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1. PROJENIN TURKCE VE INGILIiZCE ADI VE OZETI

OZET

KALECIK KARASI UZUMLERDEN (Vitis vinifera L.) URETILEN KIRMIZI UZUM SUYUNUN
CESITLI DURULTMA YARDIMCI MADDELERI ILE DURULTULMASI VE DURULTMANIN
UZUM SUYU RENGI UZERINE ETKISi

Bu calismada, 5 farkli durultma yardimci maddesinin (bentonit, jelatin, kazein, albumin ve kitosan)
Kalecik Karas1 tiztimiinden elde edilen kirmizi {iziim suyu antosiyaninleri (ACN) {izerine etkisi
lincelenmistir. Durultmanin, kirmizi iiztim suyu renk o6zelliklerine etkisini gozlemlemek amaciyla,
durultulmamis ve durultulmus meyve sularinda, toplam monomerik ACN analizi, ACN dagilim analizi,
polimerik renk ve reflektans renk degerleri tayinleri yapilmistir. Monomerik ACN ve polimerik renk
analizleri spektrofotometrik yontemle, ACN dagilim analizi HPLC yo6ntemi ile, reflektans renk
degerleri ise, reflektans spektrofotometresi ile belirlenmistir.

Durultma isleminden sonra {iziim suyunun bulaniklik degeri, bentonitin; kazein ve albumin
kombinasyonu ile, 28 NTU’dan 4.2—4.4 NTU seviyesine diismiistiir. Bunu, bentonit (5.7 NTU) ve
“bentonitt+jelatin” (8.8 NTU) uygulamalar: takip etmektedir. Durultma islemi sonunda en yiiksek NTU
seviyesine ise, kitosan ve “bentonit+kitosan” uygulamasi ile ulasilmistir. Bentonit, “bentonit+kazein”
ve “bentonit+albumin” uygulamalarindan sonra, ACN miktarinda 6nemli bir kayip saptanmazken,
kitosan, “bentonittkitosan” ve “bentonit+jelatin® durultmasindan sonra ACN miktarinda goriilen kayip
sirastyla, %38, 26 ve 20°dir. Kayba ugrayan ACN miktarinda goriilen bu farkliligin nedeni,
polifenollerin durultma yardimci maddeleri ile olusturduklart floklarin farkli buyiikliikte olmasidir.
Ornegin, jelatin; albumin ve kazeine gore, iiziim suyunda bulunan polifenoller ile daha biiyiik floklar
olusturmus ve bunun sonucunda daha fazla ACN’i beraberinde siiriikleyerek, daha fazla kayba yol
acmistir. Kalecik Karasi tiziim suyunda, HPLC yontemiyle, 4 farkli ACN saptanmistir. Malvidin-3-
glikozitin (%57), bu iiziim cesidinde bulunan basat ACN oldugu saptanmistir. Uziim suyunda
tanimlanan diger ACN’ler ise; peonidin-3-glikozit (%10), siyanidin-3-glikozit (%6) ve delfinidin-3-
glikozittir (%4).

Elde edilen sonuglar, durultmanin etkisinin durultma yardimci maddesi dozundan c¢ok, durultma
yardimc1 maddesi tiirtine bagli oldugunu agik bir sekilde gostermistir. Berraklik agisindan, en iyi
sonuclar kazein ve albumin durultma uygulamalarinda elde edilmistir. Ayn1 zamanda, bu uygulamalar
sonunda tizlim suyu renk ozelliklerinde 6nemli bir degisim saptanmamistir. Bu sonuglar goéz 6niine
alinarak, gerek en iyi berraklik, gerekse de en az ACN kaybi oldugu icin, kirmiz1 tiziim suyu
durultmasinda, “bentonitt+kazein” ve “bentonit+albumin” kombinasyonlari 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Durultma, antosiyanin, bentonit, kitosan, jelatin, kazein, albumin.
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ABSTRACT

CLARIFICATION of RED GRAPE JUICE from KALECIK KARASI GRAPES (Vitis vinifera L.)
with VARIOUS CLARIFICATION AGENTS and EFFECTS of CLARIFICATION on the COLOR of
GRAPE JUICE

In this research, the effects of five different types of fining agents (bentonite, gelatin, casein, albumin
and chitosan) on anthocyanins (ACNs) and color of red grape juice produced from Kalecik Karasi
variety (Vitis vinifera L.) were investigated. Total monomeric ACN, ACN composition, polymeric
color and reflectance color analyses were carried out to determine the color changes during clarification
of grape juice samples. Monomeric ACN and polimeric color analyses are determined
spectrophotometrically, ACN composition by HPLC method, and reflectance color analyses by
reflectance spectrophotometer.

The turbidity of red grape juice decreased from 28 NTU to 4.2-4.4 NTU with “bentonite+albumin” and
“bentonite+casein” combinations. This was followed by bentonite (5.7 NTU) and “bentonite+gelatin™
clarifications (8.8 NTU). Chitosan and “bentonite+chitosan” combination had the highest turbidity
llevel (11 NTU) among all clarification treatments. The clarification with bentonite, “bentonite+casein”
and “bentonite+albumin” did not cause significant reductions in ACNs. On the contrary, chitosan,
“bentonite+chitosan” and “bentonite+gelatin” resulted in dramatical reductions in ACN contents of red
grade juice samples, namely 38, 26 and 20%, respectively. The main reason for the various amounts of
removals of ACNs can be attributed to the formation of different sizes of complexes with polyphenols
by the various fining agents. For example, gelatin forms much bigger complexes with polyphenols in
grape juice, than those formed by albumin and casein. This, in turn, resulted in the sweeping of more
IACNs by the gelatin-polyphenol complexes during sedimentation. Four major ACNs were identified in
red grape juice by HPLC. Malvidin-3-glucoside (57%) was the major anthocyanin, followed by
peonidin-3-glucoside (10%), cyanidin-3-glucoside (6%) and delphinidine-3-glucoside (4%).

The results of this study clearly showed that the effect of clarification depends on the type of fining
agents more than the dosage used during clarification. In terms of turbidity, the clarification with casein
and albumin resulted in the highest clarity among all clarification treatments. At the same time, the
clarification with casein and albumin did not cause much change in color values of red grape juice.
According to these results, the combinations of “bentonite+casein” and ‘“bentonite+albumin™ are
recommended for the clarification of red grape juice in terms of both highest clarity and lowest ACN
[loss among all clarification treatments.

Key Words: Clarification, anthocyanin, bentonite, chitosan, gelatin, casein, albumin.
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2. AMAC ve KAPSAM

Meyve sularimin ¢esitli 6zelliklerinin incelendigi bir¢ok arastirma literatiirde bulunmaktadir. Buna
[karsin tiztim sulari tizerine yapilan arastirmalarin 6nemli boliimii beyaz {iziim sularinda yapilmis olup,
bu arastirmalarin da ¢ogunlugu yurtdisinda yapilmistir. Buna ek olarak, kirmizi iiztim sular1 iizerine
yapilan arastirma sayist sinirli olup, 6zellikle kirmizi tizim suyunun durultulmas: ve bu islemin renk

Ozellikleri lizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu nedenle, bu projenin amacini, daha dnce smirli diizeyde incelenmis olan, farkli durultma yardimci
maddelerinin kirmizi1 {izim suyu antosiyaninlerine ve diger renk o&zelliklerine olan etkilerinin
arastirilmasi olusturmaktadir. Bu amagla, arastirmamizda, Kalecik Karasi {iziim ¢esidinden elde edilen
tizim sularinin durultulmasinda, bentonit, jelatin, kazein, albumin ve kitosan durultma yardimci
maddeleri ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmistir. Durultmanin etkinligi, durultma islemi sonunda
ulasilan bulaniklik diizeyi ve fenolik madde dagilim analizi ile belirlenmistir. Durultmanin, tiztim suyu
rengi tizerine etkisini belirlemek amaciyla, durultulmamis ve durultulmus tiziim sularinda, toplam
monomerik antosiyanin tayini, polimerik renk ve reflektans renk degerleri tayinleri, antosiyanin dagilim

analizleri yapilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kirmizi iiziim suyu

Arastirmada materyal Kalecik Karasi tziim (Vitis vinifera L.) cesidinden elde edilen {iziim suyu
kullanilmistir. Uziimler, Ankara’nin Kalecik il¢esinde bulunan Ankara Universitesi’ne bagli baglardan
temin edilmistir. Uziimlerin hasadinda, suda ¢6ziiniir kuru madde igerigi (briks) ile asitlik degerleri
temel alinmistir. Uziimlerin; 18-24°Bx arasinda (Mazza vd. 1999), tartarik asit cinsinden titrasyon
asitligi degerinin ise, 5-6 g/I. arasinda (Selli vd. 2004) olmasi g6z Oniinde bulundurulmustur. Bu

degerlere sahip tiztimler, bolim 3.2.1°de detayl olarak anlatilan yontem ile izim suyuna islenmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Kirmizi iiziim suyu iiretimi

Yikama, sap ayirma ve patlatma: Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi’ne bagli meyve suyu pilot
isletmesine getirilen tiztimler oncelikle yikanmistir. Daha sonra, {iztimlerin saplar1 elle ayrilip, daneler

patlatilmistir.

Enzimasyon: Uziim kabugunda bulunan rengin tiziim sirasina ge¢mesi amaciyla enzimasyon islemi
yapilmistir. Enzimasyonda uygulanan isitma ile, {iziim suyunun kalitesini etkileyen enzimlerin de
inaktivasyonunun saglanmasi amaglanmistir. Polifenolleri ve ACN’leri enzimatik olarak parcalayan
polifenol oksidaz (PPO) enzimini inaktif etmek i¢in, tiziim suyunda orta diizeyde 1sitma Onerilmektedir
(Patras vd. 2010). Bu amagla 50°C sicakliga getirilen mayseye, renk enzimi olarak adlandirilan Pectinex
Ultracolor (Novozymes, Dittingen, Isvi¢cre) enziminden {iretici firmanm 6nerdigi dozajda eklenmis (10
o/hL) ve 2 h siirekli karigtirilarak sicakligin homojen kalmasi saglanmistir. Bu siire sonunda meyve suyu
pilot isletmesinde bulunan paketli pres yardimiyla {iziim suyu elde edilmistir. Uziim sularmin 1.5 L’lik

PET siselere dolumu yapilip, siiratle buzlu su banyosunda sogutulmustur.

Uziimlerin iiziim suyuna islenmesindeki asamalar sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Uziim (Kalecik Karas1)

'

Ayiklama-yikama

v

Sap ayirma-patlatma

v

Mayse

!

