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Bu caligmada, durultma ve pastérizasyon islemlerinin siyah havug suyunun toplam fenolik madde igerigi
ve antioksidan aktivitesine etkisi incelenmigtir. Ayrica 5°C, 20°C ve 30°C sicakliklarda 8 ay depolama
stiresince, siyah havug¢ suyu konsantrelerinin toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite igerigindeki
degisimler de gozlenmistir. Toplam fenolik bilesik igerigi, Folin Ciocalteu yontemi ile spektrofotometrik
olarak Ol¢iilmiis, sonuglar “gallik asit esdegeri” olarak ifade edilmistir. Antioksidan aktivite ise, ABTS
yontemi ile belirlenmis ve sonuclar “TEAC (troloks esdeger antioksidan kapasite) esdegeri” olarak
verilmistir. Siyah havug sularinin fenolik madde kompozisyonu, HPLC-MS yontemi ile belirlenmistir.

Siyah havug¢ sularmin durultulmasinda, 6nce depektinizasyon daha sonra da berraklagtirma islemi
uygulanmigtir. Berraklastirmada, durultma yardimci maddeleri olarak adlandirilan bentonit, kizelsol ve
jelatin kullanilmistir. Enzim uygulamasi sonucu hiicre duvarlarindan fenolik maddelerin serbest kalmasi
nedeniyle, depektinize edilmis siyah havug suyunun fenolik igeriginde %12 ve buna bagli olarak da
antioksidan aktivitesinde ise, %10 diizeyinde bir artis belirlenmistir. Buna karsin, depektinize edilmis
Ornege bentonit uygulamas: sonucunda; fenolik igeriginde %10 ve antioksidan aktivitede %9 diizeyinde
azaliy saptanmistir. Ayrica, jelatin uygulamasindan sonra fenolik maddelerde %25 ve antioksidan
aktivitede %15 diizeyinde azalig saptanmustir. PastOrizasyon isleminden sonra siyah havug suyu
orneklerinde bulanma gozlenmistir. Siyah havu¢ suyu konsantrelerinin depolanmasi siiresince; fenolik
miktarinda ve antioksidan aktivite diizeyinde %4—11 diizeyinde az da olsa degisimler saptanmistir.

Siyah havug suyu ve konsantresinde, 3 temel fenolik madde saptanmig ve HPLC-MS analizleri sonucunda
bunlardan basat fenolik maddenin klorojenik asit oldugu belirlenmistir. Toplam pik alaninin %901
klorojenik asitten olugsmustur. Fenolik madde analizi ve antioksidan aktivite dlglimleri siyah havug suyu
ve konsantresinin antioksidan aktivitesinin, drneklerin yiiksek klorojenik asit igeriginden kaynaklandigini
gostermistir.

Elde edilen sonuglar, siyah havu¢ suyunun fenolik madde miktarindaki en onemli azalmanin jelatin-
kizelsol ile durultma sonucunda oldugunu, fakat; siyah havu¢ suyu konsantresinin fenolik madde
miktarinda depolama boyunca 6nemli bir degisimin olmadigini gdstermistir. Ayrica bu g¢alismada,
depolama boyunca siyah havuc¢ suyu konsantrelerinin antioksidan aktivite diizeylerinde 6nemli bir
degisim olmadig1 gozlenmistir. Depolama boyunca; fenolik maddelerin pargalanmasinda sicakligin
onemli bir etkisinin olmamas1 nedeniyle, fenolik maddelerin par¢alanmasina iligskin aktivasyon enerjisi
hesaplanmamustir.

Aralik 2010, 69 sayfa
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CHANGES IN PHENOLIC COMPOUNDS OF BLACK CARROT JUICE
CONCENTRATE DURING PRODUCTION AND STORAGE AND AND ITS
RELATION WITH ANTIOXIDANT ACTIVITY
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This study was conducted to determine the effects of clarification and pasteurization on the phenolic
content and antioxidant activity of black carrot juice. Moreover, the changes in phenolic content and
antioxidant activity of black carrot juice concentrates were also monitored during storage at 5°C, 20°C
and 30°C for a period of 8 months. Total phenolic content was measured spectrophotometerically
according to the Folin Ciocalteu method and the results were expressed as “gallic acid equivalents”.
Antioxidant activity was determined by the ABTS method and the results were expressed as “TEAC
(trolox equivalent antioxidant capacity)”. Phenolic composition of black carrot juice was determined by
HPLC-MS method.

For the clarification of the black carrot juice, first depectinization and then the clarification were carried
out. For the clarification; bentonite, gelatin and kizelsol were used as clarification agents. As a result of
enzyme application, phenolics were release from cell wall and this resulted in 12 and 10% increase in
total phenolic content and antioxidant activity of depectinized black carrot juice, respectively. On the
other hand, bentonite application caused in the phenolic content and antioxidant activity, respectively.
Also, after gelatin application, 25 and 15% decreases were observed in the phenolic content and
antioxidant activity of the juice samples, respectively. Haze formation occurred after pasteurization of
black carrot juice samples. Measurements of phenolic content and antioxidant activity showed small
losses (4—11%) during storage of black carrot juice concentrate.

Three main phenolics were determined in black carrot juice and concentrate samples by HPLC-MS and
chlorogenic acid was identified as the the predominant phenolic in black carrot juice. In fact, 90% of the
total peak areas were quantified as chlorogenic acid. The results from phenolic and activity analyses
revealed that the antioxidant activity of black carrot juice and concentrate was due to the high content of
chlorogenic acid.

The results showed that the highest loss of phenolic content in the black carrot juice occurred as a result
of clarification with gelatin-kizelsol application. However, there was no significant change in the amount
of phenolic content of black carrot juice concentrate during storage. Also in this study, the antioxidant
activity of black carrot juice concentrate did not change significantly during storage. Since temperature
had no significant effect in the degradation of phenolic substances, activation energy for degradation of
phenolic substances during storage has not been calculated.

December 2010, 69 pages
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1. GIRIS

Son yillarda yapilan c¢alismalar, bitkisel kaynakli gidalarin yapisinda bulunan ve
fitokimyasal (dogal antioksidanlar, lifler ve diger bioaktif maddeler) olarak adlandirilan
maddelerin insan sagligina énemli etkilerinin oldugunu gostermistir. Bu fitokimyasallar
arasinda da Ozellikle antioksidan aktivite gosteren maddelerin oksidasyon
reaksiyonlaria bagli olarak gelisen kanser ve kalp hastaliklar1 gibi kronik hastaliklara
kars1 etkili oldugu distliniilmektedir. Antioksidan olarak adlandirilan bu maddelerin
ayn1 zamanda yaslanmay1 da geciktirdikleri ileri siiriilmektedir. Meyve ve sebzelerin
yapisinda bulunan en Onemli antioksidan maddeler; C vitamini (askorbik asit),
karotenoidler ve fenoliklerdir. Bunlarin disinda tokoferoller de Onemli diizeyde
antioksidan aktivite gdstermektedirler. Ancak tokoferoller daha ¢ok yagl ¢erezlerde ve

tahillarda bulunmakta, meyve ve sebzelerde ise ¢ok az miktarda bulunmaktadir.

