir (Mazza ve Miniati 1993, Castafieda-Ovando vd. 2009) ve bitkilerin meyve,
cicek, yaprak, kok gibi organlarinda bulunan, bitkiye kendine 6zgli pembe, kirmizi, mor
ve maviye kadar genis bir araliktaki rengini veren ve suda ¢oziinen dogal pigment

grubunun adidir (Chandra vd. 2001, Blando vd. 2004).

Flavilyum ya da 2- fenilbenzopirilyum tuzlarinin polihidroksi ve polimetoksi tiirevleri
olan antosiyaninler fenolik bilesiklerin flavonoid grubunda yer almaktadir. Kimyasal
olarak glikozit yapidadirlar. Glikozidin aglikon kismina genel olarak antosiyanidin
denilmektedir ve antosiyanidinlere farkli sakkaritlerin glikozidik olarak baglanmasi ile

farkli antosiyaninler olusmaktadir (Mazza ve Miniati 1993).

Antosiyanidinler, bitkilerde genellikle serbest formda degil sekerler ile olusturdugu
glikozit ya da antosiyanin formunda bulunurlar (Clifford 2000). Dogada 23 adet
antosiyanidin bulunmasina (Castafieda-Ovando vd. 2009) karsilik; molekiildeki
hidroksil grubu sayisina, hidroksil gruplarmin metilasyon derecesine, molekiile
baglanan seker sayisina ve sekerin baglanma pozisyonuna, ayrica molekiildeki sekere
baglanan alifatik ve aromatik asitlerin yapisina ve sayisina bagli olarak (Mazza ve
Miniati 1993) birbirinden farklt 500’ den fazla antosiyanin olusmaktadir (Castaneda-
Ovando vd. 2009).

Genel olarak bitkilerde yaygin olarak rastlanilan antosiyanidinler; pelargodin (Pg),
siyanidin (Cy), peonidin (Pn), delfinidin (Dp), petunidin (Pt) ve malvidin (Mv)’ dir ve
karbon iskeletleri C¢-C3-Cg seklindedir (Clifford 2000). Meyve ve sebzelerde en yaygin
bulunan antosiyanidin %350 orani ile Cy’dir. Dp, Pg ve Pn %12, Pt ve Mv ise %7
oraninda bulunmaktadir. Antosiyanidinlerin kimyasal yapisinda; aromatik A halkasi,

oksijen igeren heterosiklik C halkasi ve C halkasina C-C bagi ile baglanan aromatik B



halkas1 bulunmaktadir. Gidalarda bulunan baslica antosiyanidinlerin kimyasal yapisi ve

yapiya bagl gruplar Sekil 2.1°de verilmistir (Castafieda-Ovando vd. 2009).

Antosiyanidin

Bagh Gruplar Renk

R, R; Ry Rs R¢ R;

Siyanidin OH [OH |H | OH | OH OH | H Turuncu-kirmizi
Delfinidin OH [OH |H | OH | OH OH | OH Mavi-kirmizi
Malvidin OH [ OH | H | OH | OCH;4 OH | OCH;4 Mavi-kirmizi
Pelargodin OH |OH |H |OH | H OH | H Turuncu-somon
Peonidin OH | OH | H | OH | OCH;, OH | H Turuncu-kirmizi
Petunidin OH |[OH | H | OH | OCH; OH | OH Mavi-kirmizi

Sekil 2.1 Antosiyanidinlerin kimyasal yapilar1 ve yapiya baglanan gruplar (Castafieda-
Ovando vd. 2009)

Antosiyanidinlere en yaygin baglanan monosakkaritler glukoz, galaktoz, ramnoz ve
arabinozdur. Baglanma sonucunda genellikle 3-glikozit veya 3,5-diglikozit yap1
olusmaktadir. Rutinoz (6-O-a-L-ramnozil-D-glukoz), soforoz (2-O-B-D-glukozil-D-
glukoz) ve sambubiyoz (2-O-B-D-ksilozil -D-glukoz) gibi sekerler ise 3,7-diglikozit ve
3-trioz yap1 olusturabilmektedir (Clifford 2000).

Antosiyaninler icerdikleri seker molekiilii sayisina gore de siniflandirilmaktadir. Tek
yonlii antosiyaninler yalnizca 3. pozisyonunda tek bir seker molekiilii icerirken, c¢ift
yonlii antosiyaninler 3. veya 5., bazen de 3. veya 7. pozisyonlarinda iki seker molekiilii
icerirler. Uc yonlii antosiyaninler ise 3 adet seker igerirler. Genellikle bunlardan iki
tanesi 3. pozisyonunda, bir tanesi de 5. pozisyonundadir. Bazen 3 seker dogrusal olarak
3. pozisyonunda olabildigi gibi, iki tanesi 3. pozisyonunda, bir tanesi ise 7.
pozisyonunda da olabilmektedir (Saldamli vd. 2005). Sakkaritlerin antosiyanidinlere
genel olarak baglanma sekli Clifford” a gore (2000) Sekil 2.2°de verilmistir. Ornegin

siyanidinin 3. pozisyonuna bir glukoz molekiiliiniin baglanmasi ile, dogada en yaygin




olarak bulunan, kimyasal yapisi Sekil 2.3’de ki gibi gosterilen (Anonymous 2009),
siyanidin 3-glukozit olusmaktadir (Cemeroglu vd. 2004).

(O — Sakkarit
CH

Sekil 2.2 Antosiyanidinlere seker baglanmasi (Clifford 2000)

OH OH

Sekil 2.3 Siyanidin-3-glukozit yapist (Anonymous 2009)

Antosiyanidinlere baglanan bilesikler sadece sekerlerle sinirli degildir. Bazen sinnamik
asitler (kafeik, p-kumarik, ferulik ve sinapik) veya alifatik asitler (asetik, malik,

malonik, oksalik ve siiksinik) de baglanabilmektedir (Clifford 2000).

Bitki dokularinda bulunan antosiyaninler; bitkinin genetik mirasina, biiyiimesi
sirasindaki gevresel faktorlere, bitkinin maruz kaldig: stres kosullarina, kullanilabilir su

miktarina ve topraktaki mineral ve organik bilesiklerin varlig1 ve miktaria bagl olarak



farkl1 konsantrasyonlarda sentezlenmektedirler. Ayrica yetisme yili ile olgunluk
derecesi ve hasat sonrast depolama siiresi ve sicakligi da meyvedeki antosiyanin miktari

tizerine etkilidir (Gongalves vd. 2004).

2.2 Antosiyaninlerin Stabilitesi

Cok sayida bitkide dogal ve yaygin olarak bulunmakla birlikte antosiyanin
pigmentlerinin yapis1 stabil degildir. Proses ve ticari depolama siiresince maruz
kaldiklar1 dis etkiler nedeniyle, renklerini kaybetme ve parcalanma egilimindedir
(Seeram vd. 2001). Buna karsilik, saglik iizerine olumlu etkileri ve fonksiyonel
Ozellikleri nedeni ile kullanim alanlar1 artmaktadir. Son yillarda antosiyaninlerin
kimyasal stabilizasyonu hakkindaki arastirmalarin sayist da bu nedenle artmistir

(Castaneda-Ovando vd. 2009).

Genel olarak, antosiyaninlerin stabilitesi; kimyasal yapi, kopigment varligi, pH degeri,
sicaklik derecesi, enzim (polifenol oksidaz ve peroksidaz) varligi, metal iyonu gibi ¢ok
sayida fiziksel ve kimyasal faktorden etkilenmektedir (Chandra vd. 1993, Cemeroglu
vd. 1994).

2.2.1 Kimyasal yapi

Kimyasal yap1 ile ilgili olarak; baglh sekerin yer degistirmesi, B halkasindaki
metoksillenme (OCHj3;) ve hidroksillenme (OH) derecesi ve acil gruplarmin varlig
pigment stabilitesini ve renk yogunlugunu etkilemektedir (Guisti vd. 1999). Kimyasal
yapida meydana gelen metoksilasyon stabiliteyi arttirirken, hidroksilasyonun
azaltmaktadir. Bu nedenle yiiksek metoksilasyona sahip maldivin en kararli, delfinidin
ise yuksek hidroksilasyon 6zelliginden dolayr en kararsiz antosiyanidin olarak

bildirilmektedir (Ersus ve Yurdagel 2006).

B halkasindaki hidroksil grubu arttik¢a stabilitenin azalmasina ek olarak arttiginda,
antosiyanidinin maksimum dalga boyu daha yiiksege kaymakta ve rengi de

degismektedir. Ornegin % 0.01 HCI-MeOH ¢ozeltisinde hidroksil sayis1 digerlerine



gore az olan pelargonidinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu 520 nm ve rengi
turuncu iken, hidroksil sayis1 digerlerine gére daha fazla olan delfinidinin maksimum

dalga boyu olan 545 nm ve rengi ise mavimsi kirmizidir (Mazza ve Miniati 1993).

2.2.2 Kopigment varhgi

Antosiyaninlerle kompleks olusturarak, stabil ve hatta farkli renkli bilesik olusturan
maddelere ‘‘kopigment’’ denir. Bu maddeler, antosiyaninlerin renkli formlarini stabilize
ederek, pH derecesi uygun olmasina ragmen onlarin renksiz karbonil form
olusturmasini engellemektedir (Cemeroglu vd. 2004). Genellikle renksiz bilesikler olan
kopigmentler, antosiyaninleri hidratasyona karsi koruyarak renklerinin stabil olarak
kalmasimi saglamaktadir. Kopigment gibi davranan bilesiklerin basinda; flavonoidler,
polifenoller, alkaloidler, amino asitler ve organik asitler gelmektedir (Chandra vd.
1993). Kopigmentasyon olusumunun duyarhiligmi; kopigmentasyona katilan
antosiyaninin konsantrasyonu ve yapisi, kopigmentin konsantrasyonu ve yapisi, ortamin

ve ¢ozliciiniin pH’ s1 ve sicakligi etkilemektedir (Mazza ve Miniati 1993).

Antosiyaninlerde kopigmentasyon esas olarak 3 farkli sekilde gerceklesmektedir.
Bunlardan birincisi antosiyanidin ¢ekirdegi veya antosiyanidin ¢ekirdegi ile aromatik
acil gruplar1 arasinda molekiil i¢i interaksiyonla gergeklesen kendiliginden birlesme
(self-association); ikincisi, antosiyanidin ¢ekirdegi ve molekiiliin kromoforik olmayan
kisimlar1  (aromatik asit) arasindaki interaksiyonla gerceklesen molekiil i¢i
kopigmentasyon; tgilinciisii ise iki veya daha fazla molekiil arasinda gerceklesen

molekiiller aras1 kopigmentasyondur (Kirca 2004, Castafieda-Ovando vd. 2009).

2.2.3 Metal iyonu

Kopigmentasyonda oldugu gibi bir¢ok antosiyanin demir, aliminyum, bakir gibi bir ¢cok
metal iyonu ile kompleks olusturmakta ve bdylece stabil olmayan kirmizi rengi stabil
bir mavi veya violeye doniistiiriilmektedir (Cemeroglu vd. 2004). Gida endiistrisinde
gerekli ilgiyi bulmasa da antosiyanin-metal kompleksi, renk stabilizasyonu a¢isindan

oldukca Onemli bir interaksiyondur. Bu komplekslerin bilesimindeki metal miktar



saglik agisindan zararh diizeyde olmadigi gibi bazilar1 diyetle alinmasi gereken temel

besin 6gesidir (Castaiieda-Ovando vd. 2009).

Al(III)-antosiyanin interaksiyonu ile quiniodal baz oksidasyona kars1 korundugu i¢in
mavi renk stabil kalmaktadir (Moncada vd. 2003). Fe(Ill) ve Mg(Il) ile antosiyanin
arasinda pH 5’ teki mavi renk olusumu agisindan iyon i¢in stakiyometrik oranin en iyisi
1.6 veya daha fazla olmasidir. Dokuya Mo (IV ve VI) eklenmesi, antosiyanin-molibden
kompleksi ile mavi rengin stabilizasyonunu artirmaktadir (Castafieda-Ovando vd.

2009).