Enzimasyon

v

Paketli pres

v

Uziim suyu

'

Bentonit < Durultma > Kitosan
Bentonit + Jelatin Bentonit + Albumin Bentonit + Kazein
Filtrasyon

Sekil 3.1 Uziim suyu iiretim akis semasi

3.2.2 Kirmizi iiziim suyu durultmasi
3.2.2.1 Durultma uygulamasi
Durultmada amag; kirmizi {iziim suyunda kolloidal olarak bulunan ve bulanikliga neden olan polimerize

tanenlerle, diger yiiksek molekiil agirhigindaki polifenollerin ve proteinlerin uzaklastirilmasini

saglamaktir. Uziim suyunun durultulmasi, soguk durultma yontemine gore, daha kisa siirdtigii ve daha
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ekonomik oldugu gerekgesiyle endiistri tarafindan tercih edilen sicak durultma yontemiyle 50°C’de
yapilmistir. Kirmizi tiziim suyunun durultulmasi, 6nce sadece bentonit ile gerceklestirilmistir. Bunun
yaninda bentonitin; jelatin, kazein ve yumurta albumini ile kombinasyonlar1 da uygulanarak, yiiksek
molekiil agirlikli ve daha sonradan bulanikliga neden olan polifenoller uzaklastirilmaya calisilmistir.
Son yillarda 6nemi artan ve ayni zamanda polifenol yaninda protein adsorbe etme 6zelligi olan kitosan
ile de durultma denemeleri yapilmistir. Kitosanin etkisi, hem tek basina hem de bentonit ile

[kombinasyonu yapilarak gézlemlenmistir.

Durultma isleminde kullanilacak dozajlar, kapsamli 6n denemeler ile belirlenmistir. Bu amagla 6ncelikle
bentonit ile durultma 6n denemesi yapilmis ve bu durultma yardimecr maddesinin dozaji belirlendikten
sonra, jelatin, kazein, albumin ve kitosan ile kombinasyonlari i¢in 6n denemeler yapilmistir. Daha sonra,
belirlenen dozajlar ile durultma denemeleri, 2 tekerriirlii olarak 250 mL {izim suyunda

gerceklestirilmistir. Durultma islem asamalari, sekil 3.2°deki akis diyagraminda verilmisgtir.

Durultma o6ncesi ve sonrasinda kirmizi {iziim suyunda asagida verilen analiz yontemleri 2 paralelli
olarak uygulanarak durultmanin 6zellikle bulaniklik ve polifenollerin bir alt grubu olan ACN’ler {izerine
etkisi saptanmistir. Bu amagla; bentonit, jelatin, kazein, yumurta albumini ve kitosan ile durultulan
meyve sularinda bulaniklik diizeyi, toplam monomerik ACN miktar1, polimerik renk, reflektans renk
degeri tayinleri spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir. Ayrica, durultulan tiziim sularinda ACN

dagilimlar1 da HPLC ile belirlenmistir.

Durultulmamis tiziim suyu (250 mL)

I

On 1s1tma (50°C su banyosunda)

v

Durultma yardimc1 madde/maddelerinin eklenmesi

\4

Inkiibasyon (50°C’de 1.5 h)

v

Filtrasyon (Kaba filtre kagidi)

Sekil 3.2 Durultma islem asamalari
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3.2.3 Fiziksel analizler

3.2.3.1 pH tayini

pH degeri, potansiyometrik olarak pH-metre (Mertler-Toledo SevenCompact pH/Ion S220,

Schwerzenbach, Isvigre) ile saptanmustir. pH 6l¢iimleri, 20°C°de yapilmustir.

3.2.3.2 Bulaniklik diizeyinin dl¢iilmesi

Bulaniklik 6l¢timleri tiirbidimetre (Hach 2100N, Loveland, CO, A.B.D) ile ger¢eklestirilmis ve sonuglar
"Nephelometric Turbidity Units (NTU)" olarak ifade edilmistir. Olciimler, 6rnek sicakligi 20°C’ye

geldikten sonra yapilmustir.
3.2.3.3 Reflektans renk tayini

Orneklerin rengi, reflektans spektrofotometresi (Minolta CM-3600d, Osaka, Japonya) kullanilarak
belirlenmistir. Bu amagla, L*, a* ve b* renk degerleri 6l¢iilmiis ve, C* ve h° renk degerleri de a* ve b*

degerlerinden asagida sirasiyla verilen 3.1 ve 3.2 No’lu esitlikler kullanilarak hesaplanmustir:
C* = (a** + p*)'” (3.1)
h° = arctan (b*/a*) (3.2)
3.2.4 Kimyasal analizler
3.2.4.1 Titrasyon asitligi
Titrasyon asitligi, pH-metre ile izlenerek ytiriitiilen titrasyonla saptanip ve bu amagla IFU tarafindan
(1968) onerilen islemler uygulanmistir. Bu amagla belli miktar tiziim suyuna 0.1 N standardize edilmis

NaOH c¢ozeltisi ile ve pH-metre yardimiyla, pH 8.1'e ulasincaya kadar titrasyon uygulanmistir.

Titrasyon asitligi, tartarik asit cinsinden "g/100 mL" olarak hesaplanmustir.

3.2.4.2 Toplam monomerik antosiyanin tayini

Bu amagla, Fuleki (1969) ve Francis (1985) tarafindan 6nerilen, ve Giusti ve Wrolstad (2001) tarafindan

gelistirilen pH diferansiyel metodu kullanilmistir. Bu metodun ilkesi, monomerik ACN’lerin pH 1.0°da
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renkli oksonium formunun, pH 4.5°de ise, renksiz hemiketal formunun egemen olmasina
dayanmaktadir. Buna gore, ortamin pH 1.0 ve 4.5 oldugu zaman &l¢iilen absorbans degerlerinin farki,

dogrudan ACN konsantrasyonu ile orantili bulunmaktadir.

Monomerik ACN miktari, tiziimde baskin bulunan malvidin-3-glukozit cinsinden (Baiano vd. 2009,

Puertolas vd. 2009) asagida verilen 3.3 No'lu esitlige gore hesaplanmistir.

(A) (MW) (SF) 1000
Monomerik ACN miktar1 (mg/kg veya L) = 3.3)

(e (L)

Burada:

A: Absorbans farkt (pH 1.0 ve 4.5 degerlerinde 6l¢iilen absorbans farki),
MW: Baz olarak alinacak antosiyaninin molekiil agirligi (g/mol),

SF: Seyreltme faktorti,

€: Molar absorpsiyon katsayisi (L/(cm mg)),

L: Spektrofotometre kiivetinin tabaka kalinligi (cm).

Malvidin-3-glukozidin molar absorbans degeri =28 000 L/(cm mg) ve molekiil agirlig1 ise, MW=493.5
g/mol (Giusti ve Wrolstad 2001) alinarak hesaplama yapilmustir.

3.2.4.3 Antosiyanin parcalanma élciitlerinin belirlenmesi

Giusti ve Wrolstad (2001) tarafindan 6nerilen yontem uygulanmistir. Bu amagla, {iziim suyu ornekleri
potasyum kloriir ¢ozeltisi (pH 1.0) ile seyreltilerek, iiztim suyunda bulunan ACN’lerin maksimum
absorbans verdigi dalga boyundaki (Ayis-maks) absorbans degeri (528 nm) 0.4—0.6 absorbans degerine
getirilmistir. Daha sonra bisiilfit (%20 K,S,05) ¢ozeltisi eklenerek, ornekteki monomerik ACN’lerin
renksiz "sulfonik asit kompleksi" olusturmasi saglanmistir. Buna karsin, "polimerik ACN-tanen"
kompleksleri ve "melanoidin" pigmentleri ise, bistilfite kars1 direng gostererek renklerini korumuslardir.
Bu esmer renkli pigmentlerin ortamdaki konsantrasyonu arttik¢a, 420 nm'de okunan absorbans degerleri
yiikselmektedir. Bu nedenle; bisiilfit uygulanmaksizin Ayis.maks dalga boyunda ve bisiilfit uygulandiktan
sonra 420 nm dalga boyunda yapilacak iki absorbans ol¢iimii ile; asagida ayrintilari verilen "renk

nn

yogunlugu," "polimerik renk" ve "polimerik renk yiizdesi" gibi ii¢ nitelik belirlenmistir.
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o Renk yogunlugu
Bu deger, "bisiilfit uygulanmamis kiivette bulunan 6rnegin, Ayis.maks Ve 420 nm dalga boylarindaki

absorbanslar1 toplami1" olarak tanimlanmaktadir. Asagida verilen 3.4 No’lu esitlikle hesaplanmistir:

Renk yogunlugu = [(Avis-maks — A700 nm) + (A420 nm — A700 am)] X SF (3.4

Burada:

SF: seyreltme faktorii

o Polimerik renk
Bu deger, "bisiilfit uygulanmis kiivette bulunan Ornegin, Ayismas Ve 420 nm dalga boylarindaki

absorbanslar1 toplami1" olarak tanimlanmaktadir. Asagidaki verilen 3.5 No’lu esitlikle hesaplanmistir:

Polimerik renk = [(A )Vmaks o A700 nm) - (A420 nm — A70() nm)] x SF (35)

o Polimerik renk orani
Polimerik renk orani; polimerik rengin, renk yogunluguna orani olarak tanimlanmaktadir. Bu deger
arttik¢a, monomerik ACN’lerin parcalandigi ve esmer renkli pigmentlerin arttigi, kisaca dogal rengin

bozuldugu anlasilir. Bu deger, asagidaki esitlikle hesaplanmistir:

Polimerik renk
Polimerik renk orani (%) = (3.6)
Renk yogunlugu

3.2.4.4 Antosiyanin dagiliminin belirlenmesi

Uziim suyu ACN kompozisyonu, HPLC yontemiyle {i¢ asamadan (saflastirma, tanimlama ve

hesaplama) olusan bir uygulama sonunda belirlenmis olup, bu asamalar asagida a¢iklanmustir.

Saflastirma

Meyve suyu Orneginden, seker ve organik asit gibi unsurlarin uzaklastirilmasi amaciyla saflagtirma
islemi uygulanmistir (Skrede vd. 2000). Saflastirma isleminin ilk asamasinda C-18 Sep-Pak
lkolonlarindaki (Waters Co., Milford, MA, A.B.D.) dolgu maddesinin ACN’lerle reaksiyona
girebilmesini saglamak icin sartlandirilma (conditioning) islemi yapilmistir. Bu islemde kolondan

sirastyla; 5 mL etil asetat, 5 mL metanol (MeOH, %0.01 HCI igerecek sekilde asitlendirilmis) ve son
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olarak da 2 mL %0.01 HCI icerecek sekilde asitlendirilmis su gegirilmistir. Ekstraksiyona hazir hale
getirilen kolona, saflastirilacak bileseni igeren 0.5 mL ekstrakt yiiklenmis ve daha sonra 2 mL
asitlendirilmis suyla eliie edilmistir. Boylece bu eliisyon ile organik asitler ve sekerler ile suda ¢oziiniir
nitelikteki diger bilesikler gibi analizi interfere eden bilesikler uzaklastirilirken, ACN’ler ve diger
polifenolik bilesikler kolon {izerinde sorbente baglanmistir. Esdiize bir saflastirma islemi i¢in saflastirma

diizeneginden (manifold) (Waters Co.) yararlanilmistir.