C vitamini, karotenoidler ve fenoliklerin antioksidan etkileri nedeniyle, bu maddelerin
bulundugu meyve ve sebzelere ve bunlardan elde edilen iirlinlere tiiketicilerin talebi
onemli diizeyde artmistir. Meyve ve sebzelerin hasattan baslayarak islenmesine kadar
gecen asamalarda, bu firiinlerin yapisinda bulunan ve antioksan aktivite gosteren

maddelerin muhafaza edilmesi giderek dnem kazanmustir.

Yiiksek diizeyde koyu kirmizi renkli antosiyanin i¢ermeleri nedeniyle, siyah havugtan
elde edilen siyah havu¢ suyu ve konsantreleri, son yillarda gidalarin boyanmasinda
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Basta sicaklik olmak iizere, bir¢ok faktdrden
kolaylikla etkilenen antosiyaninlerin stabilitesi, antosiyaninlerin asitlere baglanmasiya,
yani agillenmesiyle artmaktadir. Siyah havu¢ antosiyaninlerinin biiyiik bdliimiiniin
acillenmis olmasi, siyah havuctan elde edilen konsantre {iriinlere olan talebi artirmistir.
Fenolik maddelerin bir alt grubu olan antosiyaninler ile 6zellikle yiiksek molekiil
agirhigindaki fenoliklerin antioksidan aktivite gdstermesi, siyah havucun sadece
renginden dolay1 degil, ayn1 zamanda antioksidan aktive gdstermesinden dolay1 da

Onem kazanmasina neden olmustur.



Bu ¢alismada, siyah havug¢ suyunun durultulmasindan baslayarak konsantre edilmesi ve
elde edilen konsantrenin farkl sicakliklarda depolanmasi siiresince, antioksidan aktivite
gosteren fenolik maddelerin diizeyindeki degisimlerin incelenmesi amaglanmistir.
Ayrica, tiim bu asamalarda gerek siyah havu¢ suyunda gerekse siyah havug¢ suyu
konsantrelerinde antioksidan aktivite Ol¢imleri de yapilarak, fenolik maddeler ile
antioksidan aktivite arasindaki iliski de belirlenecektir. Son olarak da, siyah havug

suyundaki fenoliklerin HPLC-MS yo6ntemi ile kompozisyonu da saptanacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

Siyah havuc¢ (Daucus carota L. ssp. sativus var. atrorubens Alef.), Umbelliferae
(semsiyegiller) familyasina ait, kokleri yenebilen iki yillik bir kiiltiir sebzesidir.
Yenilebilen etli kokler birinci yil, ¢icek ve tohumlar1 ise ikinci yilda yetismektedir
(Bayraktar 1970). Yapraklar1 ¢ok parcali olup, kiiclik, beyaz ve sik yapili ¢igekleri ise,
semsiye bi¢iminde bir arada bulunmaktadir. Siyah havug¢ derinde, yumusak ve kumlu
topraklarda iyi yetismektedir. Botanik olarak havug; antosiyanin grubu (Daucus carota
L. ssp. sativus var. atrorubens Alef.) ve karoten grubu (Daucus carota ssp. sativus)
olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Siyah havuglar antosiyanin grubuna girmekte ve
kendilerine  6zgii  koyu  kirmizi  renkleri, icerdikleri  antosiyaninlerden

kaynaklanmaktadir.

Siyah havug iilkemiz disinda; Afganistan, Misir, Pakistan, Hindistan ve Uzak Dogu
iilkelerinde (Berry vd. 1989) yetistirilmektedir. Ulkemizde Kusadasi ve Anamur’da
kismen yetistirilse de, iretiminin tamamina yakini Konya’nin Eregli il¢gesinde ve Adana
yorelerinde gergeklesmektedir. Bununla birlikte, siyah havug {iretiminin merkezi Eregli
ilgesidir. Eregli'de siyah havug ekilen arazi; 2007 yilinda 8 bin dekarken, 2008 yilinda
25 bin dekara ¢iktig1 belirtilmektedir (www.marketingturkey.com). Son yillarda siyah
havuca talebin artmasiyla siyah havug iiretiminin Onceki yillara oranla biiyilik artis
gosterdigi ve yillik 80 bin tonun {izerine ¢iktig1 belirtilmistir. Siyah havug liretiminin
hububat iiretimine gore daha kolay ve karli olmasi nedeniyle de, Konya Eregli’de
iiretimin giderek arttign ifade edilmektedir. Ulkemizde iiretilen siyah havucun bir
boliimii diger iiriinlere islenmeden taze olarak; basta Italya, Danimarka, Fransa,
Almanya, Giiney Kore ve Japonya gibi Avrupa ve Uzak Dogu iilkeleri olmak iizere

cesitli tlkelere ihra¢ edilmektedir.

Kasim ve Aralik aylarinda hasat edilen siyah havug, iilkemizde taze olarak
tilketilebildigi gibi (salata ve tursularda), basta Adana ve Mersin illerimizde olmak
tizere Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde sikga tliketilen fermente bir icecek
tiiri olan “salgam”in da ham maddesi olarak kullanilmaktadir. Taze olarak tiiketilmesi

ile salgam iiretiminde kullanilmasinin yaninda, iilkemizde iiretilen siyah havucun



onemli bir bolimii siyah havu¢ suyu konsantresine islenmekte ve firetilen bu

konsantrenin de 6nemli bir boliimii ihra¢ edilmektedir.

Siyah havucun son yillarda deger kazanmasindaki en dnemli unsurlar, yiiksek diizeyde
antosiyanin icermesi ve bu antosiyaninlerin de stabilitesinin yiliksek olmasidir.
Tirkyilmaz (2009) tarafindan yapilan bir aragtirmada, siyah havu¢ ham suyunun 488
mg/L diizeyinde toplam monomerik antosiyanin igerdigi ve HPLC-MS yontemiyle
yapilan analizlerle de siyah havug antosiyaninlerinin %84 {iniin mono agillenmis yapida
oldugu ortaya konulmustur. Bilindigi lizere, agillenmis yapidaki antosiyaninlerin
stabilitesi agillenmemis antosiyaninlere gore ¢ok daha fazladir (Stintzing vd. 2002).
Yiiksek diizeyde stabil antosiyanin igeriginin yaninda, siyah havucun onemli diizeyde
antioksidan aktivite gosterdigi de bildirilmektedir. Siyah havu¢ suyunun antioksidan
kapasitesinin, normal havu¢ suyunun (turuncu) antioksidan kapasitesinden yaklasik

130114 kat daha fazla oldugu saptanmistir (Ozkan vd. 2005).

Siyah havug antosiyaninleri, asidik pH’larda miikemmel diizeyde parlak c¢ilek kirmizisi
rengi saglamalarindan dolayi, siyah havuc suyu veya konsantreleri; meyve sulari ve
nektarlarinin,  mesrubatlarin,  recellerin, marmelatlarin  ve  sekerlemelerin
renklendirilmesinde kullanilmaktadir (Downham ve Collins 2000). Kirca vd. (2006)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, birgok meyve suyu (elma, beyaz iiziim, portakal,
greyfurt, mandarin ve limon suyu), nektar (seftali, kayis1 ve ananas nektar1) ve cilek
marmelatinin siyah havug suyu kullanilarak renklendirilmesi (boyanmasi) durumunda,
siyah havu¢ antosiyaninlerinin bu {iriinlerdeki stabilitesinin yiiksek oldugu ve bu
nedenle siyah havu¢ suyu konsantresinin gida boyasi olarak kullanimasinin uygun

oldugu belirtilmistir.