NaCl c¢ozeltisinde antosiyaninlerin  kendiliginden birlesmesi nedeniyle renk
stabilizasyonu artarken, MgCl, ¢ozeltisinde magnezyum iyonlarinin hidratasyonu ve

serbest suyun azalmasi nedeniyle azalmaktadir (Mazza ve Miniati 1993).
2.2.4 pH degeri

Sulu ortamlarda antosiyaninlerin renk stabilitesi {lizerine etkili en onemli faktér pH
degeridir (Mazza ve Miniati 1993). Antosiyaninler, ¢ozeltinin pH’ sina bagl olarak

farkli kimyasal formlara doniismektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Antosiyaninlerin pH’ ya bagli kimyasal yapilar1 (Castafieda-Ovando vd.
2009) (R;:H ya da sakkarit, R, ve R3:H ya da metil)



Sekil 2.4’ten de anlasilacagi gibi pH= 1’ de kirmizi renkteki flavilyum katyonu (A)
baskindir ve mor-kirmizi rengin olusumda rolii vardir (Castafieda-Ovando vd. 2009).
Ornegin, visnenin basat antosiyanidini olan siyanidin flavilyum katyonu yapisindadir ve
meyveye kendine 6zgii koyu kirmizi rengini verir (Seeram vd. 1999). Buna karsilik pH
2-4 araliginda quiniodal baz (B-D) baskin hale gecer ve mavi rengi saglarken, pH 5-6’
da karbinol psédobaz (E) ve kalkon (F) adi verilen renksiz yapilar olusmaktadir
(Castaneda-Ovando vd. 2009). Bu aralikta, antosiyaninler oldukg¢a kararsizdir ve
antosiyanidin yapisinin 2. pozisyonunun hidratlanmasi nedeni ile hizli renk degismeleri
olugmaktadir (Ersus ve Yurdagel 2006). Eger pH degeri 7’den yiiksek ise antosiyaninler
gibi (Sekil 2.4) kendilerini olusturan bilesiklere par¢alanmaktadir (Castafieda-Ovando
vd. 2009).

2.2.5 Sicakhik

Proses ve depolama sicakligi antosiyaninlerin pargalanmalar1 {izerinde etkili olan en
onemli faktorlerden biridir. Yapilan aragtirmalar, sicaklik artisi ile pargalanma hizi

arasinda dogrusal bir korelasyon oldugu gdstermektedir (Seeram vd. 2001)

Asafi ve Cemeroglu (2000), visne ve nar suyu konsantrelerinde antosiyaninlerin
pargalanmasi iizerine sicakligin etkilerini arastirmiglardir. Bulgulara gore; depolama
sicakligr arttikga antosiyaninlerin degradasyon hizi artmakta ve antosiyaninlerin

parcalanmasinin birinci dereceden reaksiyon kinetigine uymaktadir.

Baska bir arastirmada Cemeroglu vd. (1994); +5°C’de depolanan visne suyu
konsantrelerinde antosiyaninlerin yarilanma siiresinin 356 giin oldugunu, fakat

depolama sicaklig1 20 °C’ye ¢ikarildiginda bu siirenin 38 giine diistiigiinii bulmustur.

Bonerz vd. (2007) ise, 5 farkli vigsne varyetesinden elde edilen ve 20°C’de depolanan
visne suyu orneklerinde antosiyanin miktarinin 6 ay sonra baslangigtakine gore %70-75
oraninda azaldigin1 ancak renksiz polifenol miktar1 ve antioksidan kapasitesinin

(TEAC) degisiklige ugramadigini saptanmustir.
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Kirca (2004)’nin belirttigine gore Forni vd. (1993), izotonik seker surubu olan visne
konservesine izotonik surup ig¢inde 85° C’de 25 dakika ve 85°C’deki izotonik surup
icine 3 dakika daldirma olmak iizere iki farkli 1s1l islem uygulamislardir. Kisa siireli
uygulama yalnizca kabuk rengini etkilerken, uzun siireli klasik pastdrizasyon dnemli

Olciide antosiyanin par¢alanmasina yol agmustir.

2.2.6 Enzim varhg

Ortamdaki enzim varlig1 antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen diger bir etkendir.
Glikozidaz (antosiyanaz), antosiyaninlerde bulunan glikozidik baglari hidroliz ederek,
stabil olmayan bir¢ok antosiyanidin olugsmasini saglamaktadir. Bu reaksiyon sonucunda

spontan olarak par¢alanma ve renkte agilma meydana gelmektedir (Seeram vd. 2001).

Glikosidazlardan baska ortamda bulunan polifenol oksidaz ve peroksidazlarin katalize
etigi tepkimelerde antosiyaninleri etkilemektedir (Chandra vd. 1993) Antosiyaninler
bitki polifenoloksidazlarina karsi olduk¢a dayaniksiz bilesiklerdir. Diger fenoliklerin
oksidasyonu sonucu olusan o-kinonlar ile tepkimeye girmektedirler. O-difenolik
yapidaki antosiyaninlerin oksidasyonu sonucu ¢ok kararsiz olan antosiyanin kinonlari
olugsmaktadir. Bu reaksiyonlar 6nemli diizeyde renk kaybina yol agmaktadir (Ersus ve

Yurdagel 2006).

2.3 Visne Antosiyaninleri

Her meyve ve sebzenin antosiyanin dagilimi digerlerinden farklidir. Bagka bir deyisle
her meyve ve sebzenin, parmak izi niteliginde, kendine 6zgli bir antosiyanin profili
vardir. Bu olgu, yabanci meyve suyu katkisinin analitik olarak kanitlanmasi acisindan
olduk¢a onemlidir (Clifford 2000). Nitekim visne suyundaki, koyu renkli liziimsii
meyve suyu katkisinin, antosiyanin analizi ile kanitlanabildigi belirtilmektedir (Hang ve
Wrolstad 1990). Antosiyaninler, antioksidan etkileri nedeni ile saglikli beslenme
acisindan da onemlidir ve visne antosiyanince zengin meyvelerden birisidir (Kim vd.

2005).
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Mazza ve Miniati (1993)’ nin aktardigina gore, visnenin antosiyanin bilesenleri
hakkindaki arastirmalar 1870 yilina kadar uzanmaktadir. izole edilen ilk pigmente
‘‘kerasiyanin’> adi verilmis ve sonra bunun siyanidin-3-ramnoglikozit oldugu
kanitlanmistir. Daha sonra Li ve Wagenknecht (1956) Montmorency cinsi visnelerden
hem siyanidin-3-ramnoglukoziti (kerayasin), hem de siyanidin-3-gentobiyoziti
(mecosiyanin) izole etmislerdir. Bu iki pigmentin varligimi Dekazos (1970)° ta
elektroforez yontemi ile dogrulamistir. Harborne ve Hall (1964) 6 farkli visne ¢esidinde;
siyanidin-3-glukozilrutinozit, siyanidin-3-soforozit (siyanidin-3-arabinozilrutinozit),
siyanidin-3-rutinozit ve siyanidin-3-glukozit olmak tizere 4 farkli antosiyaninin
saptamistir (Hang vd. 1990). Shrickhande ve Francis (1973) ise ii¢ farkli visne
varyetesinde; siyanidin-3-glukozilrutinozit, siyanidin-3-soforozit, siyanidin-3-rutinozit

ve peonidin-3-rutinozit varligini kanitlamistir.

Morello A ¢esidi visnenin baglica antosiyaninleri Harbone ve Hall’ a (1964) gore
siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-glukozilrutinozittir (Hang ve Wrolstad 1990).
Dekazos (1970) ayni cesidinde bu temel pigmentlere ek olarak peonidin-3-glukozit ve
peonidin-3-rutinozit de bulundugunu saptamistir. Hang ve Wrolstad (1990)’ in HPLC
yontemi ile Morello 240, Morello 240D, Morello 348 visne ¢esitlerinde saptadigi
antosiyaninler siras1 ile; siyanidin-3-soforozit, siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-
glukozilrutinozit ve siyanidin-3-rutinozittir. Saptanan pigmentlerin ¢esitlere gore ylizde
olarak dagilim ise; gelis sirasina gére Morello 240 i¢in; %1’ den daha az, %65, %14,
%14; Morello 240D igin; %3, %74, %3, %16 ve Morello 348 icin; %3, %72, %4, %15’

tir.

Balaton ve Montmorency c¢esidi visnelerin antosiyaninleri, Wang vd. (1997) tarafindan
HPLC yontemi ile arastirilmistir. Bulgulara gore her iki gesitte de 2 temel (siyanidin-3-
glukozilrutinozit, siyanidin-3-rutinozit) ve 1 mindr (siyanidin-3-glukozit) antosiyanin
saptanmistir. Montmorency c¢esidinin Balaton ¢esidine gore daha az miktarda

antosiyanin i¢erdigi belirtilmistir.

Simuni¢ vd. (2005) de 4 farkli visne gesidinde (Pertovaradinska, Ciganéica, Obla¢inska

ve Erdy Jubileum) HPLC yontemi ile yaptiklar1 aragtirmanin bulgularina gore temel
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antosiyaninleri siyanidin-3-glukozilrutinozit ve siyanidin-3-rutinozit (Sekil 2.5) olarak
tanimlamistir. Ayrica temel antosiyaninlerin miktarlarinin ¢esitlere gore farklilik

gosterdigi vurgulanmustir.
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Sekil 2.5 Siyanidin-3-glukozilrutinozit ve siyanidin-3-rutinozit (Simuni¢ vd. 2005)

Blando vd. (2004)’ in bulgularmma gore; toplam antosiyanin miktar1 gibi tek
antosiyaninlerin miktar1 da c¢eside bagl olarak farklilik gostermektedir. Toplam
antosiyanin miktar1 100 g da 27.8 ile 80.4 mg arasinda degigsmektedir. Basat antosiyanin
siyanidin-3-glukozilrutinozittir ve bunu siyanidin-3-rutinozit, siyanidin-3-soforozit ve

siyanidin-3-glukozit izlemektedir.

Danube, Balaton, Schattenmorelle ve Sumadinka visne ¢esitlerinin birbirinden farkli
miktarlarda siyanidin-3-glukozilrutinozit, siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-rutinozit
icerdigi, Balaton c¢esidinin diger 3 cesitten farkli olarak ayrica iz miktarda (1.76
mg/100g) peonidin-3-rutinozit igerdigi belirtilmistir (Kim vd. 2005).

Bonerz vd. (2007) ise 5 farkli gesitten elde edilen visne sularinda, siyanidin-3-(2G-
glukozilrutinozit), siyanidin-3-(2%siklozilrutinozit), siyanidin-3-soforozit, siyanidin-3-
glukozit, siyanidin-3-rutinozit ve peonidin-3-rutinozit olmak iizere 6 adet basat
antosiyanin saptamistir. Bunun gibi Will vd. (2007) de, visne suyu ve konsantrelerinde,
miktar1 en fazla siyanidin-3-(2%-glukozilrutinozit) olmak tizere 6 adet antosiyanin

belirlemisgtir.
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Chandra vd. (2001), Balaton cesidinden elde edilen visne tozunun; siyanidin-3-
glukozilrutinozit, siyanidin-3-soforozit, siyanidin-3-rutinozit ve peonidin-3-rutinozit
olmak iizere 4 adet antosiyanin igerdigini bulmustur. Daha sonra Kirakosyan vd.” in
(2009) HPLC ve kiitle spektrofotometresi ile yaptigi arastirma da; Balaton ve
Montmorency cesitlerinden elde edilen dondurulmus visne, visne kurusu, visne tozu,
visne suyu konsantresi gibi {riinlerde siyanidin-3-glukozilrutinozit, siyanidin-3-

rutinozit, siyanidin-3-soforozit ve peonidin-3-glukozit bulundugunu gdstermektedir.

2.4 Visne Antosiyaninlerinin Saghk Uzerine Etkisi

Son yillarda gidalarin biyoaktif ve 6zellikle de antioksidan bilesenleri hakkinda ¢ok
sayida yaymn yapilmaktadir (Lee vd. 2003, MacDonald 2005) ve ilk siray1 da kuskusuz
meyve ve meyve suyu almaktadir (Miller ve Rice-Evans 1997, Dechnet 2000,
Borowska vd. 2005, Karadeniz vd. 2005, Salic1 vd. 2005). Yapilan birgok aragtirmaya
(Tsuda vd. 1994, Wang vd. 1997) gore meyve ve sebzelerin antioksidan kapasitesi ile
toplam antosiyanin ve fenolik miktar1 arasinda dogrusal bir iliski vardir (Stintzing vd.

2002).

Canlilarda oksidasyon gibi dogal kimyasal siire¢ler sonucunda olusan reaktif maddelere
serbest radikaller ya da serbest oksijen tiirii (ROS) adi verilmektedir. Bu maddeler
bulunduklar1 ortamdaki yaglar, proteinler ve niikleik asitler gibi farkli molekiiller
tizerinde oksidatif etkiye sahip olduklar1 icin DNA gibi makromolekiillere zarar
verebilirler. Bu nedenle, insan viicudunda kanser, katarakt ve eklem romatizmasi gibi
kronik hastaliklara neden olurlar. Sonu¢ olarak, antioksidanlar serbest radikalleri
notralize ederek canliy1 hastaliklara karsi korumaktadir (Baser 2002, Garcia-Alonso vd.

2004).