C-18 Sep-Pak kolonu, N, gazi akiminda tutularak kalintinin kurumasi saglanarak, kurutulmus kolon 2
ml %0.01 HCI icerecek sekilde asitlendirilmis metanol ile yikanarak ACN’leri iceren ekstrakt elde
edilmistir. Elde edilen ACN fraksiyonu bir evaporasyon tiipiine alinarak, 35°C'deki bir su banyosuna
yerlestirilip, bu fraksiyon N, gazi altinda kurutulmustur. Daha sonra evaporasyon tiipiindeki kalinti
tizerine 2 mL asitlendirilmis su eklenerek yeniden ¢oziindiirtilmiistiir. ACN’leri iceren bu ¢ozelti 0.45
um gozenek capindaki PVDEF (polyvinylidene fluoride) filtereden (Sartorious AG, Goettingen,
Almanya) edilerek, HPLC'nin oto-6rnekleme (auto-sampler) tinitesinde kullanilan amber renkli 2 mL'lik

cam siselere (vial) alinmis ve bekletilmeden HPLC'ye enjekte edilmistir.

Tanmmlama ve hesaplama
ACN’lerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasinda asagida 6zellikleri verilen HPLC cihazindan

yararlanilmistir.

Kromatografi kosullart

Kolon: Ters faz (reverse phase) C18 kolonu (250 x 4.6 mm, 5 um), (Waters, Bridge Columns,
Wexford, Irlanda)

Koruyucu kolon: C18 koruyucu kolonu (4 x 3 mm, 5 um), (Phenomenex Inc. Los Angeles, CA,
A.B.D.)

Akis hizi: 1 mL dak™,

Eliisyon siiresi: 35 dak.,

Enjeksiyon hacmi: 50 plL,

Dalga boyu: 520 nm,

Hareketli faz (mobile phase): Asetonitril (%100) (A) ile o-fosforik asit:asetikasit:asetonitril:su
(1:10:5:84; v/v/v/v) (B) karisimi. Gradiyent akis s6z konusu olup, Skrede vd. (2000) tarafindan

Onerilen, tarafimizca modifiye edilen eliisyon profili uygulanmistir (Cizelge 3.1).

Kromatogramlarda elde edilen ACN pikleri, standart maddelerin gelis siiresi (retention time) ve PDA
dedektoriinde elde edilen UV spektrumlarinin karsilastirilmasiyla tanimlanmistir. Bunun yaninda bu

calismada 4 tane ticari olarak tiretilen ACN standardi kullanilmistir. Bunlar; malvidin-3-glikozit (mv-3-
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glu), peonidin-3-glikozit (pn-3-glu), delfinidin-3-glikozit (dp-3-glu) ve siyanidin-3-glikozittir (cy-3-glu).
Ornekteki ACN’lerin miktar1; standart maddelerinin her biri icin olusturulan en az 5 veriye dayali olarak
hazirlanmig standart egriden hesaplanmistir. HPLC ile toplam ACN miktarinin belirlenmesi,
materyaldeki standardi olmayan piklerin alanlar1 hesaplandiktan sonra, basat pike ait standart egri esas

alinmak suretiyle yapilmistir (Yemis vd. 2010).

(izelge 3.1 Antosiyaninler i¢in uygulanacak eliisyon profili

Siire (dak.) %A %B
0 1 99
10 12 88
16 23 78
25 50 50
30 1 99
35 1 99

3.2.4.5 Fenolik dagilimin belirlenmesi

Uziim suyunda bulunan fenolik maddelerin saflastirma islemi, “3.2.4.4. Antosiyanin dagilimmnin
|belirlenmesi” boliimiinde aciklandigi gibi yapilmistir. Bu islemden farkli olarak sadece fenolik

bilesikler kartustan 5 mL etil asetat ile yikanarak eliie edilmistir.

Tanmimlama ve hesaplama
Fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasinda da “3.2.4.4. Antosiyanin

dagiliminin belirlenmesi” boliimiinde 6zellikleri verilen HPLC cihazindan yararlanilmistir.

Kromatografi kosullart

Kolon: Ters faz (reverse phase) C18 kolonu (250 x 4.6 mm, 5 um), (Phenomenex Inc.)

Koruyucu kolon: C18 koruyucu kolonu (4 x 3 mm, 5 um), (Phenomenex Inc.)

Akis hizi: 0.700 mL dak ™",

[Eliisyon siiresi: 85 dak.,

Enjeksiyon hacmi: 30 plL,

Dalga boyu: 280, 306, 320 ve 365 nm,

Hareketli faz (mobile phase): Asetonitril (%100) (A) ile formik asit: su (1:99 v/v) (B) karisimi.
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Gradiyent akis s6z konusu olup, Skrede vd. (2000) tarafindan
edilen eliisyon profili uygulanmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Fenolik madde dagilimi i¢in uygulanan eliisyon profili

Onerilen, tarafimizca modifiye

Siire (dak.) %A %B
0 2.5 97.5
45 25 75
50 50 50
55 100 0
68 100 0
70 80 20
85 2.9 97.5

(Yemis vd. 2010).

600

Kromatogramlarda elde edilen pikler, standart maddelerin gelis siiresi (retention time) ve PDA
dedektoriinde elde edilen UV spektrumlarmin kargilastirilmasiyla tanmimlanmistir. Bu c¢alismada
lkullanilan standart maddeler; kafeik asit (Sigma), vanilik asit (Fluka, Seelze, Almanya), klorojenik asit
(Aldrich, St. Louis, MO, A.B.D.), ferulik asit (Fluka, Seelze, Almanya), (+)-katesin (Sigma) ve (-)-
epikatesindir (Sigma). Ornekteki “toplam fenolik madde miktar1” ile “bireysel fenolik maddelerin

miktar1” epikatesine ait 5 veriye dayali olarak hazirlanmis standart egriden (Sekil 3.3) hesaplanmistir

500 4 y=123.419x+2.4238 R==0.9982
400
300 A
200 A

Alan (mAU*s)

100 A

() (J T

0 5 10 15 20
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 3.3 Epikatesin standart egrisi
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3.2.4.6 Antioksidan aktivite tayini

ABTS (2,2°- azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)’in oksidasyonu ile iiretilen ABTS™ radikal
coOzeltisi lizerine, antioksidan iceren bir Ornegin eklenmesi sonucu radikalin indirgenmesi temeline
dayanmaktadir. Mavi/yesil renkli ABTS™ radikali, antioksidan bir bilesik ile reaksiyona girdiginde
radikal, ABTS’ nin renksiz formuna ¢evrilmektedir. Reaksiyon sonucu harcanan ABTS™ miktar ise,
troloks (sentetik bir antioksidan) esdegeri olarak hesaplanmakta ve sonu¢ “TEAC degeri” (Trolox
equivalent antioksidant capacity) olarak ifade edilmektedir. Eger 6rnekte, antioksidant aktiviteye sahip
bilesik varsa, radikal ¢ozeltisinin rengi gittik¢e agilacak ve okunan absorbans degerleri zamana bagl

olarak gittikce diisecektir (Kirca ve Ozkan 2010).

Ornege ait olan egrinin egimi, troloks ile hazirlanmis olan standart egrinin egimine oranlanarak Srnegin

TEAC degeri hesaplanmistir. Bu hesaplamada, 6rnege ait seyreltme faktorii de dikkate alinmistir.

3.3 Istatistik Degerlendirme

Farkli durultma yardimer maddeleri ve kombinasyonlari ile yapilan tiziim suyu durultma islemleri, tiztim
suyunun fiziksel ve kimyasal o6zellikleri i¢in, her durultma uygulamasi sonunda elde edilen veriler iki
tekerriirlii faktoriyel diizende varyans analiz teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Varyans analizi
sonucuna gore, gerekli oldugu durumda Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak faktorlerin hangi
seviyeleri arasindaki farkhiligm énemli oldugu arastirilmustir. Istatistik analizler icin "Minitab for

Windows (ver. 15.1)" ve "MSTAT" paket programlart kullanilmistir.
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4. ANALIZ ve BULGULAR

arasinda yiiksek korelasyon (r=0.9396) bulunmaktadir.

bulaniklik diizeyindeki degisimler ¢izelge 4.1 te verilmistir.

Cizelge 4.1 Durultma igleminin bulaniklik diizeyi {izerine etkisi*

4.1 Durultma Sonrasi Bulanikhik Degerleri ve Fenolik Dagiliminin Bulamklik Uzerine Etkisi

Uziim suyu durultma denemesinde kullanilacak olan esas dozlar, bentonit i¢in 0.2 g/L, diger durultma
yardimc1 maddelerinin (kitosan, kazein ve albumin) hepsi i¢in 0.05 g/L olarak belirlenmistir. Bu dozlar

ile esas durultma denemesi 2 tekerriirlii olarak yapilmistir. Durultma islemi sonrasinda tiziim suyunun

Bilindigi gibi, liziim sularinda bulaniklik olusturan temel unsurlar; protein ve polifenollerdir. Sekil

4.1°de de goriildiigii gibi, durultma sonucu ulasilan bulaniklik diizeyleri ile fenolik madde miktar:

Kombinasyon Bulaniklik diizeyi (NTU)
Durultulmamus
Kontrol - 28.0+5.66 A**
Durultulmusg
0.2 g/L Bentonit - 5.7£0.14 B
0.05 g/L Kitosan - 11.24545B
0 2 g/L Bentonit 0.05 g/L Jelatin 8.8£1.70 B
0.05 g/LL Kazein 42+1.49B
0.05 g/LL Albumin 4.4+0.78 B
0.05 g/L Kitosan 10.5£2.12 B

*Degerler, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01)
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1 v=15487x+ 673,34 1=0.9396

Fenolik madde miktar
(mg/L)
S
()

0 10 20 30
Bulamkhk diizeyi (NTU)

Sekil 4.1 Bulaniklik diizeyi ve fenolik madde miktarlari
arasinda goriilen dogrusal iliski