Siyah havu¢ suyunun bazi analitik Ozellikleri ¢izelge 2.1°de verilmistir. Gerek
tilkemizdeki siyah havu¢ suyu ve konsantresi iiretimine (MEYED 2005) yonelik
gerekse de siyah havu¢ suyu konsantresi ihracati ile ilgili olarak herhangi bir

istatistiksel veriye ulasilamamistir.



Cizelge 2.1 Siyah havu¢ ham suyunun bazi analitik 6zellikleri (Kirca 2004)

Analitik Ozellikler Miktar
Briks 10.75
Titrasyon asitligi (g/100 mL) 0.112
pH 6.02
Indirgen seker (g/L) 15.54
Toplam seker (g/L) 49.53
Sakaroz (g/L) 33.99
Askorbik asit (mg/100 mL) 2.640

Yasamsal faaliyetlerin stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli enerji; glukoz ve yag asitleri gibi
molekiillerin oksidasyonu ile saglanmaktadir. Bu enerji saglanirken, bir yandan da
yapisinda oksijen igeren radikaller ve radikal olmayan tiirevler olusmaktadir. Ister
radikal olsun ister radikal olmasin, yapisinda oksijen iceren maddelerin tiimii, reaktif
oksijen tiirleri (ROS, Reactive Oxygen Species) olarak tanimlanmaktadir. Oksijen
radikalleri; siiperoksit anyon, hidroksi, peroksi, alkoksi ve hidroperoksi radikallerdir.
Olugan bu RO tiirleri, doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek lipitlerin
peroksidasyonuna ve protein ve DNA’larin (Deoksiriboniikleik asit; Deoxyribonucleic
acid) zarar gormesine neden olarak hiicrenin inaktivasyonuna neden olmaktadirlar
(Murthy vd. 2002). Dolayist ile, RO tiirleri aralarinda kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin da bulundugu bir¢ok kronik hastaligin baslamasina neden olmaktadirlar.
Ortamda antioksidan olarak adlandirilan maddelerin bulunmasi durumunda ise, RO
tiirleri, ortamda bulunan antioksidanlar1 okside ederek biyolojik molekiillerin (lipid ve

protein) oksidasyonunu dnlemektedirler.

Gidalardaki bilesenlerin ve canli dokulardaki lipit, protein ve DNA gibi biyolojik
molekiillerin oksidasyonunu geciktiren veya engelleyen maddeler antioksidan olarak
tanimlanmaktadir. Antioksidanlar, oksidatif zincir reaksiyonlarinin (chain-breaking);
baslama (initiation) veya gelismesini (propagation) inhibe ederler (Javanmardi vd.
2003). Oksidatif zincir reaksiyonlarinin “baglamasini dnleyen primer antioksidanlar” ve
“gelisimini Onleyen ikincil veya koruyucu (preventive) antioksidanlar” olmak iizere 2

ana baglik altinda antioksidanlar incelenmektedir (Apak vd. 2007).  Birincil



antioksidanlar, hidrojen veya elektron vericisi gibi davranip serbest radikallerle
reaksiyona girerek (2.1), serbest radikallerin stabil iriinlere doniismesini
saglamaktadirlar ve zincir reaksiyonlarin baglamasini onlemektedirler (Yanishlieva
2000). Bu antioksidanlar ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile etkilidirler. Oksidatif zincir
reaksiyonlarinin gelisme basamaginda ise, peroksi (ROO*) (2.1) veya alkoksi (RO*)

(2.2) radikalleriyle reaksiyona girerek engellerler.

R* + AH — RH + A* 2.1)
ROO* + AH — ROOH + A* (2.2)
RO* + AH — ROH + A* (2.3)

Birincil antioksidanlardan farkli olarak, ikincil antioksidanlar ise, lipitlerle dogrudan
reaksiyona girmeden, lipidlerin oksidasyonuna neden olan maddelerle reaksiyona
girerek oksidasyon reaksiyonlarint Onlerler. Bu tip reaksiyonlara Ornek olarak,
antioksidanlarin metallerle kelat olusturdugu reaksiyonlar verilebilir. Antioksidanlarin
bu dolayl etkisi ile, ferro demirin (Fe*") katildig1 Fenton tipi reaksiyonlarm olusumu
onlenmektedir. Ayrica reaktif hidroksi radikalinin (*OH) olusumu da 6nlenmektedir. Bu

reaksiyon 2.4 No’lu esitlikte verilmistir.

Fe*" + H,0, — Fe’™ + *OH + OH (2.4)

Gidalarin yapisinda dogal olarak bulunan antioksidanlar (C ve E vitamini, karotenoidler
ve fenolik bilesikler) disinda, basta Maillard reaksiyonu olmak iizere, ¢esitli kimyasal
reaksiyonlarda olusan ara veya son flriinler de antioksidatif etki gostermektedirler.
Canli dokularda ise; enzimatik veya enzimatik olmayan cesitli antioksidan bilesikler
bulunmaktadir. Enzimatik antioksidanlarin baslicalari; siiperoksit dismutaz (SOD,
Superoxide dismutase), glutatiyon peroksidaz (GSHPx, Glutathione peroxidase) ve
katalazdir. Buna karsin, enzimatik olmayan antioksidan bilesikler ise; basta C ve E
vitamini, karotenoidler ve fenolik bilesikler olmak {izere, indirgenmis glutatiyon,

albumin, seruloplazmin ve ferritinden olusmaktadir (Guo vd. 2003).



C ve E vitaminleri ile karotenoid maddeler, reaktif oksijen tiirlerini inaktive etmek
suretiyle veya oksidatif zincir reaksiyonlarinda zincir kirict etki gostererek antioksidan
etki gostermektedir. Buna karsin fenolik maddeler ise, serbest radikalleri baglayarak,
metallerle kelat olusturarak ve lipoksigenaz enzimini inaktive etmek suretiyle bu etkiyi

gostermektedirler (Frankel 1999).

Antioksidanlar i¢inde 6nemli bir yeri olan fenolik bilesikler tim meyve ve sebzelerde
bulunan ve onlarin renk, tat ve tekstiir 6zellikleri {izerinde belirleyici rol oynayan
bilesiklerdir. Bunun yaninda, fenolik bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyel
aktiviteleri de bulunmaktadir. Antioksidan etki nedeniyle, fenolik bilesiklerin kalp ve
damar hastaliklari, kanser, diyabet gibi pek cok hastaligi onleyici etki gosterdigi
bilinmektedir. Ayrica, fenolik bilesiklerin yaslanmay1 geciktirici etkilerinin de oldugu

saptanmistir.