Visne fenoliklerinden ozellikle antosiyaninlerin antioksidan kapasiteleri nedeniyle,
insan sinir hiicrelerinin oksidatif stres sonucunda hasar gormesini engelledigi
aktarilmistir (Kim vd. 2005). Buna paralel olarak, antioksidan aktivite nedeni ile meyve
ve sebze tiikketiminin, bireylerde mide kanserine yakalanma riskini azalttig1 belirtilmistir

(Serafini vd. 2002).

14



Damar sertliginin, LDL (low-density lipoprotein) iizerindeki oksidatif tahribattan
kaynaklandigt ve bunun sonucunda da kalp damar hastaliklarinin olustugu
bilinmektedir. Meyve sularinin icerdigi fenolik maddelerin biiyiik bir miktarmin sahip
oldugu antioksidan aktivite, kalp damar hastaliklarindan tiiketicileri koruyacak

niteliktedir (Meyer 1999).

Seeram vd. (2001) tarafindan Balaton c¢esidi visneden elde edilen siyanidin-3-
glukozilrutinozit, siyanidin-3-rutinozit ve siyanidin-3-glukozitin yapay kiiltiir
ortaminda parcalanma iirlinlerini tanimlamis ve bunlarin antioksidan potansiyellerini
ticari antioksidanlarla karsilagtirilmistir. Ayrica bu {iriinlerin ateslenmeyi tetikleyen
siklooksigenaz ( COX-I, COX-II ) enzimleri iizerine olan inhibitér etkisi arastirilmis ve
calisma sonunda visne ve lriinlerinin daha ¢ok tiiketilmesini gerekli kilacak olumlu

sonuglar elde edilmistir.

Visne antosiyaninlerinin ve siyanidinlerinin tiimér olusumunu ve kolon kanseri
hiicrelerinin gelismesini engelleme potansiyelinin belirlenmesi i¢cin Kang vd. (2003),

min

Apc farelerin gilinlilk diyetine visneden izole edilen 3-siyanidin-2-O-B-D-
glukopiranozil-6-O-a-L- ramnopiranozil-B-D-glukopiranozit ve 3-siyanidin-6-O-a-L-
ramnopiranozil-B-D-glukopiranozit antosiyaninleri ve siyanidin aglikonu eklemistir.
Arastirma sonunda, antosiyaninler ve antosiyanidinlerin insan kolon kanseri
hiicrelerinin biiyimesini engelledigi goriilmiis ve buna dayanilarak giinlik diyetle

tiikketilen visnenin kolon kanseri riskini azaltabilecegi bildirilmistir.

Sagliklt bir diyetle desteklenen visne ve visne suyu tiiketiminin, yumusak doku
romatizmasi olarak da bilinen fibromiyaloji hastaligina bagl agrilar1 hafiflettigi, ayrica
kandaki iirik asit seviyesini diisiirerek gut hastaliginin da neden oldugu eklem agrilarinm
da azalttig belirtilmistir (Wang vd. 1996, Wang vd. 1999). Bunlara ek olarak; visne
antosiyaninlerinin ve antosiyaninlerin aglukonlarinin aspirinden daha iyi bir iltihap

giderici olduguna deginilmistir (Wang vd. 1999).

Jayaprakasam vd. (2005) tarafindan; visnede bulunan siyanidin-3-glukozitin de icinde

yer aldigr Comus bitkisinden izole edilen 4 farkli antosiyanin ve 5 antosiyanidinin in
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vitro kosullarda pankreasin B hiicrelerinden insiilin salgilanmasi {izerine etkisini
arastirmig ve antosiyanin ve antosiyanidinlerin B halkasindaki hidroksil sayisina bagl
olarak, pankreasin f hiicrelerinden insiilin salgilanmasini 6nemli miktarda arttirdigi
saptamistir. Bundan yola ¢ikilarak, polifenollerce ve antosiyaninlerce zengin olan
meyve ve sebze gibi gidalarin tip 2 diyabete yakalanmamak icin sikca tiiketilmesi
gerektigi, ayrica izole edilmis saf antosiyaninlerin ve antosiyanidinlerin diyabette tedavi
amaciyla kullanilabilecegi tizerinde durulmustur. Fakat bu mekanizmanin tam olarak
anlagilmast icin canli dokular iizerinde aragtirmalarin yogunlastirilmasi gerektigi

vurgulanmustir.

Bagka bir arastirmada (Ataie-Jafari vd. 2008), visne suyu antosiyaninlerinin tip 2
diyabetlilerin beslenmesine yonelik etkileri incelenmistir. Arastirma 19 diyabetik kadin
hasta ile yiiriitiilmiis ve hastalara 6 hafta boyunca giinde 40 g visne suyu konsantresi
verilmis ve sonu¢ olarak hastalarin kan basinglarinin, viicut agirhiklarimin ve
hemoglobin Alc’ nin (HbAlcv) onemli miktarda azaldigi saptanmistir. Bu olumlu

sonuglar nedeniyle, visne suyunun diyabetik diyet i¢in uygun oldugu belirtilmistir.

Visnede antosiyanin bilesiklerin yaninda ytliksek miktarlarda bulunan melatonin, yiiksek
antioksidan kapasitesi ve saglik lizerindeki olumlu etkileri nedeniyle dikkat ¢ceken diger
bir fenolik maddedir. Melatoninin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), uguk sar1 kristal
formda, erime nokras1 116-118 °C olan organik bir bilesiktir. Insanlarda beyin epifizi
(pineal gland) tarafindan salgilanan iki hormondan bir tanesidir (Yu ve Reiter 1992).
Karanlikta salgilanarak, derin uyku saglar ve viicudun biyolojik saatini diizenler. Bunun
yaninda, hem hidrofilik ve hem de lipofilik karaktere sahip oldugundan biyolojik
membranlardan kolayca gecerek, hiicre icinde giiclii antioksidan aktivite gosterir.
Boylece oksidatif zarar1 azaltarak; lipid, protein ve DNA gibi makromolekiilleri serbest
radikallere kars1 korumaktadir (Burkhardt vd. 2001). Melatoninin ayrica kansere neden
olan bilesiklerden koruma yoniinde de bir ¢ok olumlu etkisi (Sekil 2.6) bulunmaktadir

(Reiter vd. 2005).
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Sekil 2.6 Melatoninin viicudu kanserden korumaya yonelik etkileri (Reiter vd. 2005)

Melatonin  insanlarda hormon olarak salgilanmasinin  yaninda, bakterilerde,
protozoalarda ve bitkilerde de bulunmaktadir. Bitkilerde bulunan melatoninin
insanlardakine paralel olarak, bitkiyi serbest radikallere ve ¢evre kosullarinin yarattigi
strese karst korumak ic¢in olusturuldugu belirtilmistir. Gidalarla alinan melatonin
kandaki indol miktarin1 degistirerek, insani oksidatif hasardan korumaktadir. Yapilan
bir arastirma (Burkhardt vd. 2001), visnede fazla miktarda melatonin bulundugunu
gostermistir. Bu nedenle visne ve visne suyu ile birlikte aliman melatoninin,
antosiyaninlerin yarattigi antioksidan etki ile de birleserek, insanlar1 yaslanma
etkilerinden ve kanserden koruyabilecegi, ayrica uyku verici olarak kullanilabilecegi

vurgulanmustir.

Goriildiigii gibi antosiyaninler vigne ve visne suyunun en tipik bilesenidir. Gerek kalite
ve gerekse saglik acisindan vigne suyunun 6nemini artirmaktadir. Ciinkii visne suyunun
rengi ve antioksidan etkisi bu bilesik grubundan kaynaklanmaktadir. Diger tilkelerdeki
baslica vigne g¢esitlerinin antosiyanin miktar1 ve profili konusunda ¢ok sayida aragtirma
vardir. Ancak vigne iireten iilkelerin bagina gelen Tiirkiye’de yetisen visne cesitlerinin
antosiyanin profili ve antioksidan kapasitesi hakkinda yeterli bilgi yoktur. Ayrica,
visnenin meyve suyuna islenmesi sirasinda antosiyaninlerde ortaya c¢ikmasi olasi

degismeler de yeteri kadar bilinmemektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Arastirma materyali farkli yorelerden saglanan 11 adet farkli ¢esit visne meyvesi ve

bunlardan elde edilen visne suyu 6rneklerinden olusmaktadir.

3.1.1 Visne meyvesi

Meyve Ornekleri 2008 yili Haziran-Temmuz doneminde saglanmustir. Orneklerden
yalnizca Yalova (Tarim Bakanligi Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii) ve Haymana’
dan (Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi)

saglananlarin ¢esidi bilinmektedir.

Visne orneklerinin kodu, cesidi, saglandigi yore meyve suyuna islenme tarihi Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Visne meyvesi orneklerine iligkin bilgiler

Ornek | Visne Saglandig Islenme
Kodu Cesidi Yore Tarihi
AO01 1350 YALOVA 18.06.2008
A02 1353 YALOVA 18.06.2008
A03 1408 YALOVA 18.06.2008
A04 - AMASYA 19.06.2008
A05 - TOKAT 26.06.2008
A06 MACAR HAYMANA 09.07.2008
A07 KUTAHYA HAYMANA 09.07.2008
A08 - CUBUK 14.07.2008
A09 - EBER 30.07.2008
A10 - DERECINE 30.07.2008
All - SULTANDAG 30.07.2008
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3.1.2 Visne suyu

Meyve suyuna islenecek visneler 6nce iyice yikanmis ve saplarindan ayrildiktan sonra
elle ezilmistir. Boylece elde edilen mayse, endiistriyel islemeye uygun olarak 85 °C’ ye
1sitilmis ve enzimasyon igin tasirma su ile 45°C’ ye sogutulmustur. Bu amagla mayseye,
renkli meyveye uygun ticari enzim preparatindan (PECTINEX BE COLOUR,
NOVOZYMES), prospektiisiinde onerilen miktarda (100 g/ton) dozlanarak iyice
karistirilmis ve bir saat siireyle bekletilmistir. Siire sonunda mayse, temiz bir bez igine
konularak sikilmistir. Her bir meyveden bu yolla elde edilen visne suyu ornekleri
siselenerek 90 °C’de 10 dakika pastorize edilmis ve tagirma su ile sogutulmustur (Sekil

3.1). Ornekler analiz edilene kadar +4 °C de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1 Tokat’ tan visne ve elde dilen meyve suyu drnegi

Ayrica; antioksidan kapasitesi, antosiyanin miktar1 ve profili {izerine olas1 etkisini
belirlemek i¢in 6rneklerden 3’iine endiistriyel proses akigsina (Eksi 1988, Eksi ve

Karadeniz 1997) uygun olarak durultma, filtrasyon ve evaporasyon islemi uygulanmistir

(Sekil 3.2)

PRESLEME

— | ORNEK |

DURULTMA

— | ORNEK 2

FILTRASYON

— | ORNEK 3

EVAPORASYON

— »| ORNEK 4

Sekil 3.2 Visne suyuna uygulanan islemler ve 6rnek alma noktalar
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Durultma: Sicak durulma yontemine (Eksi 1988) uygun olarak 50°C’de uygulanmistir.
Bu amagla meyve suyuna sirast ile %5’ lik jelatin ¢ozeltisinden (Tirker Kimya-280
Bloom) 40 gram/ton ve %S5’ lik bentonit ¢ozeltisinden (Karakaya) 4 gram/ton katilmis
ve iyice karistirildiktan sonra 30 dakika beklenmis ve analiz rnegi (ORNEK 2) iistteki

berrak tabakadan alinmistir.

Filtrasyon: Orneklere amaca uygun olarak kaplamali filtrasyon ‘‘kizelgur (harborlite
aegean a.s.) + perlit (gaziper)’’ uygulanmistir. Kaplama materyali olarak 1+4 oraninda
karistirilmis kizelgur + perlit kullanilmigtir. Elde edilen karisim, buhner hunisinin
izerine yerlestirilen kaba filtre kagid1 iizerine 0.5 santim kadar kaplanmis ve durultulan
meyve suyu bu diizenek iizerinden vakum yardimu ile filtre edilmistir. Analiz 6rnegi

(ORNEK 3) filtre ¢ikisinda almmustir.

Evaporasyon: Filtre edilen 6rnege uygulanmis ve laboratuvar tipi bir doner
evaporatdrde (Buchi R 210) gerceklestirilmistir. Deneme kosullarinda evaporasyon
sicaklign 45°C’dir. Analiz Ornegi; konsantrenin briks derecesi 60-65’ e ulasinca

alimmustir.

3.2 Yontem

Vignelerde; meyve eti, sap ve ¢ekirdek agirligr gibi pomolojik 6zellikler ve meyve suyu
verimi saptanmis; visne sularinda ise ¢oziiniir kati madde (briks), pH, titrasyon asitligi,
renk Olclimii, antioksidan kapasite, toplam fenolik madde, monomerik antosiyanin
miktar1 ile degradasyon indeksi analizi yapilmis ve ayrica antosiyanin profili

belirlenmistir.