Cizelge 4.1 incelendiginde, en iyi bulaniklik diizeyine ulasilan durultma uygulamalarinin, “bentonit”,
“bentonit+jelatin”, “bentonittkazein” ve “bentonit+albumin” kombinasyonlart oldugu goriilmektedir.
En yiliksek bulaniklik diizeyine ise, “kitosan” ve “bentonit+kitosan” kombinasyonu ile ulagilmistir.
Orneklerin bulaniklik degerleri arasindaki bu farkin, kullanilan durultma yardime1 maddelerinin farkli
fenolik gruplart {izerine daha etkili olmasimnin yaninda bunlarin gostermis olduklart esterlesme
reaksiyonlarinin da farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu nedenle, “durultma sonucu
ulasilan bulaniklik diizeyi” ile 6rneklerin icerdigi “bireysel fenoliklerin miktar1” arasindaki iliskiyi
belirlemek amaciyla, ¢galismamizda 6rneklerin fenolik madde igerikleri ve dagilimi HPLC yontemi ile

belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Kalecik Karasi tizim ham sularinin toplam fenolik madde miktar: 1117 mg/L’dir. Bu 6rnekteki basat
fenolik maddenin epikatesin oldugu bunu sirasiyla, pirokatesol, ferulik asit, kafeik asit, vanilik asit,
lkatesin ve klorojenik asidin izledigi ortaya konulmustur. Diger tiziim ¢esitlerinde oldugu gibi Kalecik
Karas1 tizlimlerde de basat olarak bulunan flavan-3-ol’ler katesin ve epikatesin olarak saptanmistir
(Yilmaz ve Toledo 2004, Iacopini vd. 2008). Bu iki fenolik maddenin bulunma oranlar1 ¢eside baglh
olarak degismektedir. Nitekim Kalecik Karasi {iziim suyunda, toplam fenolik madde igeriginde
epikatesin oran1 %31 iken, bu oran katesin i¢in sadece %1 dir. Kalecik Karasi iiztim suyu orneklerinde

en yiiksek miktarda bulunan fenolik asit ise, ferulik asittir (213-252 mg/L).

Durultma yardimer maddelerinin fenolik dagilimi1 ve miktar1 {izerine etkisi incelendiginde, durultma
sonunda orneklerin igerdigi toplam fenolik madde miktarlar ile fenolik dagilimlari arasinda Snemli
farkliliklar belirlenmistir (p < 0.01). Beklendigi gibi, en yiiksek toplam fenolik madde igerigi “kontrol”
grubunda saptanmistir. Durultma sonunda ise, en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 “bentonit” ile

durultulan 6rnekte; en diisiik deger ise “bentonit+albiimin” ile durultulan 6rnekte belirlenmistir.
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“Bentonit” kullanilarak yapilan durultma sonucunda, toplam fenolik madde miktarinda 6nemli azalma
olmamasinin nedeni; bentonitin berrak meyve suyu tiretiminde esas olarak proteinleri uzaklastirmasidir.
Ancak, bentonitlerin bazi polifenolleri absorbe ettikleri de bildirilmektedir (Gomez-Plaza vd. 2000).
Ornegin, yapilan fenolik dagilim analizi sonunda, bentonitin kafeik asidi yiiksek oranda uzaklastirdig:
(%26), ancak diger fenolikler tizerine etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, en diisiik toplam
fenolik madde miktari, iki farkli durultma maddesinin bir arada kullanildigi (“bentonit+kazein”,
“bentonit+albumin” ve  “bentonitt+kitosan”) uygulamalar sonunda  belirlenmistir.  Ancak,
“bentonit+kitosan” uygulamasi ile meydana gelen azalmanin, “bentonit” uygulamasina esdeger oldugu
yapilan Duncan ¢oklu karsilastirma testi sayesinde ortaya konulmustur. Ozetle, fenolik madde
miktarinda en yiiksek azalmaya, %29 ve 32 oranlar1 ile “bentonittkazein” ve “bentonit+albumin”
uygulamalar1 neden olmustur. Ayrica, en diisiik bulanik diizeyleri de yine bu 6rneklere aittir (4.2—4.4

NTU).

Cizelge 4.2 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlar: ile durultulan tiziim sularinin
fenolik madde miktarinda goriilen degisim

Kombinasyon Fenolik madde miktar1 (mg/L)" Azalma(%)
Durultulmamus
Kontrol - 1116.6+14.7 A™ -
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 1062.0£17.8 AB S
0.05 g/L Kitosan - 820.7+72.3 BC 26
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 890.9+14.9 ABC 16
0.05 g/L Kazein 755.0+13.1 C 29
0.05 g/l Albumin 726.2426.1 32
0.05 g/L Kitosan 770.5+46.5 BC 27

*Degerler, aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir.
**(Cizelge’de verilen fenolik madde miktar1 “epikatesin” cinsinden hesaplanmustir.
***Degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark onemlidir (p<0.01)

“Bentonit+kazein” ve “bentonit+albumin” kullanilarak yapilan durultmanin fenolik dagilimi iizerine
etkisi incelendiginde ise; kazeinin en ¢ok (%51) katesin lizerine etki ettigi goriilmektedir. Bu durum,
“prolyl” tinitesi oran1 %20 olan kazeinin durultmada polifenolleri etkin bir sekilde uzaklastirmasindan

kaynaklandigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.2 Uziim suyundaki fenolik maddelerin HPLC kromatogrami
1.Pirokatesol, 2. Katesin, 3. Klorojenik asit, 4. Vanilik asit,
5. Kafeik asit, 6. Epikatesin 7. Ferulik asit

Bilindigi gibi, ¢alismamizda bentonit ile birlikte kullanilan “kazein™ ve “albiimin™ protein yapisindadir.

Yapilan calismalarda, protein-polifenol interaksiyonun iki faktére bagli oldugu belirtilmektedir. Bunlar;

1)“Binding affinity” olarak adlandirilan ve hidrojen bagi yardimiyla gerceklesen bag yapma
kapasitesinin ytiksekligi,

2) Bu bilesiklerin i¢erdigi hidrofobik yapilarin oranidir.

Protein kaynakli durultma yardimci1 maddelerinin “prolyl” tinite orani artik¢a, yani prolin orani arttikca,
proteinlerin hidrobik o&zelliklerinin de arttigr ve flavan-3-ol’lerin (katesin, epikatesin) hidrofobik
tniteleri ile daha kolay etkilesime girdigi saptanmistir (He vd. 2006). Bununla birlikte, “prolyl” {inite
oran1 sadece %4 olmasina ragmen albuminde meyve suyu bulanikliginin énemli diizeyde azalmasina
neden olmustur (4.2 NTU). Bunun nedeni, bu durultma yardimer maddesinin etki mekanizmasinin,
hidrofobik etkilesimden ¢ok, hidrojen bagi uygunluguna baglh olmasidir (He vd. 2006). Yapilan fenolik
dagilim analizi sonucunda, albuminin %54, 48 ve 36 diizeyinde katesin, klorojenik asit ve epikatesini

etkin bir sekilde uzaklastirdigi belirlenmistir.

Protein bazli diger bir durultma yardimc1 maddesi olan jelatinin “prolyl” tinitesi orani ise %16.8dir.
Buna ragmen; jelatin, durultma islemi sonrasinda {iziim sularinin fenolik madde iceriginde, kazein ve
albumine gore daha diisiik seviyede (%16) azalmaya neden olmustur. Yapilan arastirmalarda, “haze
aktif” 6zellige sahip olan polifenollerin, proteinler ile interaksiyona girmesinin bazi kosullara bagl
oldugu gozlemlenmistir. Ornegin, bir protein olan ve haze-aktif 6zellikteki prolini yiiksek oranda iceren
jelatin ile epigallokatesinin interaksiyona girmedigi; epigallokatesin gallat’in ise, jelatin ile giicli bag
olusturdugu gézlemlenmistir. Ayrica, jelatinin polifenoller ile kompleks olusturmas i¢in polifenollerin

molekiil agirliginin 500 Da’dan biiyiik olmasi gerekmektedir (Turfan vd. 2011). Yapilan bir ¢calismada,
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yumurta albumini, monomer flavan-3-ol’lerden katesin ve epikatesin (290 Da) miktarinda sirasiyla, %72
ve 73 oraninda azalmaya neden olurken, bu degerlerin jelatin i¢in, %0 ve 3 oldugu belirlenmistir (Balik

vd. 2007).

Protein yapisindaki durultma yardimci maddelerinden (kazein, albumin ve jelatin) farkli olarak, kitosan
uygulamalari ile ulasilan bulaniklik diizeyleri ise, ¢ok daha yiiksektir (Cizelge 4.1). Bir polisakkarit olan
[kitosan, pozitif yiikii ile, iyonik bag ve bunun yaninda hidrojen kopriisii yardimiyla polifenollere etki
etmektedir (Kurtbay vd. 2008, Quintela vd. 2012). Gallik asit ve tiirevlerinden meydana gelen
gallotanenlerin, protein, fosfolipit ve seker gibi gida bilesenleri ile olusturduklari komplekslerin hangi
faktorlere bagli oldugunu belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, “gallotanenler ile polisakkaritlerin
baglanma kapasitesi’nin, “gallotanenler ile proteinlerin baglanma kapasitesi’nden daha duisiik seviyede
oldugu saptanmistir (He vd. 2006). Buna ek olarak, bulaniklik ag¢isindan 6nemli olan ve gallik asit ve
tiirevlerinin olusturdugu, hidrolize olabilen tanenlerin, galloyl esterleri arttik¢a proteinlerle baglanma
[kapasitenin arttig1 belirtilmektedir (Poncet-Legrand vd. 2006). Bunun nedeni, galloyl esterleri artan
polifenollerin ¢dziintrliiklerinin diismesi sonucu hidrofobik yapi olusturmasi ve bunun sonucu olarak
proteinlerin alifatik grubunda bulunan hidrofobik yapilar ile daha iyi bag yapabilmesi olarak
aciklanmaktadir (He vd. 2006). Ancak hidrofobik 6zelligi artan bu polifenollerin, hidrofil niteligi olan
polisakkaritler ile, dolayisiyla kitosan ile, baglanma kapasitesi de aym sekilde azalmaktadir.
Calismamizda yapilan fenolik dagilim analizi sonucuna gore, hidrofilik yapidaki kitosan durultma
yardimc1 maddesi, hidrofobik yap1 iceren katesin, epikatesin gibi (Adams 2006) fenolikleri az miktarda

uzaklastirabilirken, bir sinamik asit olan kafeik asidi yiiksek oranda uzaklastirmistir (%43).