Fenolik bilesikler arasinda fenolik asitlerin, flavonoidlerin ve flavonoid olmayan
resravatrollerin 6nemli diizeyde antioksidan aktivite gosterdikleri saptanmistir (Rice-
Evans vd. 1996). Fenoliklerin antioksidan aktivite gosterebilmesi i¢in iki kosulu yerine
getirmesi gerekmektedir (Rice-Evans vd. 1996). Birincisi, oksidasyonunu onleyecegi
maddeden daha diisiik konsantrasyonda bulundugunda bile, otooksidasyon veya serbest
radikaller tarafindan baslatilan oksidasyonu ya 6nlemeli ya da geciktirmelidir. ikinci
olarak da, fenoliklerin reaksiyonu sonucu olusan radikaller, molekiiller aras1 kurulan
hidrojen baglar1 ile stabil bir yapiya kavusmali ve boylece daha ileri diizeydeki

oksidasyon onlenmelidir.

Fenolik bilesiklerin en 6nemli grubu olan flavonoidlerden; flavonlar, izoflavonlar,
flavononlar, antosiyaninler ve katesinler Onemli diizeyde antioksidan aktivite
gostermektedirler. Katesinler bitkilerde en yaygin olarak bulunan flavanollerin basinda
gelmekte ve Onemli diizeyde antioksidan aktivite goOstermektedirler. Yesil c¢ayin
antioksidan aktivitesinin %78’inin katesin ve katesin-gallat esterlerinden kaynaklandig:
bildirilmektedir (Rice-Evans vd. 1996). Benzer sekilde, antosiyaninlerin de onemli
diizeyde antioksidan aktivite gosterdikleri ve bu etkinin de muhtemelen

antosiyanidinlerin ferro demiri ile kelat olusturmasiyla reaktif *OH radikalinin



olusumunu Onlemesinden kaynaklandigi ileri siirtilmiistir (Noda vd. 2002). Bu
flavonoller disinda, katesinlerin polimerizasyonu ile olusan prosiyanidinler de yiiksek

diizeyde antioksidan aktivite igermektedirler (Puiggros vd. 2005, Giizel 2010).

Fenolik bilesiklerin, yapilarindaki hidroksil gruplarinin sayisina ve pozisyonuna bagli
olarak antioksidan aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Miller ve Rice-Evans 1997).
Yapisinda 6nemli diizeyde serbest hidroksil grubu bulunan prosiyanidinlerin énemli
diizeyde antioksidan aktivite gosterdikleri saptanmistir (Glizel 2010). Nar sularinda
yapilan bir aragtirmada, yapisinda 16 tane serbest hidroksil grubu bulunan punikalajinin
en fazla antioksidan aktivite gosterdigi saptanmustir (Gil vd. 2000). Hidroksil
gruplarmin sayis1 kadar, molekiil i¢cindeki pozisyonu da antioksidan aktivite icin
onemlidir. Yapisinda 3 tane serbest hidroksil grubu bulunan gallik asidin, yapisinda 4
tane serbest hidroksil grubu bulunan ellajik asitten 2.5 kat daha fazla antioksidan
aktivite goOstermesi, hidroksil sayis1 yaninda hidroksil gruplarinin molekiildeki

pozisyonlariin da 6nemli oldugunu gdstermektedir.

Prosiyanidinlerin antioksidan aktiviteleri molekiil agirliklar1 ve kompozisyonlarina gore
degismektedir. Molekiil agirligi en fazla olan polimerik prosiyanidinlerin en fazla
antioksidan aktivite gdsterdigi ve onu takiben de oligomerik prosiyanidinlerin
antioksidan aktivite gosterdikleri bilinmektedir. Buna karsin prosiyanidinler i¢inde en
diisitk molekiil agirligina sahip katesinlerin, oligomer ve polimerlerine gore daha az

antioksidan aktivite gdsterdigi bildirilmektedir (Spranger vd. 2008).

Antioksidanlar, meyve ve sebze dokulariin farkli organellerinde bulunmakta ve gerek
sudaki ¢oziiniirliikleri, gerekse oksidasyona duyarliliklar farklilik gostermektedir. Bu
faktorler antioksidanlarin gerek bitki dokularinda, gerekse islendikleri gidalarda ve
nihayet viicuttaki fonksiyonlarimi etkilemektedir. Bazi antioksidanlarin bitkinin,
ozellikle fotosentez sirasinda olusan oksijen etkisiyle maruz kaldigi hasar1 6nlemede

onemli rollerinin oldugu bilinmektedir.

Meyve ve sebzelerin hasatindan baglayarak, tasinmasina, depolanmasina ve bu iiriinlerin

cesitli gidalara islenmesi ve islenmis gidalarin depolama kosullarina bagl olarak gerek



gorsel  kalitesinde  gerekse  kimyasal kompozisyonunda o6nemli  kayiplar
olusabilmektedir. Kimyasal kompozisyondaki degisimler sirasinda, antioksidan
aktivitede de oOnemli kayiplarla karsilagiimaktadir. Gidalarin islenmesi sirasinda
antioksidan aktivite gosteren maddelerdeki en 6nemli kayip, parcalama ve suda haglama
islemleri sirasinda meydana gelmektedir. Suda ¢oziinen fenolik maddeler ve C vitamini,
suda haslama islemi sirasinda dokudan ayrilip haslama suyuna gegerek dokudan
uzaklagmaktadir. Bunun disinda, islenmis gidalarin depolanmasi sirasinda da
antioksidan aktivite diizeylerinin degistigi saptanmistir (Arena vd. 2001, Del Caro vd.
2004, Naithani vd. 2006, Klimczak vd. 2007).

Diyetle almman fenolik maddelerin 6nemli boliimii, iiziimsii meyvelerden (bogiirtlen,
yaban mersini vb.), agagta yetisen meyvelerden (visne, kiraz, elma vb.) ve sogandan
gelmektedir. Bunun disinda cay da onemli diizeyde fenolik madde icermektedir.
Yiiksek diizeyde antosiyanin igeren bogilrtlen ve yaban mersininin, aynt zamanda
ylksek diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi de bilinmektedir. Siyah havug da yliksek
diizeyde antosiyanin ve fenolik madde igermesi nedeniyle dnemli diizeyde antioksidan
aktivite gostermektedir. Gerek ucuz olmasi gerekse 6nemli miktarda iiretiminin olmasi
nedeniyle Tirk insaninin diyetinde fenolik maddeler Ozellikle elma ve cayla

alinmaktadir.

Meyve ve sebzelerin iglenmesi sirasinda uygulanan parcalama ve isitma islemleri]
antioksidanlarin  oksidasyonuna, termal degradasyonuna ve suda c¢oziinerek
uzaklagsmalarina neden olmaktadir. Bu kayiplar 6zellikle askorbik asit ve fenoliklerde,
diger antioksidan bilesiklere goére daha belirgindir. Puuponen-Pimia vd. (2003)
tarafindan yapilan bir arastirmada, havu¢ ve patateslerin haslanmasi ve uzun siireli
dondurularak muhafazasi sirasinda %200130 arasinda fenolik madde igeriginde azalma
saptanmistir. Bu azalma 6zellikle suda haglama islemi sirasinda gergeklesmektedir. Bu
islem sirasinda 1s1 etkisi ile hiicre duvarmin yapisi bozulmakta ve bunun sonucunda
fenolikler dokudan ayrilarak suya ge¢cmektedirler. Bunun disinda meyve suyu liretimi
sirasinda polifenol oksidaz enziminin de fenoliklerin pargalanmasina neden oldugu

bildirilmektedir (Kalt 2005).