3.2.1 Pomolojik ozelliklerin belirlenmesi

Bu amagla meyveden 100 gram tartilmistir. Once saplar ayrilarak sap ve meyve agirhig
tartimla belirlenmistir. Daha sonra ¢ekirdekler ¢ikarilarak tartilmis ve meyve agirlig ile

cekirdek agirlig arasindaki farktan meyve eti agirligi bulunmustur. Baslangicta tartilan

meyve miktarina gore sap, ¢cekirdek ve meyve eti orani (%w/w) hesaplanmistir.

20



3.2.2 Meyve suyu veriminin belirlenmesi

Her bir meyve icin; elde edilen meyve suyunun (mL) deneme icin tartilan meyve

miktarina (gram) orani (% v/w) olarak hesaplanmistir.

3.2.3 Coziiniir kati madde (briks) tayini

Uluslararast Meyve Suyu Ureticileri Federasyonu (IFU) tarafindan &nerilen
refraktometrik  yontem uygulanmistir (Anonymous 1991). Bu amacla, Abbe
refraktometresi (NOW, Nippon Optical Work Co., Ltd., Tokyo) kullanilmis ve 6l¢timler
20°C’ de yapilmustir.

3.2.4. pH degeri tayini

Ornekler s1vi ve homojen oldugu icin dlgiimler dogrudan pH metre (Consort P407,

Schott Gerate, Belgium) aygit1 ile gerceklestirilmistir.

3.2.5 Titrasyon asitligi tayini

Titrasyon asitligi, pH metre ile izlenen titrasyonla saptanmistir. Bu amagla drnekler pH
8.1’e 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmis ve harcanan baz ¢6zeltisi miktarindan

titrasyon asitligi (g/L malik asit olarak) hesaplanmistir (Anonymous 1996).

3.2.6 Renk ol¢iimii

CIE renk o6lgiim sistemine gore, ve MINOLTA CR-300 (Osaka, Japan) reflektans
kolorimetresi kullanilarak vigne suyunun L, a ve b degerleri dogrudan dl¢iilmiistiir. Her
Ol¢imden oOnce aygit, beyaz plakaya kars1 standardize edilmistir. L degeri
parlaklik/aydinlik; a degeri + ise kirmuzi, - ise yesil; b ise + ise sari, - ise mavi

koordinatlarin1 gostermektedir (Anonymous 1996).
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3.2.7 Toplam monomerik antosiyanin tayini

Toplam monomerik antosiyanin tayini icin Fuleki ve Francis (1968) tarafindan

tanimlanan pH diferansiyel yontemi uygulanmistir.

Yontemin ilkesi

Antosiyaninler bircok meyve, sebze ve ¢iceklerin kendine 6zgii pembe, kirmizi, viole,
mavi ve mor tonlarindaki g¢esitli renklerini veren suda ¢oziinebilir nitelikteki dogal renk
maddeleridir. Antosiyanin pigmentlerinin pH’ ya bagl olarak adeta bir indikator gibi
renk degistirmesi bu bilesiklerin baslica 6zelliklerinden biridir. Bu durum pigmentlerin
degisik pH’ larda degisik formlarda bulunmasindan kaynaklanmaktadir. pH 1.0°da
antosiyaninler, oksonium yada flavilium formu adi verilen renkli karaktere sahip
olurken, pH 4.5’da agirlikli olarak renksiz karbinol formda ve pH 7-8 araliginda mavi
yesil renkli kuinoidal susuz formda bulunmaktadir. Antosiyaninlerin bu formlarinin

kimyasal yapis1 Sekil 3.3°de gosterilmistir.

OH

OKSONIUM / FLAVILIUM FOR KARBINOL FORM KUINOIDAL FORM
pH 1.0 pH 4.5 pH 7-8
TURUNCU-KIRMIZI RENKSizZ MAVI-YESIL

Sekil 3.3 Antosiyaninlerin farkli pH’ lardaki kimyasal yapilari

pH 1.0 ve pH 4.5’a ayarlanmis Orneklerin spektrofotometrede oOlgiilen absorbans
degerleri arasindaki fark, Ornegin antosiyanin miktariyla dogru orantili olarak
degismektedir. Bu nedenle yontemin temel ilkesi, pH 1.0 ve pH 4.5’taki renk

farkliliginin spektrofotometrik yolla 6l¢timiidiir.
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Gerekli ¢ozeltiler

Bu analizde; pH 1.0 ile pH 4.5 arasindaki renk farkliligin1 gozleyebilmek amaciyla, bu

pH degerlerinde iki farkli tampon ¢dzelti hazirlanmaktadir.

pH 1.0 tampon: 250 ml 0.2 N KCl (14.9 g/L), 650 ml 0.2 N HCI (17 ml/L) ¢ozeltisi bir

behere alinir ve karigtirilir. Cozeltinin pH degeri 1.0 olmalidir. Eger degil ise HCl

cozeltisi ile ayarlanir.

pH 4.5 tampon: 1.64 g sodyum asetat (CH3CO,Na.3H,0) 100 mL saf suda ¢oziiliir ve
tizerine 1 N HCl (83 ml yogun HCI/L) eklenerek pH’ s1 4.5+0.1 olacak sekilde

ayarlanir.

Ornek hazirlama

Maksimum dalga boyunda 0.4-0.8 araliginda absorbans vermesi i¢in visne suyu
orneklerinden 5 mL alinarak 50 mL’ lik 6l¢iilii balona aktarilmig ve balon ¢izgisine saf

su ile tamamlanmis ve seyreltme orani not edilmistir.

Hazirlanan bu seyreltiden 2 ayr1 beher 10’ar mL alinarak; pH metrede seyreltik asit (0.1
N HCI ¢ozeltisi) veya alkali (0.1 N NaOH) ¢ozeltisi ile birinin pH’ s1 1.0’a, digerininki
ise 4.5’a ayarlanmistir. Bu 6rnekler 50 mL’ lik 6lgiilii balona kayip olmayacak sekilde
6zenle aktarilmis ve ayn1 pH’ daki tampon ¢ozeltiler (pH 1.0 tampon ve pH 4.5 tampon)

ile ¢izgilerine tamamlanmustir.

Hazirlanan bu 6rneklerin konuldugu 6lg¢iilii balonun agizlar1 kapatilmis ve 151k almamasi

icin hemen aliiminyum folyo ile sarilarak ve buzdolabinda en az 2 saat bekletilmistir.

Calisma kosullar

Dalga boyu : 516 nm (maksimum absorbans noktas1), 700 nm

Cam kiivet : Isik yolu 1 cm olan cam kiivet ya da tek kullanimlik kiivet
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Sicaklik :20-25 °C
Son hacim :~3.0mL

Okuma : Okuma saf suya kars1 sifirlanmis spektrofotometrede yapilmistir

Absorbans ol¢iimii

Absorbans  dlgiimlerinde UNICAM  UV2/UV VIS  spektrofotometre  cihazi
kullanilmistir. Bu amagla oncelikle hazirlanan visne suyu Orneklerinin hangi dalga
boyunda maksimum absorbans verdigini bulmak amaciyla, spektrofotometrede 400 nm
ile 600 nm arasindaki dalga boylar1 taratilmis ve maksimum absorbans noktasinin
alindig1 516 nm ¢alisilacak dalga boyu olarak belirlenmistir. pH 1.0 ve pH 4.5 i¢in
hazirlanmis olan her iki 6rnek i¢inde 516 nm (maksimum dalga boyu) ve bulaniklik
unsurlarinin tespit edilmesi i¢in de 700 nm dalga boyunda absorbans o&lgiimii

yapilmistir.

Hesaplama

Orneklerin 516 ve 700 nm’ de okunan absorbanslarinin farklari (Asie — A700)
hesaplanmis, daha sonra pH 1.0 i¢in bulunan absorbans farki, pH 4.5 icin hesaplanan

absorbans farkindan ¢ikarilarak gercek absorbans bulunmustur.

Absorbans = (Asi6 — A700)pH 1.0 — (Asi6 - A700)pH 4.5

Orneklerdeki toplam antosiyanin konsantrasyonu asagidaki bagint1 ile hesaplanmistir:

(A) (10°) (MW) (DF)

Toplam antosiyanin, mg/L =

(E) (L)

Bu bagintida; A: absorbans, MW: pigmentlerin molekiil agirligi, DF: seyreltme faktori,

E: molar absorbans, L: kiivetin optik yolu (1cm) karsiligidir.

Ornekte bulunan antosiyanin miktar1 o érnekteki basat antosiyanin cinsinden belirlenir.

Ornekte basat olan antosiyanin tiirii bilinmiyorsa sonug siyanidin-3-glikozit iizerinden
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verilebilir. Visne meyvesinin basat antosiyaninleri yapilan arastirmalar sonucunda
siyanidin-3-glukozilrutinozit ve siyanidin-3-rutinozit olarak belirlenmistir. Toplam
antosiyanin miktarmin farkli 6rneklerde karsilastirilmasini kolaylastirmak amaci ile
yontemde; molekiil agirligt (MW) 449.2, molar absorbansi (E) 26 900 ve maksimum

dalga boyu (A vis-max) 528 olan siyanidin-3-glukozit iizerinden hesaplama yapilmistir.

3.2.8 Antosiyaninlerin degradasyon indeksi tayini

Antosiyaninlerin pargalanma 6Slgiitlerinin tayini i¢in Fuleki ve Francis (1968) tarafindan
tanimlanan ve Giusti ve Wrolstad (2000) tarafindan gelistirilen, monomerik
antosiyaninlerin pH ile renk degistirmesi ve sodyum bisiilfit ile tepkimesi temeline

dayanan yontem uygulanmustir.

Yontemin ilkesi

Antosiyaninler, islem sicakligt ve depolama siiresi gibi faktorlerin etkisi ile
parcalanmakta ve buna bagli olarak {iriiniin rengi de degismektedir. Visne suyu gibi
gidalarda bu renk degisimi goz ile ya algilanamamakta veya daha yogun gibi yanlis
algilanabilmektedir. Bunun nedeni; antosiyaninlerin pargalanma {iiriinlerinin
polimerizasyonu ile koyu renkli bilesikler olusmasidir. Objektif degerlendirme igin;
“‘renk yogunlugu’’ ve ‘‘polimerik renk’’ degerleri belirlenmekte ve bunlardan iigiincii

bir ol¢iit olarak ‘polimerik renk yiizdesi’’ hesaplanmaktadir.

Dogal haldeki monomerik antosiyaninler sodyum bisiilfit ¢ozeltisi ile reaksiyona
girdiklerinde renksiz siilfonik asit formu olusturmaktadir. Buna karsin ‘‘polimerik
antosiyanin-tanen’’ kompleksleri ve esmerlesme reaksiyonunda olusan ‘‘melanoidin’’
pigmentleri bisiilfitlerin agartma etkisine karsi diren¢ gostererek renklerini
korumaktadir. Ortama sodyum bisiilfit ¢ozeltisi eklenmesinden sonra monomerik
antosiyaninlerin renkleri hizli bir sekilde acilirken, esmer renkli pigmentlerin ortamdaki
konsantrasyonu ve buna baglh olarak 400-440 nm araliginda verdikleri absorbans
degerleri artmaktadir. Bu nedenle bisiilfit uygulamaksizin Ayismax dalga boyunda ve

bistilfit uygulandiktan sonra 420 nm dalga boyunda yapilacak iki absorbans 6l¢iimii ile
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“renk yogunlugu’’, “‘polimerik renk’> ve ‘‘polimerik renk yiizdesi’’ gibi

antosiyaninlerin parg¢alanmasi ile ilgili nemli {i¢ nitelik belirlenebilmektedir.

Gerekli ¢ozeltiler

Bisiilfit ¢ozeltisi: 1g potasyum metabisiilfit (K;S,0s) 5 mL damitik su iginde

¢oziindiriiliir. Bu ¢ozelti giinliik hazirlanmalidir. Yoksa eskiyen ¢ozeltide sar1 bir renk

geliserek analizi olumsuz yonde etkileyebilmektedir.

Ornek hazirlama

Visne sularinin maksimum dalga boyunda 0.4-0.8 araliinda absorbans vermesi
amaciyla, orneklerden 2.5 mL alinarak 50 mL’ lik 6lgiilii balona aktarilmis ve balon
cizgisine saf su ile tamamlanarak seyreltilmistir. Seyreltme orani not edilmis ve bu

¢Ozelti analizde kullanilmustir.