4.2 Durultmanin Uziim Suyu Renk Ozellikleri Uzerine Etkisi

Durultma isleminin {iziim suyu rengi tizerine etkisini incelemek amaciyla, toplam monomerik ACN
tayini, ACN dagilim analizi (HPLC yontemi ile) polimerik renk ile reflektans renk analizleri, durultma
islemi yapilmamis kontrol 6rneginde ve her durultma isleminden sonra durultulmus oOrneklerde
yapilmistir. Analiz sonuglarini takip eden boliimde, bagliklar halinde verilmistir.

4.2.1 Toplam monomerik antosiyanin miktarlari

Durultulmamis (kontrol) ve durultma yardimci maddeleri ile berraklastirilmis 6rneklerin toplam

monomerik ACN tayini sonuglar1 ¢izelge 4.3°te verilmektedir.
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Cizelge 4.3 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlari ile durultulan tziim suyunun
toplam monomerik ACN miktarlari

Kombinasyon Toplam monomigik ACN
(mg/L)
Durultulmamus
Kontrol 2334375 AT
Durultulmusg
0.2 g/L Bentonit — 220+0.14 BC
0.05 g/L Kitosan - 205+1.70 E
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 219+2.69 BC
0.05 g/L. Kazein 22340.14 B
0.05 g/L Albumin 215+0.21 CD
0.05 g/L Kitosan 208+1.48 DE

*Degerler, aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir.
**Toplam monomerik ACN miktarlar1, mv-3-glu cinsinden hesaplanmistir.
***Degisik harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).

Bentonit ile durultma isleminden sonra, ACN miktar1 %6 oraninda azalmistir. Bentonit, durultmada
proteinleri adsorbe etme 6zelliginden dolayi, meyve sular1 veya sarap gibi alkollii i¢eceklerde protein
stabilizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Ancak, bunun yaninda bentonit, ayn1 zamanda elektrostatik yiik
tasimasi nedeniyle de 6nemlidir. Bilindigi tizere, bentonit negatif yiiklii olup, bu 6zelligi nedeni ile,
“bluefining” olarak da bilinen yontemle, demir ve bakir gibi metalleri uzaklastirmak i¢in kullanilabilen
bir durultma yardimc1 maddesidir. Bu olumlu etkilerinden farkli olarak, bentonit, ayn1 zamanda pozitif
yiukli ACN’lerle, negatif yiikleri sayesinde, interaksiyona girip, ACN’lerin ortamdan uzaklagmasina
neden olabilmektedirler (Gémez-Plaza vd. 2000, Ribéreau-Gayon vd. 2006). Calismamizda elde
ettigimiz sonuglar ile paralel olarak, Pinot-Noir {iztim ¢esidinden tiretilmis, 6 ay olgunlastirilmis kirmizi
saraplarin, 0.3, 0.6 ve 1 g/L dozlarinda bentonit ile durultulmas: sonucunda, toplam ACN miktarinda

%14-23 diizeyinde azalma gézlemlenmistir (Stankovic vd. 2012).

Sadece kitosan kullanilarak durultulan {iziim sularinda, toplam monomerik ACN miktarinda,
calismamizda goriilen en yiiksek azalma (%12) belirlenmistir.  Son yillarda yapilan c¢esitli
arastirmalarda, kitosanin, giiclii pozitif yiik tasidigi, asit baglayict 6zellikte ve kolloidal-dispers
partikiillerin uzaklastirilmasinda etkili oldugu goriilmustiir. Kitosanin, sivilardaki kati1 partikiilleri yapiy1
sararak ¢oktlirebilme niteligine sahip olmasi, meyve sularinda, etkili bir durultma yardimci maddesi

olarak kullanilabilecegini gostermistir (No vd. 2007). Uziim suyunun Kkitosan ile durultulmasi
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sonucunda, berrak (11 NTU) bir meyve suyu elde edilmistir. Ancak c¢alismamizda kullanilan diger
durultma yardimci maddelerine gore, kitosanin ACN’ler {izerine olumsuz etkisi daha fazla olmustur.
Kitosanin, ¢esitli etki mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bunlarin basinda igerdigi pozitif yiik sayesinde,
negatif yukli bilesiklere iyonik bag ile baglanarak etki etmesidir. Ancak, bunun yaninda kitosanin,
hidrojen kopriisii (bagl) veya Van-der waals bagi yardimiyla bilesikleri adsorbe etme yetenegi de
bulunmaktadir (Kurtbay vd. 2008, Quintela vd. 2012). Bu duruma &rnek olarak, protein gibi pozitif
yukli bilesiklerin, kitosan ile durultma isleminden sonra azalmasi verilebilir. Laboratuvarimizda yapilan
bir calismada, nar sular1 0.5 g/L kitosan ile soguk durultma teknigi kullanilarak berraklastirilmis ve bu

islem sonucunda monomerik ACN miktarinda %12 oraninda azalma saptanmistir (Kog 2013).

Jelatin, kazein, albumin ve kitosanin, ACN miktar1 tizerine etkisi belirlenirken, bu durultma yardimci
maddeleri bentonit ile birlikte kullanildig1 i¢in, kontrol olarak, sadece bentonit ile durultulan tiziim suyu
dikkate alinmistir. Buna gore, uygulamalar sonucunda, kazein ve jelatin ile durultulan érneklerin ACN
miktar1 ile bentonit 6rnegi arasindaki fark gézlemlenmemistir. Albumin ise, ACN miktarinda %2
diizeyinde bir azalmaya neden olsa da, bu farkin kontrol ornegine esdeger oldugu belirlenmistir
(p>0.01). Buna karsin, “bentonit+kitosan” kombinasyonu ile bentonit 6rnegi arasinda goriilen farkin
(%10.5) tesadiiften ileri gelmedigi, bu farkin istatistiksel olarak onemli derecede oldugu bulunmustur

(p<0.01).

Fang vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, bayberry meyve suyu rengi ve fenolik madde igerigi tizerine,
durultma isgleminin etkisini arastirmislardir. Bu ¢alismada, “ksantan gam (0.3 g/L) + kitosan (0.1 g/L)”
l[kombinasyonlar1 ile durultulan bayberry sularinda, toplam monomerik ACN miktarinin %11 oraninda

azaldig1 gozlemlenmistir.

4.2.2 Antosiyanin dagilim ve miktar analiz sonug¢lari

Durultma yardimer maddelerinin  ACN’ler {izerine olan etkilerini incelemek amaciyla, toplam
monomerik ACN miktar1 yaninda, HPLC y6ntemi ile de ACN analizi yapilmistir. Uziim suyunda hakim
olan ACN’in malvidin-3-glikozit olmasindan dolay1, kromatogramlarda elde edilen piklerin alanlar

99 ¢

toplanarak, “toplam ACN miktar1” “mv-3-glu” olarak hesaplanmistir. Cizelge 4.4’de HPLC yontemi ile
belirlenen toplam ACN miktar ile, farkli durultma yardimci1 maddeleri ile yapilan durultma sonucunda

bu ACN’lerdeki degisimler verilmektedir.

Durultulmus tiziim suyu orneklerinin toplam ACN miktar1 i¢in yapilan varyans analiz sonuglarina gore,
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durultma yardimci maddelerinin arasindaki farkin, istatistik olarak dnemli diizeyde oldugu saptanmustir.

Bu nedenle; elde edilen verilere

Cizelge 4.4 Farkli durultma yardimc1 maddeleri ve kombinasyonlari ile durultulan tiztim suyunun ACN

miktarlar1”
Kombinasyon ACN miktar1 (mg/L)
Durultulmamaus
Kontrol - 3574191 A"
Durultulmusg
0.2 g/L Bentonit - 332+19.7 AB
0.05 g/L Kitosan - 240+3.32 C
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 267+7.28 C
0.05 g/l Kazein 333+1.13 AB
0.05 g/L. Albumin 314+£1.34 B
0.05 g/L Kitosan 2474481 C

*Degerler, aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark onemlidir (p<0.01).

Duncan coklu karsilastirma testi uygulanmis ve kontrol 6rnegi ile bentonit arasinda goriilen farkin
Onemli diizeyde olmadigi, buna karsin kitosan ile durultulan 6rnek ile kontrol 6rneklerinin birbirlerinden
Onemli seviyede farkli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4). Bunun yaninda, bentonit ile durultulan 6rnek
ile, “bentonit+kazein” ve “bentonit+albumin” kombinasyonlari ile durultulan 6rnekler arasinda fark
bulunmazken, “bentonit+jelatin® ve “bentonitt+kitosan” kombinasyonlar1 ile durultulan ornekler

arasindaki farkin 6nemli oldugu goriilmiistir.

Jelatin, meyve suyu ve sarap gibi alkolli igeceklerde, bulanikliga neden olan polifenolleri uzaklastirmak
icin kullanilmaktadir. Daha 6ncede deginildigi tizere, jelatin yiiksek molekiillii polifenollere etkili olup,
ozellikle polifenollerin polimerizasyon etkisi arttikea, jelatinle interaksiyona girerek uzaklasma olasiligi
da artmaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Jelatin, meyve suyu pH araliginda pozitif yiiklii olup,
negatif yikli polifenollerle, iyonik bag yardimiyla etkilesime girmekte ve flok olusturmaktadir. Olusan
bu floklar biiyiidiikge, yer ¢ekimi ile ¢okelmektedir. Iste olusan bu floklar siiriiklenirken, bir kisim
IACN’i de beraberlerinde siiriikleyerek, ortamdan uzaklasmasini saglamaktadir. Floklar biiytidiikge,

stiriklenen ACN miktari, yani kayba ugrayan ACN miktar1 da artmaktadir (Turfan vd. 2011,
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Tiirkyilmaz vd. 2012). Kisaca jelatin, ACN’lere dogrudan olmasa da, dolayl olarak etki etmektedir.

(Calismamizda, “bentonit+jelatin kombinasyonu ile durultulan tiztim sularinin ACN miktarinda, sadece
bentonit ile durultulan 6rnege gore, %20 oraninda daha fazla azalma meydana gelmistir. Buna karsin,
bentonitin, kazein ve albumin ile olan kombinasyonunda bu diizeyde (%0.067—0.12) bir azalma
g6zlemlenmemistir. Bunun, jelatinin olusturdugu floklarin, diger protein bazli durultma yardimci
maddelerine gore daha biiylik olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Nitekim iiziim suyunda
bulunan polifenollerin, 6zellikle flavan-3-ol’lerin, biiyiik kismi polimerik yapida olup (Fuleki vd. 2003,
Monagas vd. 2003, Harbertson vd. 2003), jelatinle giiclii bir interaksiyona girerek, biiylik floklar
olusturabilmektedir (Poncet- Legrand vd. 2006).