Pastorizasyon, sterilizasyon ve pisirme gibi yogun 1s1 uygulamalar1 genelde antioksidan
maddeler iizerine olumsuz etki gostermektedirler. Buna karsin, likopen ve B-karoten
gibi karotenoidler, uzun siireli 1sitma sonucunda bile hala stabil kalabilmektedir.
Fenolik maddelerin fazla olmamak kaydiyla, belli diizeyde okside olmalar1 onlarin
antioksidan aktivitelerini artirdigr saptanmistir. Bunun baslica nedeninin, fenolik
maddelerin aromatik hidroksil gruplarindan hidrojen vererek serbest radikallerin
reaktivitesini sonlandirmasi oldugu ileri siiriilmektedir (Nicoli vd. 1999). Fenolik
maddelerin enzimatik oksidasyonu sonucunda, depolama siiresince antioksidan
ozelliklerinin azaldig1, buna karsin diisiik sicakliklarda kimyasal oksidasyon sonucunda
antioksidan aktivitelerinin arttig1r saptanmistir. Bunun disinda, ya yiiksek sicakliklarda
ya da uzun siireli depolama sonucu olusan Maillard reaksiyonu {iriinlerinin de genelde
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Nicoli vd. 1999). Ozellike
Maillard reaksiyonunun son asamalarinda olusan yiiksek molekiil agirligina sahip esmer
renkli maddeler, yiliksek antioksidan aktivite gdstermektedirler. Buna karsin Maillard
reakisyonunun baslangicinda olusan reaktif radikallerin ise, pro-oksidan olarak

davrandiklar ileri siiriilmektedir.

Siyah havug, antioksidan aktivite gosteren fenolikler ve karotenoidlerce zengin bir
tiriindiir. Turuncu havuca gore, siyah havucun 2.3 kat daha fazla karotenoid icerdigi
saptanmistir (Alasalvar vd. 2005). Bunun disinda, ayni ¢alismada siyah havug, turuncu
havuca gore, 2.9 kat daha fazla toplam fenolik ve 2.3 kat daha fazla antioksidan aktivite
gosterdigi bulunmustur. Turuncu havugtan farkli olarak siyah havug fenolik maddelerin
bir alt grubu olan antosiyaninlerce de olduk¢a zengindir. Depektinize edilmemis ve
durultulmamisg siyah havu¢ ham sularinda 488 mg/L diizeyinde antosiyanin saptanmigtir

(Tirkyilmaz 2009).

Siyah havucun ticari kalitesini belirleyen en oOnemli kriter, icerdigi antosiyanin
pigmentleridir. Siyah havucun karakteristik kirmizi rengi, bir yandan antosiyaninlerin
kimyasal yapisina diger yandan da antosiyaninlerin konsantrasyonuna baglidir.
Delfinidin ve tiirevleri mavi ve viole rengi verirken, pelargonidin kirmizi-turuncu rengi
vermektedir (Hernandez vd. 1999). Siyah havu¢ suyundaki baskin antosiyanininler

siyanidinlerdir (Kamerer vd. 2004). Tirkyilmaz (2009) siyah havu¢ sularinda HPLC-
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MS yontemiyle 5 temel antosiyanin tanimlamis ve bunlardan 3 tanesinin ferulik asit,
kumarik asit ve sinapik asit ile acillenmis antosiyanin oldugunu belirlemistir. Bu
calismada, siyah havu¢ suyunun basat antosiyaninin siyanidin-3-galaktozid-ksilozid-
glukozid-ferulik asit (%45) oldugu, bunu sirasiyla siyanidin-3-galaktozid-ksilozid-
glukosid-kumarik asit (22%), siyanidin-3- galaktozid-ksilozid-glukosid-sinapik asit
(17%), siyanidin-3-galaktozid-ksilozid-glukosid (10%) ve siyanidin-3- galaktozid-
ksilozid (6%)’un takip ettigi belirlenmistir.

Bitkisel kaynakli gidalarin antioksidan aktiviteleri nedeniyle giderek 6nem kazanmalari,
gidalarin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesine yonelik yontemlere de ilgiyi
artirmistir. Bu amagla bircok yontem gelistirilmistir. Bu yontemler ya hidrojen atomu
transferi (HAT, Hydrogen Atom Transfer) reaksiyonuna ya da elektron transferi
reaksiyonuna (ET, Electron Transfer) dayanmaktadir (Huang vd. 2005). HAT ne dayali
antioksidan aktivite 6l¢lim yontemlerinde; antioksidan (AH, Antioxidant) ve substrat
(lipit; LH), azo bilesiklerinin parcalanmasi ile olusan peroksi radikalleri icin
yarismaktadir (Apak vd. 2007). Bu reakisyonlar sirasinda, antioksidanlar peroksi
radikali ile reaksiyona girerek okside olmakta ve bu sirada da lipitlerin

peroksidasyonunu 6nlemektedirler. Bu reaksiyonlar 2.1 ve 2.2 No’lu esitliklerde

verilmistir.
ROO* + AH — ROOH + A¥* (2.1)
ROO* + LH — ROOH + L* (2.2)

Gidalarin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde en yaygin olarak kulanilan
HAT’ne dayali yontemler; oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC, Oxygen
Radical Absorbance Capacity) ile toplam radikal tutma antioksidan parametresi (TRAP,

Total Radical trapping Antioxidant Parameter) yontemleridir.

ET’ne dayali yontemlerin temel ilkesi, antioksidan tarafindan indirgenen oksidanin
renginde meydana gelen degisimlerin Ol¢iilmesidir. Oksidan maddenin rengindeki
degisim ile ornek icinde bulunan antioksidan miktar1 arasinda iligki bulunmaktadir

(Apak vd. 2007). Baslica ET’ne dayali yontemler; troloks esdeger antioksidan
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kapasitesi (ABTS/TEAC), difenil-1-pikrilhidrazil radikal tutma kapasitesi (DPPH, 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay), ferrik iyon indirgeme
antioksidan parametresi (FRAP, Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) ve N,N-
dimetil-p-fenilendiamin analizi (DMPD, N,N-dimethyl-p-phenylenediamine assay)
yontemleridir. Gidalarin antioksidan aktivitelerinin Olciilmesinde en yaygin olarak

kullanilan yontemlerin basinda; ABTS/TEAC yontemi ile DPPH yontemi gelmektedir.

Bu arastirmamizda, siyah havu¢ suyu ve konsantrelerinin antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesinde ABTS/TEAC yonetiminden yararlanilmistir. ABTS/TEAC yontemi;
Miller vd. (1993) tarafindan ilk kez biyolojik 6rneklerin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesinde kullanilmis olup, daha sonra Re vd. (1999) tarafindan gelistirilerek
gidalarin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla uygulanmaya baslanmistir.
Bu yontemde, ABTS’nin  (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik  asit))
oksidasyonu sonucu olusan ABTS®" radikali, gidalardaki antioksidan maddeler ile
reaksiyona girmekte ve bu sirada radikal indirgenerek rengi degismektedir. Mavi/yesil
renkli ABTS"" radikalinin renginin degisimi, 600—750 nm dalga boyunda 6l¢iilmektedir.
ABTS"" radikali ile antioksidan arasindaki reaksiyon sonucu harcanan ABTS"" miktari,
troloks (sentetik bir antioksidant) esdegeri olarak hesaplanmakta ve sonu¢ “TEAC
degeri” (Troloks esdeger antioksidan kapasitesi) olarak ifade edilerek gidalarin

antioksidan aktivitesi belirlenmektedir (Garcia-Alonso vd. 2004).