Calisma kosullar

Dalga boyu :420 nm, 516 nm (A vis.max), 700 nm

Cam kiivet : Isik yolu 1 cm olan cam kiivet ya da tek kullanimlik kiivet
Sicaklik :20-25°C

Son hacim :3.0mL

Okuma : Okuma saf suya kars1 sifirlanmis spektrofotometrede yapilmistir

Absorbans ol¢iimii
Absorbans  dlgiimlerinde UNICAM  UV2/UV VIS  spektrofotometre  cihazi
kullanilmistir. Bu amagla biri tanik, digeri ornek i¢in ayrilan iki kiivete asagidaki

¢ozeltiler sirasi ile eklenmis ve absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

1. KUVET: 2.8 mL seyreltilmis visne suyu drnegi
0.2 mL bisiilfit ¢ozeltisi
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2. KUVET: 2.8 mL seyreltilmis visne suyu érnegi
0.2 mL damitik su

Bisiilfit ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra 15 dakika ile 1 saat arasindaki zaman
diliminde, her iki kiivetteki ¢ozeltinin absorbansi; 420 nm, 516 nm (A yis-max), 700 nm
dalga boylarinda damitik suya kars1 6l¢iilmiistiir.

Hesaplama

Renk Yogunlugu: Bu deger; ‘‘bistilfit uygulanmamis kiivette bulunan 6rnegin, A vis-max

(516 nm) ve 420 nm dalga boylarindaki absorbanslarinin toplami’’ olarak tanimlanir ve

asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanmustir.

Renk Yogunlugu = [(Asis— A700) + (Agz0- A700)] (S

Polimerik Renk: Bu deger; ‘‘bisiilfit uygulanmis kiivetteki 6rnegin, A yis-max (516 nm) ve
420 nm dalga boylarindaki absorbans toplami’’ olarak tanimlanir ve asagidaki esitlikle
hesaplanmustir.

Polimerik Renk = [(Asis — A700) + (Ag20- A700)] (S)

Polimerik Renk Yiizdesi: Bu deger ise; ‘‘polimerik rengin, renk yogunluguna orani’

olarak tanimlanir. Polimerik renk ytizdesi; liriiniin renginin % kag¢inin polimerize olmus

bilesiklerden kaynaklandiginin bir gostergesidir ve asagidaki esitlikle hesaplanmaktadir.

Polimerik Renk
Polimerik Renk Orani = x 100
Renk Yogunlugu

Polimerik renk ve polimerik renk oraninin yiikselmesi, polimerik bilesiklerden
kaynaklanan renk yogunlugunun fazla oldugunu yani, kosullara bagli olarak
antosiyaninlerin pargalandigini ve esmer renkli pigmentlerin miktarlarinin arttigini

gostermektedir. Hicbir islem gormemis taze meyve ve sebze sularinda polimerik renk
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ylizdesi genellikle %10’un altinda iken, islem uygulanmis, uzun siire depolanmis,
depolama kosullar iyi saglanmamis olanlarda bu oran artarak %30 veya daha yiiksek
degerlere ulasabilmektedir. Bu degerler iiriiniin maruz kaldig1 kosullara bagl olarak ¢cok

fazla degiskenlik gostermektedir.

3.2.9 Toplam antioksidan kapasite tayini

Toplam antioksidan kapasite tayini i¢cin Miller vd. (1995) tarafindan tanimlanan TEAC-

dekolorizasyon (renksizlesme) yontemi uygulanmustir.

Yontemin ilkesi

Yontem, yapay bir bilesik ve suda ¢oziiniir E vitamin tiirevi olan TROLOX’ un (6-
Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2 karboik asit) antioksidatif kapasitesi ile analiz
orneginin antioksidatif kapasitesinin karsilagtirilmasina dayanmaktadir. ABTS’ den
(2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) hazirlanan c¢ozeltiye potasyum
persiilfat (K,S,05) eklenmesi uzun omiirliit ABTS*" radikal katyonunu olusturur. Bu
katyon maksimum absorbansini 734 nm dalga boyunda gostermektedir. Antioksidan
etkisi ile bu katyon parcalanir ve koyu mavi renkli ¢ozelti rengi acilir. Ornek
cozeltisindeki renk acilmasi antioksidatif kapasitesinin bir Olciitiidiir ve TROLOKS
ESDEGERI (TEAC) olarak ifade edilir.

Gerekli ¢ozeltiler

Fosfat tampon ¢ozeltisi (50 mmol/L): 7.14 g (41 mmol) dipotasyumhidrojenfosfat ve

1.23 g (9 mmol) potasyumdihidrojenfosfat su ile ¢oziiliir ve 1 litreye tamamlanir.

Cozeltinin pH degeri 7.2-7.4 arasinda olmalidir.

ABTS stok ¢ozeltisi (7000 umol/L): 77 mg ABTS 20 mL’ lik 6l¢iilii balon i¢inde fosfat

tampon ¢ozeltisi ile ¢oziiliir. Kiigiik bir behere 13 mg potasyum persiilfat tartilir, bir
miktar fosfat tampon c¢ozeltisi ile ultra titresimli su banyosunda ¢oziilir ve ABTS

¢ozeltisi iizerine eklenir. Olg¢iilii balon fosfat tampon ¢dzeltisi ile ¢izgisine tamamlanir
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ve balon aliiminyum folyo ile sarilir. Koyu renkli bir kompleks olan ABTS*" radikal
katyonu olusturmak i¢in bu c¢ozelti oda sicakliginda bir gece beklemeye birakilir.

Olusan ABTS stok ¢ozeltisi 1s1kta korunursa dayama siiresi en ¢ok 5 giindiir.

ABTS analiz ¢ozeltisi ( ~140 ymol/L): ABTS stok ¢ozeltisi, absorbans degeri 0.7-0.8

arasinda olacak sekilde seyreltilir (seyreltme orani 1:50-1:70 arasinda). Bu ¢ozelti her
giin yeniden hazirlanmali ve aliiminyum folyo ile sarilarak 1siktan korunmalidir. Eger
berrak degil ise kath bir filtre kagidindan gecirilmelidir. Cozelti hazirlandiktan hemen

sonra kullanilmalidir.

TROLOKS stok ¢ozeltisi (2,5 mmol/L): 32 mg TROLOX kiigiik bir behere tartilir,
¢Oziinmesi i¢in iizerine birka¢ mililitre etilalkol eklenir. Beher icerigi 50 mL’ lik 6l¢iilii

balona eksiksiz aktarilir ve fosfat tampon ¢dzeltisi ile balon ¢izgisine tamamlanir.

Ornek hazirlama

Vigne suyundan 5 mL alinarak bir behere aktarilmistir, iizerine yaklasik 80 mL fosfat
tampon ilave edildikten sonra O6rnegin pH degeri 0.1 N NaOH ile 7.2-7.4 araligina
ayarlanmistir ve pH ayarlamasi yapilan bu 6rnek eksik olmayacak sekilde 100 mL’ lik
Olciilii balona aktarilmis, balon ¢izgisine fosfat tampon ile tamamlanmstir.
Seyreltmeden kaynaklanabilecek hatalar1 azaltmak amaciyla drnege ikinci bir seyreltme
daha uygulanmistir. 100 mL’ lik 6l¢iilii balonda bulunan seyreltiden 2.5 mL 6rnek
almarak 25 mL’ lik 6l¢iilii balona aktarilmis ve balon ¢izgisine fosfat tampon ile

tamamlanmistir. Bu sekilde analizde kullanilacak 6rneklere toplamda 200 kat seyreltme

uygulanmigstir.

Calisma kosullar

Dalga boyu : 734 nm

Cam kiivet : Isik yolu 1 cm olan cam kiivet ya da tek kullanimlik kiivet
Sicaklik :20-25°C

Son hacim : 2000 pL
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Okuma : Okuma 151k yoluna kiivet koymadan havaya kars1 sifirlanmis
spektrofotometrede yapilmistir.

Ornek ¢ozeltisi : Kiivete konulan 6rnek ¢ozeltisi 100 pL’ dir

Absorbans ol¢iimii

Absorbans  dlgiimlerinde UNICAM  UV2/UV VIS  spektrofotometre  cihazi
kullanilmigtir. Bu amagla biri tanik, digeri 6rnek icin ayrilan iki kiivete asagidaki

¢ozeltiler sirasi ile eklenmis ve absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

TANIK: 1900 pL ABTS analiz ¢ozeltisi
100 pL fosfat tampon ¢ozeltisi

ORNEK: 1900 uL ABTS analiz ¢dzeltisi
100 uL o6rnek ¢ozeltisi

Tepkime, ornek ¢oOzeltisinin katilmasi ile baglamaktadir. Kiivetteki ¢ozeltiler iyice
kanstirihir ve 6. dakikada Ornegin absorbansi tamga kars1 dlgiiliir. Ornek, absorbans

degeri 0.2° nin altinda olmayacak sekilde seyreltilmelidir.

Hesaplama

Antioksidatif kapasitenin hesaplanmasi i¢in drnek ve tanik arasindaki absorbans farki
bulunur. Bu fark ile kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem ve seyreltme faktorii

dikkate alinarak “Troloks Esdegeri” hesaplanir.

Kalibrasyon Egrisini ¢izebilmek amaciyla; 50 mL’ lik Sl¢iilii balonlara sira ile 1; 2; 4; 6;
8 mL TROLOX stok ¢ozeltisi pipetlenir ve fosfat tampon ¢ozeltisi ile balonlar ¢izgisine
tamamlanir (0.050-0.400 mmol/L). Hem tanik ¢6zelti hem de her bir standart ¢ozeltiden
paralel 6l¢tim yapilir. Degerler EXCEL tablosuna tasinir ve regresyon egrisi ordinatlarin

kesisim noktasindan gececek sekilde ¢izilir (y=ax).
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Sekil 3.4 Standart troloks egrisi

3.2.10 Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayini i¢in, Rentschler ve Tanner (1976) tarafindan tanimlanan

Folin-Ciocalteu ayraci ile toplam fenollerin tayin yontemi kullanilmastir.

Yontemin ilkesi

Fenolik bilesikler bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracimi indirgeyip kendilerinin
oksitlenmis forma doniistiiriir. Folin-Ciocalteu ayraci bu redoks reaksiyonunda
oksitleyici bir bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon sonucunda indirgenmis ayracin
olusturdugu mavi rengin fotometrik olarak ol¢iilmesiyle, analizi yapilan Ornekteki
fenolik bilesiklerin toplam miktarlarinin hesaplanmasi miimkiin olmaktadir.

Gerekli ¢ozeltiler

Folin-Ciocalteu ayiraci: Hazir olarak satin alinmistir (SIAL F9252-1L, 500mL).

Doymus sodyum karbonat (Na,CO;) ¢ozeltisi: 35 g NayCOs lizerine, 100 mL su

ekledikten sonra 70-80°C’ ye 1sitilarak ve karistirilarak ¢oziindiiriiliir. Sogumasi igin bir

gece kendi haline birakilir. Bu sekilde asir1 doymus ¢ozeltiye, birkag Na,CO3;.10H,O
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kristali eklenerek, kristalizasyon baslatilir. Kristalizasyon sona erince, ¢ozelti cam

yliniinden siiziilerek doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi elde edilir.

Katesin standart: Hazir olarak satin alimmistir (FLUKA 22100, 41 g).

Ornek hazirlama

Vigne suyundan 10 mL alinarak 50 mL’ lik 6l¢iilii balona aktarilmis, balon ¢izgisine saf
su ile tamamlanarak seyreltilmistir. Seyreltme oran1 hesaplamada kullanilmak {izere not
edilmistir. 100 mL' lik 6l¢ii balonuna 1 mL seyreltilmis 6rnek, 75 mL saf su ve 5 mL
Folin-Ciocalteu ayraci konulmus, homojen hale gelmesi amaciyla 1 dakika vortekste
karistirilmus, 3 dakika bekletilmistir. Uzerine 10 mL doymus sodyum karbonat ¢dzeltisi
eklenmis, balon ¢izgisine saf su ile tamamlanmis ve yine vortekste iyice karistirilmistir.
Reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 1 h bekletilmistir. Siire sonunda, spektrofotometrede
(Unicam UV-VIS (UV-2)) 720 nm dalga boyunda havaya kars1 orneklerin verdikleri

absorbanslar okunmustur.

Calisma kosullar

Dalga boyu : 720 nm

Cam kiivet : Isik yolu 1 cm olan cam kiivet ya da tek kullanimlik kiivet
Sicaklik :20-25°C

Son hacim :~3.0mL

Okuma : Okuma 151k yoluna kiivet koymadan havaya kars1 sifirlanmis

spektrofotometrede yapilmistir.
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Absorbans ol¢iimii

Absorbans  dlgiimlerinde UNICAM  UV2/UV VIS  spektrofotometre  cihazi
kullanilmigtir. Bu amagla analiz i¢in hazirlanan visne suyu 6rneklerinin ve ayni sekilde

hazirlanmis tanik ¢ozeltinin absorbanslari 720 nm de havaya kars1 belirlenmistir.