Turfan vd. (2011), iki farkli proses ile tiretilen nar suyunun (danelenmis narin preslenmesi ve biitiin
meyvenin preslenmesi ile), ACN igeriklerinin, tiretim prosesinden nasil etkiledigini, HPLC yontemi ile
vaptiklart ACN analizi ile ortaya koymuslardir. Calismada, durultma asamasinda nar sulari, 0.4 g/L
(daneden iretilen meyve suyu), 2 g/L (biitiin meyveden {iretilen meyve suyu) dozlarinda jelatin ile
berraklastirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda durultma isleminin, danelenmis nar suyunun ACN
miktarinda %4 diizeyinde azalmaya neden oldugu, buna karsi biitiin meyveden iiretilmis meyve suyunda
ACN kaybinin %19 diizeyine ulastigi saptanmustir. Kabuklar1 ile preslenerek iiretilen nar suyunun
polifenol igerigi, diger nar suyuna goére yiiksek olup, ayn1 zamanda bu meyve suyunun igerdigi fenolik
bilesiklerin molekiil agirligi da ayni sekilde yiiksektir. Bu nedenle, biitiin meyveden iiretilen meyve
suyunun durultmasinda jelatin, daha biiyiik floklar olusturmus ve bunun sonucunda da daha yiiksek

miktarda ACN’in siiriiklenmesine neden olmustur (Turfan vd. 2011).

Durultmada kullanilan jelatin kombinasyonu, ACN miktarinda yiiksek diizeyde azalmaya neden
olurken, albumin ve kazein durultma yardimer maddelerinin etki mekanizmasi, jelatin ile ayni olmasina
ragmen, albumin ve kazein bu diizeyde azalmaya neden olmamistir. Yapilan ¢alismalarda albuminin,
yilksek diizeyde polimerize olmus tanenler iizerine etkili oldugu belirlenmistir (Sarni-Machado vd.
1997, Ribéreau-Gayon vd. 2006). Ancak son yillarda yapilan arastirmalarda, albuminin ayn1 zamanda,
flavan-3-ol’lerin monomerlerinden olan katesin ve de epikatesin ile de giiclii interaksiyonlar

gerceklestirdigi gorilmiistiir.

Puskas ve Milji¢ (2012) yaptiklar1 ¢alismada, sarap iiretim tekniginin, Cabernet Sauvignon kirmizi
sarabinin, fenolik madde ve renk igeriklerine olan etkilerini incelemislerdir. Arastirmada, durultma
islemi 0.2 g/L albumin ve 0.2 g/L jelatin ile gerceklestirilmistir. Arastirma sonunda, albumin, flavan-3-

ol’lerde %56 azalmaya neden olurken, katesin miktarinda %28, epikatesin miktarinda ise, %30
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diizeyinde azalma goriilmustir. Bunun yaninda, albumin ile durultmada, ACN miktarinda %11
diizeyinde azalma meydana gelmistir. Jelatin ise, ACN miktarinda %30 diizeyinde azalmaya neden
olmustur. Bu arastirma sonucunda, jelatinin, albuminin olusturdugu floktan daha biiyiik floklar

olusturarak daha fazla ACN siirtikledigi iddia edilmistir.

'Yapilan baska bir ¢alismada ise, yumurta albiimini; katesin ve epikatesin miktarlarinda sirasiyla, %72 ve
73 oraninda azalmaya neden olurken, bu degerler jelatin i¢in, %0 ve 3 oldugu belirlenmistir (Balik vd.
2007). Bu arastirma sonuglarina gore, jelatin yliksek molekiil agirlikli polifenollere baglanabilirken,
albumin molekiil agirligt az, monomer yapidaki polifenollere baglanarak, daha kiiclik floklar
olusturdugu sonucu ¢ikarilmaktadir. Albumin gibi protein bazli olan kazeinin de ACN’lerde azalma
meydana getirmemesinin nedeni olarak, ayni sekilde olusturdugu flok boyutlarinin kiigiik olmasi oldugu

distniilmustir.

Calismamizda sadece kitosan ile durultulan 6rnekteki ACN miktarinda durultma islemi yapilmamis
[kontrol 6rnegine gore %38 oraninda azalma goriiliirken, “bentonit+kitosan™ kombinasyonunda, bentonit
Oornegine gore, %26 oraninda azalma meydana gelmistir. Laboratuvarimizda yapilan, nar sularinin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri {izerine durultma isleminin etkisinin incelendigi bir ¢alismada, nar sulari,
soguk durultma teknigi uygulanarak, 0.5 g/L. dozunda kitosan ile berraklastirilmistir. Kitosan ile
durultulan nar sularinda, HPLC yo6ntemi ile belirlenen ACN miktarinda, baslangi¢ 6rnegine gore, %15

oraninda azalma saptanmistir (Kog 2013).

Asagida verilen sekil 4.3’te lizim suyuna ait ACN dagilim kromatogrami verilmistir. Kromatogramda
verilen piklerden 5 tanesi, ticari olarak iiretilen standart maddeler yardimiyla tanimlanmistir. Sekil
4.3°de belirlenmis olan ACN pikleri sirasiyla; cy-3,5-diglu, cy-3-glu, dp-3-glu, pn-3-glu ve mv-3-glu
oldugu belirlenmistir. Tanimlanmayan diger piklerin ise, pt-3-glu ve iiztimde bulunan tiim bu ACN’lerin

p-kumarik ve kafeik asitle agillenmis formlar1 olabilecegi diistiniilmektedir (Garia-Beneytez vd. 2003).

Durultulmus iiztim suyu 6rneklerinin ¢esitli ACN miktarlar1 i¢in yapilan varyans analizler sonuglarina
gore, durultma yardimci maddelerinin arasindaki farkin, istatistik olarak onemli diizeyde oldugu
saptanmistir. Bu nedenle; elde edilen verilere Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmis ve drnekler
arasinda, sadece kitosan ve bentonitin kontrol 6rneginden farkli oldugu goriilmiistiir. Ayrica, kitosan ve
jelatinin, bentonit ile olan kombinasyonu, bentonit Orneginden farkli iken, diger kombinasyon

orneklerinde fark goriilmemistir.
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Sekil 4.3 Uziim suyundaki ACN’lerin HPLC kromatogrami (520 nm)
1.Cy-3,5-diglu, 2. Cy-3-glu, 3. Dp-3-glu, 4. Pn-3-glu, 5. Mv-3-glu

Toplam ACN miktarinin %57°si, “mv-3-glu” ten olusmaktadir. Mv-3-glu’i, %10 oraninda pay ile pn-3-
glu takip etmektedir. Kirmizi tiztimlerde yapilan diger ¢aligmalarda da benzer sonuglar bulunmustur. Bu
calismalarda kirmizi {iztimiin bagat ACN’in mv-3-glu (%60-67) oldugu belirtilirken, bunu pn-3-glu’in
(%9-10) izledigi ortaya konulmustur (Castillo-Sanchez vd. 2008).

4.2.3 Spektrofotometrik ve HPLC yontemleri ile yapilan toplam monomerik antosiyanin
analizlerinin karsilastirilmasi

Calismamizda, durultmanin ACN’ler {izerine etkisini belirlemek amaciyla, iki farkli yontem
kullanilmistir. = Bu yontemler, spektrofotometrik (pH-differansiyel) ve HPLC yontemleridir. pH-
differansiyel yontemi; basit, hizli ve de ayn1 zamanda duyarli bir yontem olarak tanimlanmaktadir.
HPLC yonteminde ise, ters faz kromatografi ile, PDA dedektor sayesinde, ACN’ler, polarite
farklarindan yararlanarak, bireysel olarak ayrilabilmekte ve standartlar yardimiyla her bir ACN ayr ayr1

tanimlanabilmektedir (Lee vd. 2008).

Bircok arastirici daha yiiksek ACN miktar1 elde edilmesi ve ACN analizini interfere eden polimerik
pigmentlerin HPLC ile elde edilen sonuglara etkisinin bulunmamasi nedenleriyle, HPLC yontemini daha
gtivenilir bulmaktadir (Sanchez-Moreno vd. 2003, Wu vd. 2006). Calismamizda da, iki yontem arasinda
yiiksek fark bulunmus olup, HPLC yontemi ile daha fazla ACN miktar1 hesaplanmistir. Nitekim kontrol

ornegi ile kiyaslandiginda, iki yontem arasinda %35’lik bir fark goriilmektedir.

Lee vd. (2008), yaptiklar1 ¢alismada, bu iki yontemi karsilastirmak icin, ticari olarak {iretilen ¢esitli
[kirmizi meyve sularinda (nar, yabanmersini, izim suyu vb.) toplam monomerik ACN miktarlarin
belirlemislerdir. Calisma sonucunda, HPLC yontemi ile analiz edilen 6rneklerin ACN miktarlarinin ¢ok
daha yiiksek oldugu gozlemlenirken, tiziim sularinda iki yontem arasinda, %78 oraninda fark

bulunmustur. Iki yontem arasindaki farkin, yontemlerde kullanilan ¢ozgenlerin farkli olmasindan
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[kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Lee vd. 2002, Lee ve Finn 2007).

Sekil 4.4°de, iki yontem arasindaki korelasyon grafigi verilmistir. Bilindigi gibi, korelasyon, iki
degisken arasindaki dogrusal iliskinin yoniinii ve giiciinii belirtir ve +1 ile —1 arasinda degisir. incelenen
iki degisken arasinda bulunan korelasyon katsayisi (r) 0.5-1 arasinda ise, bu durum, iki degisken
arasinda korelasyon oldugunu gosterir. Buna gore, arastirmamizda ACN’leri belirlemek ig¢in
lkullandigimiz iki yontem arasinda yiiksek korelasyon oldugu goriilmektedir (r=0.877). Benzer olarak,
bu iki yontemi karsilastirmak icin yapilan bir ¢aligmada kirmiz1 tiztim suyu kullanilmig ve iki yontem
arasindaki “r” degerinin 0.948 oldugu belirlenmistir (Lee vd. 2008). Amerika kokenli “elderberry” ve
Avrupa kokenli “elderberry” meyvelerinin i¢erdikleri ACN’lerin incelendigi bir ¢alismada, ACN analizi
spektrofotometrik pH-differansiyel ve HPLC yontemi ile gergeklestirilmis ve bu iki yontem arasindaki

“r”” degerinin, 0.98 oldugu belirtilmistir (Lee ve Finn 2007).
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Spektrofotometrik yontem

Sekil 4.4 Spektrofotometrik ve HPLC yontemleri ile belirlenen
ACN miktarlar1 arasindaki dogrusal iligki

4.2.4 Polimerik renk degerleri

Kontrol 6rnekleri ve durultulmus {iziim sularinda, polimerik renk ve polimerik renk oranlar1 belirlenmis

ve sonuglar, Cizelge 4.5°de verilmistir.