ABTS®" radikali; cesitli dalga boylarinda ([1=414, 645, 734 ve 815 nm) absorbans
vermesine karsin, antioksidan aktivite tayininde genelde 734 nm’de Ol¢liim
yapiimaktadir. ABTS  ¢ozeltisinden ~ABTS®  radikali cesitli  yontemlerle
olusturulabilmektedir. Bu amagla ABTS maddesinin ABTS"" radikaline oksidasyonu;
ya miyoglobin veya bayir turbu peroksidazi kullanilarak enzimatik yolla ya da MnO,,

potasyum persiilfat veya peroksit radikalleri kullanilarak kimyasal olarak

gergeklestirilmektedir (Villano vd. 2004).

ABTS/TEAC yonteminin ayrintilar1 “3.2.8.4 Antioksidan aktivite tayini” bashigi

altinda yontem boliimiinde verilmistir. Bu yontem, hem biyolojik sivilara hem de
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gidalara uygulanabilmektedir (Villano vd. 2004). Bu yontem ile; flavonoidler,
hidroksisinamik asitler, karotenoidler gibi hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar

Olciilebilmektedir (Re vd. 1999). Bu yonteme iliskin reaksiyon sekil 2.1°de verilmistir.

\ CaHs

S S503-
-038 s N=( 7 J' 3‘ + antioxidant
PN NN T -K;S0
N | - K2S05
C2Hs
ABTS " (Amax = 734 nm)

-038 U :}: N:" :f @, $O;-

| CzHs
CsHg

ABTS? (colorless)

Sekil 2.1 ABTS®" radikali ile antioksidan arasindaki reaksiyon (Apak vd. 2007)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Siyah havug¢

Arastirmada materyal olarak, Konya’nin Eregli ilgesinden temin edilen siyah havuglar

kullanilmustir.

3.1.2 Kimyasallar

Siyah havu¢ suyunda bulunan klorojenik asidin tanimlanmasinda ve miktariin
hesaplanmasinda kullanilan "klorojenik asit" standardi Sigma firmasindan (St. Louis,
MO, A.B.D.) satin alinmistir. Fenoliklerin ekstraksiyonunda, saflagtirilmasinda ve
HPLC ile analizinde, kloroform disinda daima HPLC safliginda (HPLC grade)
solventler kullanilmistir. Kloroform ise, analitik saflikta (a.g, analytical grade) olup,
fenoliklerin ekstraksiyonunda kullanilmistir. Fenoliklerin saflastirilmasinda kullanilan
Cis-Sep-Pak kartuslar1 (kolonlar1) Waters firmasindan (Milford, MA, A.B.D.) temin

edilmistir.

Antioksidan aktivite tayininde; radikal ¢6zelti hazirlanmasinda kullanilan ABTS (2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)) ve troloks standardi ile kondense olabilen
fenolik madde tayininde kullanilan kimyasallar Sigma firmasindan (St. Louis, MO,
A.B.D.), toplam fenolik madde tayininde kullanilan; gallik asit standard: ile Folin-
Ciocalteu ayract Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) satin alinmigtir. Diger
analizlerde; Merck (Darmstad, Almanya) firmasindan temin edilen, ya analitik saflikta

ya da yiiksek saflikta (extra pure) kimyasallar kullanilmistir.

14



3.2 Yontem

3.2.1 Siyah havug¢ suyuna islenmesi

Siyah havuglar, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi "Meyve Suyu Pilot Isletmesi”nde
havug¢ suyuna islenmistir. Bu amacla havuglar yikama makinesinde etkin bir sekilde
yikanmis ve yikama suyunun siiziilmesi i¢in bir siire beklendikten sonra tartilarak
agirliklar1 belirlenmigtir. Daha sonra isletmede bulanan rendeleme cihazinda havuglar
rendelendikten sonra, paketli preste (Bucher-Guyer, Niederweningen, Isvigre)
preslenmis ve siyah havu¢ ham suyu elde edilmistir. Preslemede, maksimum basinca
kademeli olarak 30 dak.’da c¢ikilmasina 6zen gosterilmistir (Cemeroglu 1977).
Preslemede randimanin %35-40 diizeyinde olmasi hedeflenmis (Kirca 2004) ve

kullanilan bu materyalde %36’lik bir randimana ulasilmistir.

73.6 kg siyah havu¢ ham suyu
Randiman (%) = (100) = %36
205 kg siyah havug

Elde edilen siyah havu¢ ham suyu 3 kat tiilbent bezinden filtre edilerek, kaba
partikiillerinden ayrilmistir.  Depektinizasyon isleminden once, siyah havu¢ ham
suyunda suda ¢oziliniir kuru madde (briks), pH, titrasyon asitligi, toplam fenolik madde
miktar1, kondense olabilen fenolik madde miktari, fenolik kompozisyonu ve antioksidan

aktivite diizeyi asagida verilen yontemler kullanilarak belirlenmistir.

3.2.2 Siyah havu¢ ham suyunun depektinizasyonu

Elde edilen havu¢ ham suyuna sitrik asit ¢ozeltisi eklenerek (%50, w/v), siyah havug
suyunun pH’1 4.3’e ayarlanmistir. Siyah havug¢ suyunu asitlendirmenin baslica nedeni,
bu calismada kullanilan kiif kaynakli pektolitik enzim preparatinin pH 4.3’te optimum
aktivite gostermesidir. Asitlendirlmis siyah havu¢ suyuna 2.85 mL/L diizeyinde ticari
enzim preparatindan “Fructozym P” (Ddhler, Geisenheim, Almanya) eklenerek 50°C’de

2 h siireyle bekletilerek, ¢oziinmiis halde bulunan ve koruyucu kolloid olarak

15



davranmak suretiyle durultmada en Onemli sorun yaratan pektinin parcalanmasi

saglanmistir. Bu islem sonunda iistte olugan tortu bir siizge¢ yardimiyla alinmistir.

Siyah havug¢ suyunun yogun kirmizi rengi nedeniyle, alkolle pektinin reaksiyonu sonucu
olusan tortunun olusumu c¢iplak gozle izlenememis, bu nedenle depektinizasyon
isleminin tamamlanip tamamlanmadig: tiirbidimetre ile belirlenmistir. Bu amagla,
depektinize edilen Ornekler kaba filtrasyona tabi tutulmus ve bulaniklik diizeyleri
tirbidimetrede (HACH Ratio/XR 43900, Loveland, A.B.D.) o6l¢iilmistiir. Bu
denemelere iliskin sonuclar, “4. Arastirma Bulgulari ve Tartisma” boliimiinde

verilmistir.

3.2.3 Siyah havu¢ suyunun durultulmasi

Depektinize edilmis siyah havug sulari; bentonit, jelatin ve kizelsol kullanilarak
durultulmustur. Gerekli bentonit, jelatin ve kizelsol miktarlarini belirlemek amaciyla,
dozaj saptama deneyleri yapilmistir. Bu amagla, 6nce uygun bentonit dozaji, daha sonra
jelatin ve en son olarak da kizelsol dozajlar1 belirlenmistir. Dozaj denemelerinden alinan

sonuglar, “4. Arastirma Bulgular1 ve Tartisma” boliimiinde verilmistir.