Hesaplama

Toplam fenolik madde miktarinin hesaplanmasi i¢in Ornek ve tanik arasindaki
absorbans farki bulunur. Bu fark ile kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem ve
seyreltme faktorii dikkate alinarak 6rneklerdeki fenolik bilesiklerin toplami hesaplanmis

ve sonug, mg katesin/kg olarak ifade edilmistir.

Kalibrasyon Egrisini ¢izebilmek amaciyla; 25 mg katesin 50 mL absolii alkolde
coziindiiriilerek 500 mg/L konsantrasyonda katesin stok c¢ozeltisi hazirlanir. Stok
¢ozeltiden 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ve 8.0 mL alinarak her biri 10 mL’ lik 6l¢li balonlarina
aktarilir ve balonlar absolii alkolle ¢izgisine kadar tamamlanir. Boylece, sira ile 50, 100,
200, 300 ve 400 mg katesin/L konsantrasyonunda 5 ¢6zelti hazirlanmistir. 6. ¢ozelti
olarak 500 mg katesin/L konsantrasyonundaki stok ¢ozelti kullanilir. Bu ¢ozeltiler 6rnek
hazirlamada verilmis islemler uygulanarak 720 nm dalga boyunda absorbanslari

Olclilmiistiir. Standart katesin egrisi Sekil 3.5” de gosterilmektedir.

0.8

07 y =0,0013x + 0,0359

R?=0,9929
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Sekil 3.5 Standart katesin egrisi

33



3.2.11 Antosiyanin profilinin belirlenmesi

Uluslararast Meyve Suyu Ureticileri Federasyonu (IFU) tarafindan énerilen HPLC

yontemi uygulanmistir (Anonymous 1998).

Yontemin ilkesi

Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikositleridir ve kirmizi renkli meyve ve sebze
sulariin ¢ogunlugunun renk maddeleridir. Kirmiz1 renkli meyve ve sebze sular1 ve bu
sularin konsantrelerinde bulunan antosiyaninlerin ayrilmasi ve kalitatif olarak
miktarinin bulunmasi i¢gin HPLC ydntemi kullanilmaktadir. Bu yontemde; kalistefin
kloriir standardi filtre edilmis meyve suyu Ornegine ilave edilir. Elde edilen bu karigim
HPLC’ de ters faz ¢oziicii gradiyenti tarafindan ayristirilir ve antosiyaninler fotometrik
olarak 518 nm dalga boyunda belirlenir. Ayrica, yontem sonunda elde edilen
kromatogramlar parmak izi niteligini tasidigi i¢in analize alinan Ornekte tagsis olup

olmadig kolaylikla belirlenebilmektedir.

Kimyasallar

Asetonitril HPLC gradient (SIAL 34851, 2.5 L), Formik asit: %98-%100 saflikta
(RIEDEL, RH27001, 2.5L), Metanol %98-%100 saflikta (SIAL 34851, 2.5 L),
kalistefin kloriir (=pelargonidinkloriir 3-glukozit) (FLUKA 79576, 1 mg).

Cozeltiler

Kalistefin stok c¢ozeltisi: 5 mg kalistefin klorit 0.25 ml metanol i¢inde ¢oziindiiriiliir,

tizerine 0.75 ml su eklenir. Bu ¢ozelti 5 mg/mL kalisfetin icermektedir.

Kalistefin standard ¢ozeltisi: 1000 pL su i¢ine stok ¢ozeltiden 10 pL pipetlenir. Bu

¢ozelti her gilin yeniden hazirlanmalidir.

Solvent A: 900 mL su ve 100 mL formik asit
Solvent B: 400 mL su, 100 mL formik asit ve 500 mL asetonitril
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Ornek hazirlama

HPLC’ nin otomatik 6rnekleme iinitesinde kullanilan amber renkli siselere meyve suyu
orneklerinden 1ml konulmus ve 10 pL de kalistefin standart ¢ozeltisi eklenerek HPLC’

ye enjekte edilmistir.

Kromatografi kosullari

Olciimlerde WATERS marka 2002 model HPLC sistemi, WATERS 996 PDA
(photodiode array) dedektor ve ters faz C;g kolon (250 x 4.0 mm, SuL) kullanilmastir.
HPLC ¢alisma kosullar1 asagidaki gibidir:

Kolon sicakligi ~ : 40 °C

Akis hizi : ImL/dakika
Dalga boyu : 518 nm
Elliasyon siiresi  : 46 dakika

Eliiasyon profili : Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.2 Antosiyaninler i¢in uygulanan eliiasyon profili

Siire (dak.) %A %B
0 88 12
1 88 12
26 70 30
35 0 100
38 0 100
43 88 12
46 88 12

Tanimlama ve hesaplama

Elde edilen kromatogramlar Milanium-32 yazilim programi ile degerlendirilmistir.

Bunlara ek olarak, kromatogramlarda saptanan pikler, hazir olarak alinmis kuromanin
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kloriir (=Siyanidin-3-O-glukozit kloriir, FLUKA 52976, 1mg) standardina gore
hesaplanarak verilmistir (Will vd. 2007)

Kromatogramdaki baslica antosiyanin fraksiyonlari, eldeki standartlarin gelis zaman1 ve
literatlir bilgileri ile karsilastirilarak tanimlanmig ve siyanidin-3-glukozidin alani

tizerinden kantitatif olarak hesaplanmistir.

3.2.12 istatistik degerlendirme

Visne suyunun analitik 6zelliklerine iliskin degisim araligi, ortalama (X), standart hata
(Sx), varyasyon katsayist (VC) ve % 99 giiven aralifi gibi deskriptif degerleri
MINITAB programi ile hesaplanmis, proses basamaklarina gore bilesim degisiminin
tesadiif bloklart deneme diizeninde varyans analizi teknigi uygulanarak
degerlendirilmistir. Gruplar arasi1 farkliligin 6nemi DUNCAN c¢oklu karsilastirma testi
ile belirlenmistir (Kesici ve Kocabas 2007).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Visne suyunun gergeklik kontroliiniin belirlenmesi ve saglik {izerine olumlu etkilerinin
aciga cikarilmasi amaciyla yiiriitiilen bu arastirma kapsaminda, monomerik antosiyanin,
toplam fenolik madde miktari, antioksidan kapasite, antosiyanin profili ve degradasyon
indeksi analizleri yapilmistir. Ayrica bu parametrelerin; durultma, filtrasyon ve
evaporasyon gibi endiistriyel proses akisinda yer alan basamaklardan etkilenip

etkilenmedigi belirlenmistir.

Materyali tanimlamak ic¢in ayrica meyvenin bazi pomolojik 6zellikleri ve meyve suyu
randimani saptanmis, visne suyunda ayrica briks derecesi, pH degeri, renk koordinatlari

ve titrasyon asitligi belirlenmistir.

4.1 Visne Meyvesi ve Visne Suyunun Genel Ozellikleri

4.1.1 Visne meyvesinin genel 6zellikleri

Visne meyvesi, sert ¢cekirdekli meyveler arasinda olup, kiigiik bir ¢ekirdek ve saplardan
olusmaktadir. Meyve agirlig1 ve tane orani bir¢ok faktdre baglh olarak degismektedir.
Bu nedenle materyal olarak kullanilan visne 6rneklerinde meyve eti, sap ve ¢ekirdek
agirh@inin baslangigta tartilan meyve miktarina gore ylizdeleri ile meyve suyu

randimani belirlenmistir.

Bulgulara gore, sap orant % 2.14-3.57, ¢ekirdek orant % 5.53-11.26 ve meyve eti orani
% 85.16-91.35 ve visne meyvelerinde briks derecesi 17.6 ile 22.0 arasinda
degismektedir. Meyve suyu randimani ise meyveye gore % 65.3-80.0 arasindadir. Tokat
ve Haymana (Macar) yorelerinden saglanan vignelerin sap orani digerlerine gore daha
diisiiktiir. Buna karsilik ¢ekirdek orani agisindan digerleri arasinda belirgin bir fark
bulunmamaktadir. Bu iki yéreden saglanan visnelerin meyve suyu verimi de digerlerine

gore daha yiiksektir (Cizelge 4.1 - 4.2).
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Cizelge 4.1 Visne meyvesi 0rneklerinin bazi pomolojik 6zellikleri

Ornek Meyve sap1 Cekirdek Meyve eti Meyve M. Suyu V.
Kodu (Yow/w) (Yow/w) (Yow/w) briksi %o (v/iw)
A01 3.45 6.81 89.74 17.8 74.9
A02 3.12 5.53 91.35 19.4 78.4
A03 3.57 11.26 85.16 17.6 75.0
A04 291 9.14 87.95 18.9 73.3
A05 2.14 7.90 89.95 18.0 80.0
A06 2.25 8.25 89.50 18.8 80.0
A07 2.82 10.80 86.38 18.5 73.3
A08 2.82 8.36 88.82 18.2 79.9
A09 2.72 7.86 89.42 18.6 76.9
Al10 2.73 8.64 88.63 19.2 79.9
All 2.26 7.75 89.99 22.0 65.3

Cizelge 4.2 Visne suyunun pomolojik 6zelliklerine iliskin deskriptif degerler

Analitik Ozellik Min. | Max. X+ S, CV % %frggvle“
Meyve sap1 (Yow/w) 2.14 3.57 2.79+0.14 16.65 2.35-3.24
Cekirdek (%w/w) 553 | 11.26 8.39+0.48 19.33 6.84-9.94
Meyve eti (Yow/w) 85.16 |91.35 | 88.800.53 1.98 87.13-90.48
Briks derecesi 1760 | 22.00 | 18.8120.36 6.36 17.67-19.96
M. suyu verimi (%v/w) | 6530 | 80.00 | 76.08%1.35 5.88 71.81-80.36

X: Ortalama, S,: Standart Hata, CV: Varyasyon Katsayisi

4.1.2 Visne suyunun genel ozellikleri

Cesidi ve yetisme yoresi farklt meyvelerden elde edilen 11 farkli visne suyu drneginde
briks, pH ve titrasyon asitligi belirlenmis ve analiz bulgular1 Cizelge 4.3’de verilmistir.
Visne suyunun belirlenen analitik 6zellikleri i¢in ayrica; degisim simnirlari, ortalama,
standart hata, varyasyon katsayisi ve %99 giiven aralig1 hesaplanmig ve bu deskriptif

degerler Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4’de ki bulgulardan, visne suyu 6rneklerinde briks derecesinin 15.97 ile 26.33

arasinda degistigi ve ortalamalarin 19.33 oldugu anlasilmaktadir. Belirlenen visne suyu
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pH’ lar1 2.84-3.16 arasinda olup, ortalama olarak saptanan deger 2.98” dir. Ortalama %
2.09 olan titrasyon asitligi ise % 1.64-2.63 araliginda degismektedir.

Cizelge 4.3 Visne suyu orneklerinin analitik 6zelliklerine iliskin analiz sonuglari

Ornek Briks pH Titrasyon Asitligi
Kodu Derecesi Degeri %"
A01 17.3 2.94 1.71
A02 18.5 2.98 1.77
A03 20.2 2.87 2.09
A04 18.0 3.13 1.65
A05 16.0 2.92 2.24
A06 18.5 2.85 2.64
A07 16.9 2.99 2.50
A08 19.1 2.85 2.41
A09 20.2 3.10 1.89
Al0 21.7 3.08 2.17
All 26.3 3.16 2.09

#-Malik asit olarak

Cizelge 4.4 Visne suyunun analitik 6zelliklerine iliskin deskriptif degerler

%“;‘l‘l‘l‘lﬁ‘ Min. Max. XS, CV% %Zgrglige“
Briks derecesi 15.97 2633 | 1933:085 | 1470 | 16.62-22.05
pH 2.84 3.16 2.98+0.03 382 | 2.87-3.09
TA (%) 1.64 2.63 2.09£0.09 | 15.71 1.78-2.41

TA : Titrasyon asitligi

Hazirlanan visne suyu 6rneklerinin renklerinin 6l¢limii; CIE renk 6lgiim sistemine gore
MINOLTA CR-300 (Osaka, Japan) reflektans kolorimetresi kullamlarak yapilmustir.
Analiz sonunda elde edilen bulgular Cizelge 4.5’te, L degeri parlaklik/aydinlik, a degeri
+ ise kirmizi, - ise yesil; b ise + ise sari, - ise mavi koordinatlarini gésterecek seklinde
verilmistir. Renk 6l¢iimiinde elde edilen bulgular her vigsnenin kendine 6zgili rengini
tanimlamaktadir. Ayrica Orneklerin renk Ol¢limii i¢in; degisim sinirlari, ortalama,
standart hata, varyasyon katsayisi ve %99 giliven aralig1r hesaplanmis ve bu deskriptif

degerler Cizelge 4.6’da sunulmustur.
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Cizelge 4.5 Visne suyu orneklerinin renk (L, a, b) degerleri