Durultulmus tiziim suyu Orneklerinin polimerik renk ve polimerik renk orani degerleri icin yapilan
varyans analizleri sonuglarina gore, polimerik renk acisindan durultma yardimeir maddelerinin arasinda
goriilen farkin kontrol 6rnegine esdeger oldugu saptanirken (p>0.01), polimerik renk orani degerleri
arasindaki farkin istatistik olarak onemli diizeyde oldugu tespit edilmistir (p<0.01). Bu nedenle; elde
edilen verilere Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmis ve kontrol ornekleri ile durultma

uygulanmis Ornekler arasinda goriilen farkin 6nemli diizeyde olmadigi, tespit edilen farkin ise,

“bentonit+tjelatin™ ile “bentonit+albumin™ uygulamalar1 arasindaki farktan kaynaklandigi belirlenmistir
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(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlari ile durultulan tziim suyunun
polimerik renk degeri ve oram’

Kombinasyon Polimerik Polimerik renk orani
renk (Abs) (%)
Durultulmamus
Kontrol ~ 1.29+0.02 30+0.71AB™
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit — 1.2840.1 30+0.64AB
0.05 g/L Kitosan - 1.32+0.03 31+£0.14A
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 1.21+0.04 28+0.7 B
0.05 g/L Kazein 1.22+0.03 30+£0.35 AB
0.05 g/L Albumin 1.38+0.02 31+0 A
0.05 g/L Kitosan 1.31£0.03 31+0 A

*Degerler, aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark, onemlidir (p<0.01).

Durultma uygulamalar1 sonunda gériilen en disiik polimerik renk orani, bentonit-jelatin kombinasyonu
ile durultulan oOrnekte saptanmistir. Jelatin ile durultma islemi sonucunda polimerik renk orani
azalisinin, durultma islemi sirasinda meyve suyundan esmer renkli bilesiklerin uzaklagmasi nedeniyle
meydana geldigi distiniilmektedir. Tirkyillmaz vd. (2012), siyah havug¢ suyunda, toplam monomerik
ACN ve polimerik renk orani lizerine, pastorizasyon ve durultmanin (bentonit 0.715 g/L—jelatin 7.5
mlL/L—kizelsol 2.6 mL/L) etkisini incelemislerdir. Arastirma sonucunda, durultma isleminden sonra

polimerik renk oraninin 6nemli derecede azaldig1 goriilmiistiir.

Polimerik renk oraninin, bazi {irtinler harig, higbir islem gérmemis meyve sularinda %10 degerine yakin
olmas1 gerektigi belirtilmektedir (Cemeroglu vd. 2010). Polimerik renk oraninin artmasi, bir yandan
IACN’lerin par¢alandigini, diger yandan da esmerlesme reaksiyonlar1 sonucunda kahverengi melanoidin

pigmentlerinin olustugunu gostermektedir (Giusti ve Wrolstad 2001).

Antosiyaninler, pH basta olmak tizere, sicaklik, 151k, enzim, kopigmentler, oksijen, enzim, askorbik asit
gibi bir¢ok faktorden etkilenmektedir (Cevallos-Casals ve Cisneros-Zevallos 2004, Cavalcanti vd.

2011). Bunun yaninda ACN’lerin stabiliteleri, 6nemli derecede yapilarina, olustuklar1 matrikse bagh
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oldugu belirtilmektedir (Wrolstad vd. 2005). Calismamizda, tiziim {iretiminin proses asamalarindan biri
olan enzimasyon islemi sirasinda, {izim maysesi, kullanilan enzimin optimum ¢alisma sicakligi olan
50°C’ye 2 h siire ile maruz birakilmistir. Bu islem ile, bir yandan iiziim suyunda bulunan ve ACN’lerin
par¢alanmasina neden olan diger enzimler inaktif hale getirilmis, diger yandan da kabukta bulunan
ACN’lerin liziim suyuna geg¢mesi saglanmistir. Bununla birlikte, yapilan bu islem, {iriiniin polimerik

renk oraninin yilikselmesine (%28.5-31) neden olmustur.

Literatiirde, 1sitma sirasinda ACN’lerin hangi mekanizma ile pargalandig ile ilgili kesin bir agiklama
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, termal degradasyonun ilk asamasinin ACN’lerin heterosiklik
halkasinin agilmasi ile basladigi, ACN’in yapisinda bulunan ve onun stabilitesini artiran glikozitin
ACN’in yapisindan ayrilmast sonucunda, renksiz calkon molekiillerinin olustugu belirtilmektedir
(Rodriguez-Saona vd. 1999). Daha ileri asamalarda, olusan calkon molekiilleri kondensasyon ve

polimerizasyon asamalarindan sonra, kahverengi melanoidin pigmentlerine doniismektedir.

Yapilan bir calismada, tiztimden ekstrakte edilen ACN ekstraktinda, polimerik renk orani tayini yapilmig
ve polimerik renk oranin %22 oldugu bildirilmistir (Cevallos-Casals ve Cisneros-Zevallos 2004, Reyes
ve Cisneros-Zevallos 2007). Bu yontemin temeli, polimerik molekiillerin, bisiilfit ¢ozeltisine direncli
olmasina, buna karsin ACN’lerin bistilfit ile reaksiyona girerek ortamdan uzaklasmasina dayanmaktadir
(Wrolstad 1976). Cevallos-Casals ve Cisneros-Zevallos (2004) yaptiklari ¢alismada, kirmizi tath
patates ve mor misir ACN’lerinin stabiliteleri ile ticari dogal (ACN) ve sentetik renk katkilarinin
stabilitelerini karsilagtirmislardir. Calismada kirmizi {iziimden elde edilen ACN igeren ticari renk
[katkisinin termal stabilitesini saptamak amaciyla tiriin, 99°C’de 2 h siireyle 1siya maruz birakilmis ve bu

1sitma sonunda polimerik renk orani %29 olarak belirlenmistir.

Pastorizasyon ve durultmanin ACN’ler ve polimerik renk tizerine olan etkisinin arastirildigi bir
calismada, siyah havug suyu, durultulmus ve durultulmamis olarak, 90°C’de 15 dak. siireyle pastdrize
edilmistir (Turkyilmaz 2009). Arastirmada, durultulmus ve pastorize edilmemis siyah havu¢ suyunun
polimerik renk orani %15 iken, pastdrizasyondan sonra bu deger %22 diizeyine yiikselmistir. Bu artis,
pastorizasyon isleminde, termal degradasyon sonucu ACN’lerin pargalandigi ve daha sonrasinda olusan
trtinlerin polimerize olarak esmer renkli bilesikler olusturmasi ile ac¢iklanmaktadir (Tiirkyilmaz 2009,
Turkyillmaz vd. 2012). Bu calismaya paralel olarak laboratuvarimizda nar suyu konsantrelerinde
yuriitiilen bir ¢alismada, nar suyu polimerik renk oraninin, pastdrizasyondan sonra sadece %3 oraninda

artt1ig1 gozlenmistir (Turfan 2008).
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Yabanmersini suyu {iretim basamaklarinin, yabanmersini renk o6zellikleri tizerine etkisini incelemek
amaciyla, pastorizasyon ve depektinizasyon asamalarindan sonra, polimerik renk oranlari belirlenmistir
(Hager vd. 2008). Bu ¢alismada, depektinizasyon (40°C, 1 h) asamasindan sonra, {iriiniin polimerik

renk oran1 %20 artarak, %10.5’ten %13.2’ye yiikselmistir.

4.2.5 Reflektans renk degerleri

Uziim sularinin durultma isleminden énce ve sonra renklerinde olusan degisimler, materyalin renginin
reflektans spektrofotometresi ile CIE L*, a*, b*, C* (kroma) ve h°® (hue) degerlerinin Olctilmesi ile

izlenmistir. Bu dl¢timlere iligskin veriler Cizelge 4.6’de verilmistir.

Bilindigi gibi, CIE L*a*b* sisteminde L* degeri aydinlik derecesi (lightness) olarak tanimlanmakta ve
bu deger 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasinda degismektedir. CIE a* degeri, 0 ile 60 arasinda degismekte
olup, pozitif a* degerleri kirmizi, negatif a* degerleri ise, yesil rengi gostermektedir. CIE b* degerleri
de, 0 ile 60 arasinda degismekte; pozitif b* degerleri sari, negatif b* degerleri ise, mavi rengi
gostermektedir. a* ve b* degerlerinin 0 olmasi, cismin renksiz (akromatik) oldugunu gostermektedir.
CIE C* (kroma, chroma) degeri, renk doygunlugu veya renk yogunlugu (saturation) ile ilgili bir nitelik
olup 0 ile 60 arasinda degismekte ve renk diizleminin merkezinde 0 (mat, dull) ve merkezden
uzaklastik¢a parlak (vivid) tonlar artmaktadir. h® (hue) degeri ise, renk tonu veya renkle ilgili bir nitelik
olup, 0°-360° arasinda degismekte; 0° kirmizi, 90° sari, 180° yesil ve 270° mavi olarak

degerlendirilmektedir (Wrolstad vd. 2005, Veberic vd. 2010).

Durultulmus {iziim suyu 6rneklerinin reflektans renk degerleri i¢in yapilan varyans analizler sonuglari,
durultma yardimci1 maddelerinin aralarindaki farkin, istatistik olarak ©nemli diizeyde olmadiginm
gostermistir (p>0.01). Bununla birlikte, h® degerinde ise, %95°lik 6nem diizeyinde Ornekler arasinda
fark oldugu gorilmistir (p<0.05). Bu nedenle, Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonucunda,
“bentonit+kitosan” kombinasyonu ve sadece kitosan ile durultulan &rneklerin kontrol 6rneklerinden

onemli seviyede farkli oldugu belirlenmistir.

Sadece kitosan ile durultulan 6rnegin h® degerinde 7°lik artis gériiliirken, “bentonit+kitosan”
[kombinasyonunda 4.5° diizeyinde artis saptanmistir. ACN iceren gidalarda h® degerinde goriilen artis,
IACN’lerin pargalandiginin ve sart renk olustugunun gostergesidir. Ancak durultma isleminde, bu artis,
IACN’lerin floklar ile birlikte ortamdan uzaklagsmasi ile meydana gelen ACN kaybi1 olarak
yorumlanmaktadir (Turfan 2008).
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Cizelge 4.6 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlar: ile durultulan tiziim suyunun
reflektans renk degerleri

Kombinasyon L* a* b* C* h°
Durultulmamus
Kontrol - 2595 503 048 5.06 5.5
Durultulmusg
0.2 g/L Bentonit - 25.72 462 0.65 4.66 8.0
0.05 g/L Kitosan - 26.10 425 094 435 12.5
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 2558 5.03 050 5.06 5.8
0.05 g/L Kazein 2587 439 0.76 446 9.9
0.05 g/L Albumin 26.06 5.09 050 5.10 6.2
0.05 g/L Kitosan 2§.67 Nl N0 O3 4,83 12.5

Toplam monomerik ACN miktarlar: ile reflektans renk degerleri arasindaki iliskiyi ortaya koymak
amaciyla, iki analiz yontemi arasinda korelasyon aranmistir. C* ve a* degeri ile, ACN miktar arasinda
orta derecede korelasyon goriiliitken (sirasiyla r=0.576 ve r=0.582), h°® degeri ile yiiksek diizeyde

[korelasyon (r=0.728) oldugu belirlenmistir.