Denemelerde kullanilan bentonit, kiitlesinin 9 kat1 su ile iyice karistirilarak slispansiyon
haline getirilmis ve bu siispansiyon 1 gece kendi halinde 20°C’de bekletilerek sismesi
saglanmistir (Cemeroglu ve Karadeniz, 2009). Depektinize edilmis havug¢ suyuna
bentonit ¢ozeltisinden 7.15 mL/L (%10, w/v) eklendikten sonra 50°C’de 30 dak.
bekletilmigtir. Bu siire sonunda, havug¢ suyu tiilbent bezinden gecirilerek bir gece
sicaklik kontrollii inkiibatore (Sanyo MIR 253, Osaka, Japonya) konularak sicakliginin
+4°C’ye gelmesi saglanmistir. Daha sonra sicakligi +4°C’ye getirilen bu havug suyuna
7.5 mL/L jelatin (%2, w/v) ve 2.6 mL/L kizelsol (%15, v/v) ¢ozeltisinden eklenerek
+4°C’de 8 h bekletilerek durultma islemi tamamlanmistir. Bu siire sonunda, durultulan
havu¢ suyu kaba filtrasyona tabi tutulmustur. Her bir durultma asamasinda 6rnek
alimmis (depektinizasyondan once ve sonra, bentonit uygulamasindan sonra ve bentonit,
jelatin ve kizelsol uygulamalarindan sonra) ve bu Orneklerin bir bdliimii pastorize

(90°C, 15 dak.) edildikten sonra, kalan boliimii ise, pastorize edilmeden analizlere kadar
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dondurulmus olarak —23°C'de muhafaza edilmistir. Durultulan havug¢ sular1 1.5 L'lik
PET siselere doldurularak, konsantrasyon islemine kadar dondurulmus olarak muhafaza

edilmistir.

3.2.4 Siyah havuc sularimin konsantreye islenmesi

Elde edilen havu¢ ham sular1 durultulduktan sonra 68°Briks derecesine kadar vakum
altinda 40°C’de doner (rotary) evaporatdrde (Heidolph Laborota 4003, Schwabach,
Almanya) konsantre edilmistir. Dondurulmus havug sulari, konsantreye islenmeden

once +4°C’de birakilarak, kendi halinde ¢oziinmesi saglanmistir.

3.2.5 Siyah havug¢ suyu ve konsantrelerinin pastorize edilmesi

Cesitli agamalarda alinan siyah havug¢ suyu orneklerinin bir kismi pastorize edilmistir.
Bu amagla, siyah havug sular1 cam siselere konulmus ve siselerin agz1 hermetik olarak
kapatildiktan sonra, 90°C’de 15 dak silireyle su banyosunda pastorize edilmistir.

Pastorizasyon islemi sonunda 6rnekler hizla sogutularak oda sicakliina getirilmislerdir.

Konsantre orneklerinin muhafaza edilecegi kavanozlar bos olarak ve kapaklar1 hafif
arali olarak kapatilarak, otoklavda 121°C’de 15 dak.. siireyle sterilize edilmistir. Siyah
havug suyu konsantreleri, steril kavanozlara doldurulmadan 6nce doner evaporatdrde
70°C’ye 1sitilmistir. Daha sonra steril kavanozlarin kapaklart bunzen beki yaninda
acilip, 70°C’ye 1sitilmis yaklasik 90 g konsantre 6rnegi hizli bir sekilde kavanozlara
doldurulmus ve kapaklar1 hermetik olarak kapatilmistir. Bunu izleyerek kavanozlar
hizla oda sicakligina kadar sogutulmuslardir. Konsantre 6rnekleri i¢in yapilan bu islem
tam bir pastorizasyon islemi olmayip, dérneklerin uzun siire mikrobiyolojik bir bozulma

olmadan depolanabilmesi amaciyla yapilmistir.

3.2.6 Siyah havuc¢ suyu konsantrelerinin depolanmasi

Konsantre Orneklerinin bulundugu kavanozlar, depolamanin yapilacagi sicaklik

kontrollii inkiibatorlere yerlestirilmistir. +5 °C, 20 °C ve 30 °C'deki depolama deneyleri
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253 L'k sicaklik kontrollii inkiibatorlerde (Sanyo MIR 253, Gunma, Japonya)
yapilmistir. Depolama siiresince, uygulanan sicakliga bagli olmaksizin 2 ay aralikla
ornek alinmistir. Konsantre ornekleri 8 ay siiresince depolanmistir. Periyodik (2 ay)
olarak alinan konsantre drnekleri ile dogal ve durultulmus (depektinizasyondan 6nce ve
sonra, bentonit uygulamasindan sonra ve bentonit, jelatin ve kizelsol uygulamalarindan
sonra aliman) havu¢ sularinda asagida belirtilen fiziksel ve kimyasal analizler

yapilmistir.

3.2.7 Fiziksel analizler

3.2.7.1 Suda ¢oziiniir kuru madde tayini

Orneklerde suda ¢dziiniir kuru madde (briks) dijital bir refraktometre (Atago Rx-70000,
Tokyo, Japonya) kullanilarak saptanmistir. Siyah havug suyu konsantrelerinin briksleri
herhangi bir islem yapilmadan dogrudan Olciilmiistiir. Buna karsin, depektinize
edilmemis bulanik havug¢ sulari, kaba bir filtre kagidindan filtre edildikten sonra
briksleri 6l¢giilmiistiir. Bulaniklik, briksin oldugundan daha yiiksek okunmasina neden
olmakta ve bu nedenle de bulanik meyve ve sebze sularinin brikslerinin mutlaka filtre
edildikten sonra 6l¢iilmesi onerilmektedir (Cemeroglu, 2010). Briks 6l¢timleri, 20°C’de

yapilmistir.

3.2.7.2 pH tayini

pH degeri, potansiyometrik olarak pH-metre (WTW Inolab Level 1, Weilheim,
Almanya) ile saptanmistir. Bu amagla, siyah havu¢ suyu 6rneklerinden 10 mL alinarak,
tizerine 10 mL damitik su ilave edildikten sonra pH degeri belirlenmistir. Konsantre
orneklerinde ise, 1.5 g konsantre 6rnegi lizerine 20 mL damutik su ilave edildikten sonra
pH degeri belirlenmistir. Meyve ve sebze sular1 gibi tampon niteligi yiiksek olan
gidalarda sulandirma orani fazla olsa bile, pH degeri degismedigi i¢in (Cemeroglu,
2010), gerek havu¢ sularmma gerekse de konsantre Orneklerine pH Ol¢limlerini
kolaylastirmak icin onemli miktarda su eklenebilmistir. pH O6l¢timleri, 20°C’de

yapilmigtir.
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3.2.7.3 Bulaniklik diizeyinin ol¢iilmesi

Durultulmus ve kaba filtreden gegirilmis havug suyu 6rneklerinin bulaniklik diizeyi, bir
tirbidimetre (HACH 2100N, Loveland, A.B.D.) yardimiyla belirlenmistir. Bulaniklik
diizeyi "NTU (Nephelometric Turbidity Unit)" degeri ile ifade edilmistir. Bulaniklik
diizeyi, havu¢ sularinda dogrudan, konsantrelerde ise; dogal havu¢ suyu briksine
(10.7°Briks) kadar seyreltildikten sonra belirlenmistir. Bu amacla, yaklasik 5 g siyah
havu¢ suyu konsantresine, 30 mL damitik su ilavesiyle seyreltilerek dogal havug suyu
briksine getirilmistir. Tiirbidimetrenin sifir ayari, konsantrelerin seyreltilmesinde

kullanilan damitik su ile yapilmastir.