Ornek L a b
Kodu
A01 19.44 +2.23 -0.75
A02 19.37 +1.72 -0.92
A03 19.37 +1.80 -0.90
A04 19.35 +1.56 -0.88
A05 19.73 +3.07 -0.47
A06 19.53 +2.91 -0.43
A07 19.77 +3.33 -0.29
A08 19.31 +2.29 -0.62
A09 19.68 +2.78 -0.43
A10 19.75 +2.91 -0.47
All 19.44 +2.70 -0.47

L: Lightness

Cizelge 4.6 Visne suyunun renk Ol¢timlerine iligkin deskriptif degerler

Iz)nzilllltllli( Min. Max. X+Sx CV % %igrglﬁg‘l’en
L 19.30 19.78 19.52+0.05 0.92 19.35-19.69
+a 1.56 3.33 2.49+0.17 23.73 1.92-3.05
-b 0.29 0.92 0.59+0.06 36.70 0.38-0.81

4.2 Visne Suyunun Antosiyanin ve Fenolik Diizeyi ile Antioksidan Kapasitesi

4.2.1 Antosiyanin ve fenolik miktari ile antioksidan kapasite

Visne suyu Orneklerinin antioksidan kapasitesi, toplam fenolik madde igerigi,
monomerik antosiyanin miktart ve degradasyon indeksi Cizelge 4.7°de sirasiyla
verilmistir. Visne suyunun belirlenen analitik 6zellikleri i¢in ayrica; degisim sinirlari,
ortalama, standart hata, varyasyon katsayist ve % 99 giiven araligi hesaplanmig ve bu

deskriptif degerler Cizelge 4.8’de sunulmustur.
Cizelge 4.7 incelendiginde; en diisiik antioksidan kapasite 20.0 TEAC mmol/L ile Tokat

yoresinden saglanan visnelerden elde edilen visne suyunda bulunurken, en yiiksek

antioksidan kapasite 37.9 TEAC mmol/L ile Cubuk yoresinden saglanan visnelerden
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elde edilen vigne suyunda saptanmistir. Biitiin ¢esitlerde dl¢ililen antioksidan kapasitenin
ortalamasinin 28.5 TEAC mmol/L oldugu gozlemlenmektedir. Toplam fenolik madde
miktari; tiim ¢esitlerde ortalama olarak 1947 mg/L bulunurken, en diisiik toplam fenolik
madde icerigi Deregine yoresinden saglanan visnelerden elde edilen vigsne suyunda
(1510 mg/L) saptanmus, en yiiksek toplam fenolik madde icerigi antioksidan kapasiteye
uygun olarak Cubuk yo6resinden saglanan visnelerden elde edilen visne suyunda (2550
mg/L) saptanmistir. Monomerik antosiyanin en diisiik miktarda Haymana’ dan saglanan
Kiitahya cesidinde (350 mg/L) bulunurken, Yalova yoresinden saglanan 1408 ¢esidinde
(633.5 mg/L) en yiiksek miktarda olgiilmiistiir. Biitiin 6rneklerde ortalama olarak 472
mg/L hesaplanmistir. Ayrica 6rneklerin % degradasyon indeksi degerleri 9.5 (Tokat) ile
32.9 (Eber) gibi genis bir aralikta degisirken, ortalama olarak % 19.6 degeri

hesaplanmustir.

Cizelge 4.7 Visne suyu orneklerinin analitik 6zelliklerine iliskin analiz sonuglar

Ornek Antioksidan Toplam Monomerik Degradasyon
Kodu Kapasite Fenolik Madde | Antosiyanin Indeksi
( TEAC mmol/L) (mg/L) (mg/L) (%)
A01 30.1 1841 575 16.9
A02 28.3 2297 548 19.1
A03 31.1 2158 633 204
A04 27.0 1639 573 15.2
A05 20.0 1625 366 9.5
A06 30.7 2102 392 14.5
A07 374 2095 350 12.4
A08 37.9 2550 612 11.7
A09 214 1587 364 32.9
Al0 25.5 1510 394 32.5
All 23.7 2010 380 30.4

Cizelge 4.8 Vigne suyunun analitik 6zelliklerine iliskin deskriptif degerler

Analitik Ozellik Min. | Max. X +Sx CV% %?rglige“
AO (TEAC mmol/L) |19.93  [37.87 |2847+1.75 |20.38 22.93-34.02
TF (mg/L) 1510 | 2550 19476100 | 17.12 1628-2265
MA (mg/L) 350.0 | 633.5 | 471.5434.5 | 24.26 362.2-580.9
Di (%) 9.45 3285 | 19.5942.57 | 43.54 11.44-27.74
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AO: Antioksidan Kapasite, TF: Toplam Fenolik Madde, MA: Monomerik Antosiyanin, DI: Degradasyon
Indeksi, CV: Varyasyon Katsay1s1

4.2.2 Antioksidan kapasite ile antosiyanin ve fenolik madde arasindaki korelasyon

Yapilan analizler sonucunda birbiriyle iliskili oldugu diisiiniilen antioksidan kapasite ile
monomerik antosiyanin, degradasyon indeksi ve toplam fenolik madde arasinda iligki
bulunup bulunmadigin1 ve varsa 6nem derecesini belirlemek amaci gruplar arasinda
korelasyon analizi yapilmistir. Hesaplanan korelasyon katsayilar1 ve onem diizeyleri

Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 Visne suyunda antioksidan kapasite ile monomerik antosiyanin ve
degradasyon indeksi arasindaki korelasyon katsayilari

OZELLIiK AO MA DI TF
AO - 0.420 -0.482 0.738**
MA - - -0.287 0.456
DI - - - -0.402
TF - - - -

AO: Antioksidan Kapasite, MA: Monomerik Antosiyanin, DI: Degradasyon Indeksi,

TF: Toplam Fenolik Madde , **: Gruplar arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (P<0.01)
Antioksidan kapasite ile toplam fenolik madde arasindaki iliski i¢in korelasyon
katsayis1 =0,738 olarak hesaplanmis ve istatistik olarak onemli oldugu saptanmistir

(P<0.01). Diger bilesenler arasindaki korelasyonlar istatistik olarak dnemsizdir.

4.2.3 Visne suyunun antosiyanin profili

Visne suyu oOrneklerinin antosiyanin profili, Uluslararas1 Meyve Suyu Ureticileri
Federasyonu (IFU) tarafindan o©nerilen HPLC yontemi (Anonymous 1998) ile

belirlenmistir. Elde edilen kromatogramlarin bir 6rnegi Sekil 4.1°de, digerleri ise ek

olarak (EK 1-11) verilmistir.
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1350 YALOVA VISNE CESIDININ ANTOSIYANIN KROMATOGRAMI
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Sekil 4.1 1350 Yalova ¢esidi visne suyunun HPLC antosiyanin kromatogrami
Piklerin gelis zamanina gore tanisi yapilan baglica antosiyanin fraksiyonlar1 siyanidin-3-
soforozit, siyanidin-3-glukozilrutinozit, siyanadin-3-glukozit ve siyanidin-3-rutinozittir.

Buna karsilik 3 pikin tanisi yapilamamustir.

Cizelge 4.10 HPLC kromatogramidaki baglica antosiyanin fraksiyonlar1

Pik no Gelis siiresi (dakika) Antosiyanin fraksiyonu

1 9.077 Siyanidin-3-soforozit

2 10.48 Siyanidin-3-glukozilrutinozit
3 11.61 Siyanadin-3-glukozit

4 12.785 X4

5 13.589 Siyanidin-3-rutinozit

6 14.228 X5

Tek tek antosiyaninlerin miktari; kendi pik alani ve standart siyanidin-3-glukozit
cozeltisinin pik alan1 dikkate alinarak hesaplanarak Cizelge 4.11°de, antosiyanin

toplamindaki % oranlar1 ise Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.11 Vigne suyu 6rneklerinin antosiyanin miktarlari (mg/L)

Ornek Cya-3-soph Cya-3- X4 Cya-3-glu X, Cya-3-rut X3 Toplam

Kodu glurut
A0l 12.7 247.3 - 5.6 4.7 53.5 3.6 327.4
A02 16.2 246.7 - 6.6 4.4 60.9 3.8 338.6
A03 17.2 291.4 - 7.4 6.1 62.4 4.8 389.3
A04 8.1 186.3 - 6.0 3.2 85.5 3.4 292.5
A05 15.1 169.6 - 5.6 3.0 44.9 2.0 240.2
A06 6.9 183.0 - 4.4 3.2 52.0 2.5 252
A07 6.4 179.8 - 5.1 3.1 64.8 2.5 261.7
A08 21.5 320.9 - 9.9 7.1 73.2 5.3 437.9
A09 9.4 178.7 6.8 3.7 3.2 354 4.0 241.2
A10 6.0 182.6 7.3 3.4 3.9 40.4 4.6 248.2
All 2.6 140.3 5.2 2.0 2.8 39.2 3.7 195.8
MIN. 2.6 140.3 5.2 2.0 2.8 354 2.0 195.8
MAX. 21.5 320.9 7.3 9.9 7.1 85.5 5.3 437.9
ORT. 11.1£1.76 | 211.5+17.1 5.44+0.64 4.1+0.42 55.7+4.67 | 3.7+0.31 | 293.2+22.0

Cya-3-soph: siyanidin-3-soforozit, Cya-3-glurut: siyanidin-3-glikozilrutinozit, Cya-3-glu: siyanidin-3-
glukozit, Cya-3-rut: siyanidin-3-rutinozit, X; X, Xj3: Tanimlanamayan antosiyanin fraksiyonlar1

Cizelge 4.12 Visne suyunda antosiyanin dagilimi’

Ornek Cya-3- Cya-3- X4 Cya-3-glu X, Cya-3-rut X3
Kodu soph glurut
A01 3.9 75.5 - 1.7 1.4 16.3 1.1
A02 4.8 72.9 - 1.9 1.3 18.0 1.1
A03 4.4 74.9 - 1.9 1.6 16.0 1.2
A04 2.8 63.7 - 2.1 1.1 29.2 1.2
A05 6.3 70.6 - 23 1.2 18.7 0.8
A06 2.7 72.6 - 1.7 1.3 20.6 1.0
A07 2.4 68.7 - 1.9 1.2 24.8 1.0
A08 4.9 73.3 - 23 1.6 16.7 1.2
A09 3.9 74.1 2.8 1.5 1.3 14.7 1.7
Al0 2.4 73.6 2.9 1.4 1.6 16.3 1.9
All 1.3 71.7 2.7 1.0 1.4 20.0 1.9
MIN. 1.3 63.7 - 1.0 1.1 14.7 0.8
MAX. 6.3 75.5 - 2.3 1.6 29.2 1.9
ORT. 3.6£0.44 | 72.0£1.01 - 1.840.12 1.4+0.05 19.2+1.31 1.3+0.11

" Antosiyanin toplamindaki % oran1 olarak

Gortildiigi gibi visne suyundaki basat antosiyanin, miktar1 140.3-320.8 mg/L arasinda
degisen siyanidin-3-glukozitrutinozittir ve toplam antosiyaninin % 63.7-75.5’linli
olusturmaktadir. Bunu izlemektedir.

siyanidin-3-rutinozit Siyanidin-3-rutinozitin

miktar1 35.4-85.5 mg/L, antosiyanin toplamindaki payr ise % 14.7-29.2 arasinda
degismektedir. Visne suyunda 2.6-21.5 mg/L siyanidin-3-soforozit ve 2.0-9.9 mg/L

arasinda da siyanidin-3-glukozit bulunmustur. Tanis1 yapilamayan 3 pikten her birinin
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toplam antosiyanindeki paytr % 3.0’ ten diisiiktiir. Bulgular, kaynaklardaki (Hang ve
Wrolstad 1990, Wang vd. 1997, Blando vd. 2004, Will vd. 2007) bilgilerle uyumludur.
Bulgulardaki antosiyaninlere ek olarak bazi kaynaklarda (Shrickhande ve Francis 1971,
Chandra vd. 2001, Kim vd. 2005, Bonerz vd. 2007, Kirakosyan vd. 2009) az

miktarlarda peonidin-3-rutinozit tespit edilmistir.