4.3 Durultmanin Uziim Suyunun Baz: Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Etkisi

Uziim suyunda bulunan baslica suda ¢oziiniir kuru maddeler; glukoz, fruktoz, tartarik asit ve malik
asittir. Tartarik ve malik asit disinda, tizimde bulunan diger organik asitler ise, sitrik, galaktronik,
suksinik, laktik, fumarik ve okzalik asit oldugu belirtilmektedir (Buglione ve Lozano 2002). Durultma
isleminin {izim suyunun; pH, titrasyon asitligi, briks ve bulaniklik diizeyi {izerine etkisini ortaya

lkoymak i¢in analizler yapilmis ve bu analizlerin sonuglari ¢izelge 4.7°de verilmistir.

Durultulmus {iziim suyu orneklerinin briks, pH ve titrasyon asitligi sonuglar1 i¢in yapilan varyans
analizler sonuclarina goére, durultma yardimei1 maddelerinin arasindaki farkin, briks ve titrasyon asitligi
icin dnemli olmadig: tespit edilirken (p>0.01), pH sonuglar1 arasindaki farkin istatistik olarak nemli
diizeyde oldugu saptanmistir (p<0.01). Bu nedenle; pH verilerine Duncan ¢oklu karsilastirma testi

uygulanmis ve pH degerleri arasinda, kitosan ile kontrol oOrneklerinin ve “bentonittkazein” ile
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“bentonit+jelatin 6rneklerinin pH’lariin farkli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.7 Durultulmamis ve durultulmus 6rneklerin bazi analitik 6zellikleri*

Kombinasyon pH Titrasyon Briks (%)
asitligi*(g/L)
Durultulmamug
Kontrol - 3.79£0 AB** 0.59£0.00 26.87£0.00
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 3.7910.01 AB 0.60+0.01 26.8410.04
0.05 g/L Kitosan - 3.741£0.01 C 0.56+0.00 26.70+0.01
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 37740 B 0.57£0.02 26.77+0.01
0.05 g/L Kazein 3.80+0.02 A 0.55+0.02 26.77+0.20
0.05 g/L Albumin 3.78+0.01 AB 0.55+0.01 26.69+0.01
0.05 g/L Kitosan 3.79t0 AB 0.57+0.01 26.70£0.10

*Degerler, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
*Titrasyon asitligi, tartarik asit cinsinden hesaplanmistir.
**Degisik harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark, dnemlidir (p<0.01).

3.2.2.1 baslikli, durultma yardimer maddelerinin hazirlanmasi boliimiinde de belirtildigi gibi, kitosan
sitrik asit ¢Ozeltisi i¢inde ¢6zlinduriilerek hazirlanmigtir. Bu sekilde, durultma islemi amaciyla triine
eklenen kitosan, uriintin pH seviyesinde azalmaya neden olabilecegi diistintilmiistiir. Bunun yaninda,
“bentonit+kazein” kombinasyonu ile durultulmus ornek ile, “bentonitt+jelatin™ ile durultulmus tiztim
suyunun pH’larmin farkli oldugu belirlenmistir. Bu durumun, durultma yardimci maddesinin
hazirlanmasi ile baglantili oldugu olasiligi bulunmaktadir. Cilinkii kazein sodyum karbonat ¢ozeltisi
icerisinde hazirlanmis ve bu sekilde kullanilmistir. Bunun sonucu olarak, pH seviyesinin yiikseldigi

sanilmaktadir.
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1.

5. SONUC ve ONERILER

Arastirma sonunda elde edilen sonuglar, maddeler halinde asagida sunulmustur.

Uziim suyu ACN’leri iizerine, kullanilan durultma yardime1 maddesinin dozundan ¢ok, tiirii daha

fazla etkiye sahiptir.

Uziim suyunun durultulmasinda, ACN’leri en iyi diizeyde koruyup, en diisiik bulamklik diizeyini

(4.2-4.4 NTU) saglayan “bentonit+kazein” ve “bentonit+albumin” uygulamalar1 6nerilmektedir.

Uziim suyunun durultulmasinda, albiimin ve kazeinin, jelatine gére daha basarili sonuglar sagladig

belirlenmistir.

Durultma sirasinda yiiksek ACN kaybina neden oldugu igin iizim suyu iiretiminde Kkitosan

kullanim1 6nerilmemektedir.

Farkli durultma yardimci maddelerinin fenolik maddeler tizerine etki diizeyi farklidir.
» Bentonit, kafeik ve klorojenik asitin,

» Kazein ve albumin, katesin, kafeik asit, klorojenik asit ve epikatesinin,

» Jelatin, kafeik, katesin ve klorojenik asidin,

» Kitosan ise, kafeik ve klorojenik asitin meyve suyundan uzaklastirilmasinda daha etkilidir.

Kalecik karasi tiziim ¢esidinin basat ACN’inin, mv-3-glu (%57) oldugu, bunu pn-3-glu’in (%10)
takip ettigi belirlenmistir.
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[6. GELECEGE ILISKIN ONGORULEN KATKILAR

Ulkemiz meyve suyu iiretim istatistikleri incelendiginde, {iziim suyu iiretim oranimin diger meyve
sularina oranla az oldugu goriilmektedir. Ancak, son yillarda tiiketicilerin bilinglenmesi ile birlikte,
ozellikle %100 dogal meyve sularina olan ilgi artmis ve bunun sonucunda {iziim suyu {iiretimin de
onemli artislar gozlenmistir. Ornegin, {iziim suyu iiretimi 2005 yilinda 10,900 ton iken, 2007 yilinda bu
miktar 18,600 ton’a kadar yiikselmistir. Bunun sonucu olarak, endiistriyel iiretim sorunlari g6z oniine

alinarak, tilkemizde tizlim sular1 tizerine yapilan arastirmalarda da son yillarda artis goriilmiistiir.

Berrak kirmizi tiziim suyu iiretiminin 6nemli bir proses basamagi olan durultma islemi sonucunda,
durultma parametrelerine (siire, sicaklik, durultma yardimc1 maddesi tiir ve dozaji) bagl olarak, kirmizi
meyve sulart i¢in onemli kalite kriterlerinden birisi olan ACN’ler olumsuz olarak etkilenebilmektedir.
Nitekim yaptigimiz bu calismada da, ayni dozajlarda kullanilmasina ragmen durultma yardimeci
maddelerinin, bu pigmenti farkli oranlarda etkiledigi goriilmiis ve kirmizi tiziim suyu durultmasinda
[kitosan kullanimi, bulanik diizeyini yeterli seviyeye diisiirse de, ACN’lerde 6nemli kayiplara neden
oldugu i¢in 6nerilmemistir. Bunun yaninda, arastirmamizda albiimin ve kazein ile durultma sonucunda,
durultma isleminde yaygin olarak kullanilan jelatine gére, hem bulaniklik hem de ACN korunumu
bakimindan, daha basarili sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar géz Oniine alindiginda, enduistriyel
iretimde, halihazirda sarap durultulmasinda kullanilan, albiimin ve kazein durultma yardimei
maddelerinin meyve sulari i¢in kullanilmasinin yayginlasmasi miimkiindiir. Bu sayede, berrak ve ¢ekici
bir iiriin elde edilirken, ayn1 zamanda renk 6zellikleri bakimindan da daha kaliteli tirtinler tiretilmis

olacaktir.

Yapilan bu g¢alismada, ayn1 zamanda, fenolik dagilim analizi ile 6nemli sonuglar elde edilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada, farkli durultma yardime1 maddelerinin farkli fenolik maddeler tizerine daha etkili
oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ hem bilimsel hem de endiistriyel anlamda onem tagimaktadir. Ornegin
yapilan caligmalarda jelatinin, molekil agirligi 500 Da kiigiik olan fenolikleri uzaklagtiramadigi
belirlenmistir. Bu c¢alismada da molekiil agirligi 290 Da olan katesin ve epikatesin gibi fenoliklerin,
jelatin tarafindan uzaklastirilamadigi goriilmiistiir. Ancak, kazein ve albiiminin bu fenolikler iizerine
yilksek diizeyde etki ettigi gézlemlenmistir. Bu sayede, iiztim suyundaki basat fenoliklerden biri olan
epikatesini uzaklastirdig1 icin, albiimin ve kazein durultma yardimei maddeleri ile durultma sonucu
basari, diisiik bulaniklik seviyesi kriterine gore, saglanmistir. Ancak calismamizda {iretilen berrak
[kirmiz1 tizlim suyunun depolama siiresince bulaniklik stabilitesi incelenmemistir. Bu nedenle, berrak

meyve sularinda 6nemli bir sorun olan, sonradan bulanmanin {iziim suyunda gozlemlenmesi ve eger

gerceklesirse nedenlerinin ortaya konulmasi, ileride bu ¢alismanin devami olarak gergeklestirilebilir.
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7. SAGLANAN ALTYAPI OLANAKLARI ILE VARSA GERCEKLESTIRILEN PROJELER

Bu proje kapsaminda saglanmis herhangi bir altyapi olanagi bulunmamaktadir.

8. SAGLANAN ALTYAPI OLANAKLARININ VARSA BILIM/HIZMET VE EGITIiM
ALANLARINDAKI KATKILARI

Bu proje kapsaminda saglanmis herhangi bir altyapi olanagi bulunmamaktadir.
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EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

Mali Bilanco ve Ac¢iklamalari:

* PROJE TUTARI : 20,000 TL
*» PROJE GIDERLERI : 19,942 TL
» KALAN : 58TL

* Proje Giderleri:

400 Tiiketim Mal ve Malzemeleri Gideri 19,942 TL
v Kimyasal ve sarf malzeme (12.07.2013) . 17,582 TL
V Kimyasal ve sarf malzeme (06.08.2013) - 2360 TL
Tarih Adi Soyadi, Unvam IMZA

10.02.2014 Mehmet Ozkan, Prof. Dr.