4.3 Visne Suyunda Antosiyanin Miktar:1 ve Antioksidan Kapasitesinin Bazi
Proseslerden Etkilenmesi

Meyve suyu liretim prosesinde yer alan basamaklarin, ham maddenin igermis oldugu
onemli bazi Ozellikleri degistirdigi yoOniinde bulgular bulunmakla birlikte, bu
degiskenligin miktar1 yapilan ¢aligmalarla tam olarak ortaya koyulmamistir. Bu nedenle
visne suyu orneklerinden 3’ iline (Amasya, Tokat ve Cubuk), klasik proses akisina
uygun olarak preslemeden sonra durultma, filtrasyon ve evaporasyon islemleri
uygulanmistir. Bu basamaklarin secilme nedeni; fenolik madde miktarin1 etkileme
olasiligidir. Bu 6rneklerde preslemeden, durultmadan, filtrasyondan ve evaporasyondan
sonra saptanan toplam fenolik ve monomerik antosiyanin miktar1 ile degradasyon
indeksi ve antioksidan kapasite diizeyi belirlenmis ve bulgular 6rneklerin tiimiinde 13.5
brikse (Anonymous 1990) gore hesaplanmistir. Bulgular Cizelge 4.13’te toplu olarak

verilmigtir.

Incelenen 6zellikler bakimidan prosesler arasinda fark olup olmadigim belirlemek icin
visne c¢esitleri (Amasya, Cubuk, Tokat) “blok™; proses basamaklar1 (presleme,
durultma, filtrasyon, evaporasyon) “uygulama” olarak secilmis ve proses basamaklarina
gore bilesim degisimi, tesadiif bloklar1 deneme diizeninde varyans analizi teknigi
uygulanarak degerlendirilmistir. Gruplar arast farkliligin 6nemi DUNCAN c¢oklu
karsilagtirma testi ile belirlenmistir. Cizelge 4.13’te ayn1 zamanda bu degerlendirme

sonuglarini da yansitmaktadir.
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Cizelge 4.13 Visne sularinin analitik 6zelliklerinin proses basamaklar1 arasindaki
degisiminin istatistik analizi

OZELLIK PROSES X S« MIN MAX F
Presleme 353.70 62.70 [232.00 |441.00
. Durultma 332.30 54.20 224.00 |389.00
1&9&%2%&}%& Filtrasyon 298.80 35.30  [229.50 |345.00
Evaporasyon 280.70 37.60 |222.50 351.00 2.16
Prosesler arasindaki fark istatistik olarak 6nemli degildir (p>0.05).
Presleme 8.30 C 1.04 6.50 10.10
DEGRADASYON Durultma 11.47 B* |1.29 8.95 13.25
INDEKSI Filtrasyon 9.77 C 1.43 7.10 12.00
Evaporasyon 13.05 A* |1.63 9.95 15.50 50.07
Farkl1 harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistik olarak énemlidir
(p<0.01).
Presleme 1781 AB  [190 1423 2070
TOPLAM Durultma 1688 B 188 1388 2034
FENOLIK Filtrasyon 1684 B 188 1405 2041
Evaporasyon 1867 A* 158 1595 2141 6.36
Farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir
(p<0.05).
Presleme 20.28 4.07 15.05 28.30
. . Durultma 19.00 3.94 14.50 26.85
AE?ESII?SN Filtrasyon 18.52 4.02 14.35 26.55
Evaporasyon 19.72 4.34 15.35 28.40 3.74
Prosesler arasindaki fark istatistik olarak onemli degildir (p>0.05).

Cizelge 4.13’ten anlagilacagi gibi monomerik antosiyanin miktart agisindan proses
basamaklar1 arasinda istatistik olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. Baska bir
deyisle, deneme kosullarinda visne suyundaki monomerik antosiyanin miktar1 durultma,
filtrasyon ve evaporasyon islemlerinden etkilenmemistir. Genel olarak farklar 6nemli
bulunmasa da, oOzelikle Cubuk visnesinde monomerik antosiyanin miktarinin

preslemeden evaporasyona dogru azaldigi goriilmektedir (Sekil 4.2)
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MONOMERIKANTOSIYANIN
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Sekil 4.2 Farkli proses basamaklarinda visne suyundaki monomerik antosiyanin miktari

A: Vigne (Amasya), T: Visne (Tokat), C: Visne (Cubuk)
P: Presleme, D: Durultma, F: Filtrasyon, E: Evaporasyon

Buna karsilik degradasyon indeksi durultma ve evaporasyon basamaginda diger iki
basamaktan ve birbirinden farkli bulunmustur (P<0.05). Genel olarak ise, preslemeden

evaporasyona dogru bir artis egilimi izlenmektedir (Sekil 4.3.).

DEGRADASYON iNDEKSIi
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Sekil 4.3 Farkli proses basamaklarinda visne suyunda antosiyanin degradasyon indeksi

A: Vigne (Amasya), T: Visne (Tokat), C: Visne (Cubuk)
P: Presleme, D: Durultma, F: Filtrasyon, E: Evaporasyon

Toplam fenolik miktar1 ise varyans analizi sonuglarina goére yalnizca evaporasyon
basamaginda diger basamaklardan 6énemli bir fark (P<0.05) gdstermektedir. Bu durum,

Sekil 4.4’de daha agik olarak goriilmektedir.
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TOPLAM FENOLIK MADDE
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Sekil 4.4 Farkli proses basamaklarinda visne suyundaki toplam fenolik madde miktar1

A: Visne (Amasya), T: Visne (Tokat), C: Visne (Cubuk)
P: Presleme, D: Durultma, F: Filtrasyon, E: Evaporasyon

Antioksidan kapasite acisindan ise prosesler arasindaki farkin istatistik olarak onemli

olmamasi ilgingtir (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Farkli proses basamaklarinda visne suyunun antioksidan kapasitesi

A: Visne (Amasya), T: Visne (Tokat), C: Visne (Cubuk)
P: Presleme, D: Durultma, F: Filtrasyon, E: Evaporasyon

Kisaca; preslemeden evaporasyona dogru monomerik antosiyanin miktar1 artarken
degradasyon indeksi artmakta, buna kasilik fenolik madde miktar1 ve antioksidan

kapasite deneme kosullarinda bu proseslerden etkilenmemektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirma kapsaminda farkli yorelerden saglanan 11 farkli visne ve bunlardan elde
edilen vigne suyu drneklerinin bazi genel 6zellikleri ve ayrica visne suyunda antosiyanin
miktar1 ile antioksidan kapasite ve bunlarin durultma, filtrasyon, evaporasyon gibi

proseslerden etkilenmesi arastirilmistir

Visne orneklerinde ¢eside gore sap orant % 2.14- 3.57, ¢ekirdek orant % 5.53-11.26 ve
meyve eti orant % 85.16-91.35 arasinda degismektedir. Meyve suyu randimani ise
meyve c¢esidine bagl olarak % 65.3-80.0 aralifindadir. Meyve suyu verimi bulgulari
Onal’ 1n (2002) bulgular1 (% 62.0-84.0) ile uyumlu iken, Karadeniz ve Eksi’ nin (1999)
bulgularina (% 57.93-62.85) gore daha yiiksektir. Bu farkliligin olas1 nedeni, meyve ve

presleme farkidir.

Briks derecesi vigsne orneklerinde 17.6-22.0 arasinda iken, visne suyu orneklerinde 16.0
- 26.3 arasinda degismektedir. Ortalama ise sirasi ile 18.8 ve 19.3’tiir. Bu farkin nedeni,
mayse 1sitma sirasinda bir miktar suyun buharlagmasidir. Visne suyu pH degeri 2.85-
3.16, titrasyon asitligi ise % 1.65-2.64 araliginda degismektedir. Titrasyon asitligi
sonuclari; Eksi vd. (1980), Karadeniz ve Eksi (1999) ve Bonerz vd. (2007)’ in
bulgularia yakindir. Bazi visnelerde briksin, RSK degerlerinde (Bielig vd. 1987) visne

suyu icin belirlenen maksimum limiti (19.3) asmasi ise ilgingtir.

Vigne suyu Orneklerinde objektif renk dl¢iimii de yapilmistir. Bulgulara gore L degeri
(parlaklik/aydinlik) 19.31 ile 19.77, a degeri +1.56 ile +3.33, b degeri ise -0.29 ile -0.92
arasindadir. Bilindigi bu sistemde +a degeri kirmiziligi, -b degeri ise maviligi
gostermektedir. Bulgular, visne cesitleri arasinda renk acisindan Onemli farklar
bulundugunu gostermektedir. Varyayon katsayilarinin yiiksekligi de (a i¢in % 23.73, b
icin % 36.70) bunu dogrulamaktadir.

Bu aragtirmanin bulgularina gore vigne suyunda monomerik antosiyanin miktar1 350-

633 mg/L, degradasyon indeksi ise % 9.5-32.9 gibi olduk¢a genis bir aralikta

degismektedir. Ortalama deger ise monomerik antosiyanin i¢in 471.5 mg/L,
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degradasyon indeksi icin %19.59’dur. Monomerik antosiyanin miktar: ile degradasyon
indeksi (polimerik renk yiizdesi), visne suyunun renk koyulugu ve dogalliginin
degerlendirilmesi agisindan O6nemlidir. Ochoa vd. (2001)° in Montmorency visne
cesidinde ve Blando vd. (2004) farkli visne cesitlerinde belirledigi monomerik
antosiyanin miktarlar1 siras1 ile (25.2 mg/100g ve 27.8-80.4 mg/100g) saptamistir,
ayrica Kim vd. (2005) da 49.1-109.2 mg/100g olarak belirlemistir. Kirakosyan vd.
(2009), visne ve visne {irlinleri monomerik antosiyaninleri pH diferansiyel yontemi ile
62-1741 ng/g saptarken, Bonerz vd. (2007) visne sulari i¢in ayni analizi HPLC ile
yapmis ve sonuclari 569-858 mg/L. olarak vermigtir. Monomerik antosiyanin tayini
sonuglar1 yazilan bu literatiir sonuglar1 ile paralellik gostermektedir. Buna karsilik,
Karadeniz ve Eksi (1999) tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglart (119-157 mg/L), bu

calismanin bulgularina gore diisiiktiir.

Visne suyu Orneklerinde saptanan toplam fenolik miktar1 ortalama 1947 mg/L dir ve
1510-2550 mg/L arasinda degigmektedir. TEAC yontemi ile belirlenen antioksidan
kapasite ise ortalama 28.47 mmol/L dir ve 19.93-37.87 mmol/L arasinda bulunmaktadir.

Fenolik madde sonuglari; degisim araligi acisindan Kim vd. (2005)’ nin (161.7-312.4
mg/100g), Bonerz vd. (2007)’ in (2704-4998 mg/L) ve Kirakosyan vd. (2009)’ in
(2541-12665 ng/g ) bulgulari ile uyumludur.

Antioksidan aktivite sonuglari; 3 farkli visne ¢esidinde Blando vd. (2004) tarafindan
saptanan (2000-2600 pmol TE/100g) ve 5 farkli visne ¢esidinde Bonerz vd. (2007)
tarafindan saptanan (27.5-54.6 mmol/L trolox) sonuglar ile ile paralellik gostermektedir.
Buna karsilik Kirakosyan vd. (2009)’ in vignede saptadigi degerlerin (9.804-9.565
mmol TEAC/L) bu aragtirmanin bulgularina gore daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Bunun nedeni de kuskusuz visne materyali arasindaki cesit ve yore farkliligidir.
Vigne suyunda antioksidan kapasite ile monomerik antosiyanin ve degradasyon indeksi

arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamistir. Buna karsilik toplam fenolik diizeyi ile

antioksidan kapasite arasinda dogrusal bir iliski ve istatistik olarak ©onemli bir
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korelasyon (p<0.01) saptanmistir. Bu durum, visne suyunu antioksidan kapasitesinin

daha ¢ok antosiyanin digindaki fenoliklerden etkilendigini gostermektedir.

HPLC analizine gore vigne suyunun basat antosiyanini 140.3-320.9 mg/L ile siyanidin-
3-glukozilrutinozittir. Bunu 35.4-85.5 mg/L ile siyanidin-3-rutinozit ve 2.6-21.5 mg/L
ile siyanidin-3-soforozit izlemektedir. Bu bulgular; Hang ve Wrolstad (1990), Wang vd.
(1997), Blando vd. (2004), Will vd. (2007)’ nin bulgular1 ile de dogrulanmaktadir.
Ayrica Shrickhande ve Francis (1971), Chandra vd. (2001), Kim vd. (2005), Bonerz vd.
(2007), Kirakosyan vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismalarda bu antosiyaninlere ek

olarak az miktarlarda peonidin-3-rutinozit tespit edilmistir.

Monomerik antosiyanin, degradasyon indeksi ile toplam fenolik miktar1 ve antioksidan
kapasitenin isleme sirasinda degisimini belirlemek amaci ile presleme, durultma,

filtrasyon ve evaporasyon sonrast alinan visne suyu ornekleri analiz edilmistir.

Bulgulara uygulanan varyans analizine gére monomerik antosiyanin ve antioksidan
kapasite agisindan proses basamaklari arasinda istatistik olarak onemli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Toplam fenolik acisindan evaporasyon, degradasyon indeksi
acisindan ise durultma ve evaporasyon islemlerinin etkisi istatistik olarak Onemli

bulunmustur (p<0.01).
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