3.2.8 Kimyasal analizler

3.2.8.1 Titrasyon asitligi tayini

Titrasyon asitligi, pH ile izlenerek yiriitiilen elektrometrik titrasyonla saptanmis olup,
analizde IFU (1968) tarafindan Onerilen iglemler uygulanmistir. Bu amagcla, pH tayini
icin hazirlanmis olan havug sularindan 20 mL alinarak ayarli 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile
ve pH metre yardimiyla, pH 8.1'¢ ulagincaya kadar titre edilmistir. Havug suyu ve
konsantre 6rneklerinin titrasyon asitligi, susuz sitrik asit cinsinden sirasiyla, "g/100 mL”

veya “g/100 g" olarak hesaplanmistir.

3.2.8.2 Toplam fenolik madde tayini

Singleton ve Rossi (1965) tarafindan tanimlanmis bulunan Folin-Ciocalteu yontemine
gbre yapilmistir. Bu yontemin ilkesi bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Fenolik
bilesikler alkali bir ortamda Folin-Ciocalteu ayiracin1 indirgeyerek, kendileri
oksitlenmis forma doniigmekte ve olusan mavi renk, spektrofotometrede 720 nm dalga
boyunda sahide karsi okunarak standart kurve yardimiyla fenolik madde miktar

belirlenmektedir (Ozkan vd. 2007).
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Siyah havu¢ suyu ve konsantre Ornekleri fazla miktarda fenolik bilesik igcermeleri
nedeniyle seyreltilerek analize hazirlanmistir. Bulanik ve berrak siyah havug sular1 1:10
(v/v), bulanik ve berrak siyah havuc¢ suyu konsantreleri ise, 1:100 (w/v) oraninda
seyreltilmigtir. 100 mL’lik 6l¢ii balonuna konulan 75 mL damitik su iizerine 1 mL
seyreltilmig siyah havu¢ suyu veya konsantresinden eklenmistir. Daha sonra, balon
icerigi tizerine 5 mL Folin-Ciocalteu ayraci eklenerek balon iyice ¢alkalanmig ve 3 dak.
kendi haline birakildiktan sonra lizerine 10 mL %20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi
eklenip, balon damitik su ile isaretine tamamlanmistir. Balon igerigi bir kez daha
calkalandiktan sonra kendi halinde 1 h bekletildikten sonra spektrofotometrede ayni

sekilde hazirlanmis sahide kars1 720 nm’de absorbansi saptanmustir.

Siyah havu¢ suyu ve konsantrelerinin fenolik madde igerikleri gallik asit kullanilarak
hazirlanan standart egriden hesaplanmistir. Bu amagla 25 mg gallik asit 50 mL absoli
etil alkolde c¢oziindiiriilerek 500 mg/L konsantrasyonda gallik asit stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ve 8.0 mL alinarak her biri 10
mL’lik Olgli balonlarina aktarilmig, balonlar absolii etil alkol ile ¢izgisine
tamamlanmistir. Bu sekilde sirasiyla 50, 100, 200, 300 ve 400 mg gallik asit/L
konsantrasyonda cozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler ile 500 mg/L konsantrasyonda
hazirlanan stok ¢ozeltiye, siyah havug suyu ve konsantresi drneklerine uygulanan analiz
asamalar1 uygulanmistir. Bu 6 ¢6zeltinin absorbans degerleri 720 nm dalga boyunda
saptanmistir. Bu absorbans degerleri gallik asit konsantrasyonlarina karsi bir grafige
aktarilmis ve elde edilen verilere dogrusal regresyon analizi uygulanarak gallik asit

standart egrisi ve bu egriyi tanimlayan esitlige ulagiimistir.

Ornekler igin elde edilen absorbans degerleri gallik asit standart egrisini tanimlayan
regresyon esitliginde yerine konularak fenolik bilesik miktar1 “gallik asit” cinsinden
hesaplanmistir. Bu degerler, uygulanan seyreltme oranlari ile ¢arpilarak 6rneklerdeki
toplam fenolik madde miktar1 saptanmistir. Orneklerdeki toplam fenolik bilesik

miktarlar1 "mg gallik asit/L" veya "mg gallik asit/kg" cinsinden ifade edilmistir.
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3.2.8.3 Kondense olabilen fenolik madde tayini

Tanner ve Brunner (1979) tarafindan onerilen yonteme gore yapilmistir. Bu yontemde,
diisiik molekiillii monomerik katesin ve Idykoantosiyaninler tayin edilmektedir.
Vanilin; katesinler ve loykoantosiyaninlerin 6. ve 8. pozisyonlarindaki hidroksil
gruplariyla reaksiyona girerek kirmizi renk olusturmaktadir. Olusan kirmizi renk,
spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda sahide (damitik su) karsi okunarak standart

kurve yardimiyla kondense fenolik madde miktar1 belirlenmektedir.

Deneye baslamadan 6nce, bulanik ve berrak siyah havug sular1 1:100 (v/v), bulanik ve
berrak siyah havug¢ suyu konsantreleri ise 1:500 (w/v) oraninda seyreltilerek dl¢iimlerin
yapilacag dalga boyunda abosorbans degerleri 0.2—0.6 arasina getirilmistir. Seyreltmis
ornekten asagida verildigi sekilde, A, B ve C tiipii olmak {izere 3 tlip hazirlanmistir. A
tiipii, 2.0 mL seyreltmis 6rnek ve 4.0 mL vanilin ¢ozeltisi; B tiipli, 2.0 mL seyreltmis
ornek ve 4.0 mL siilfirik asit ¢ozeltisi (%70, v/v) ve C tiipii ise, 2.0 mL damitik su ve
4.0 mL vanilin ¢6zeltisi (sahit tlipli) icermistir. Tip iceriklerinin sicakliklarinin 35°C’yi
asmamasi icin, %70’lik HySO4 ¢6zeltisinin ile vanilin ¢ozeltisinin eklenmesi sirasinda
tiipler, buzlu su banyosunda sogutulmustur. Hazirlandiktan tam 15 dak. sonra, tiip

igceriklerinin 500 nm’de damitik suya karsi absorbanslar1 okunmustur.

Standart egrinin hazirlanmasinda, 25 mg katesin 50 mL etil alkolde (absolii)
cOziindiiriilerek, 500 mg/L katesin igeren katesin stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha
sonra 100 mL’lik balonlara bu stok ¢ozeltiden sira ile 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 ve 5.0 mL ¢o6zelti
aktarilmis ve balonlar damitik su ile hacme tamamlanmistir. Boylece sira ile; 5, 10, 15,
20 ve 25 mg katesin L' konsantrasyonlarda bir seri standart ¢ozelti elde edilmistir. Bu
standart ¢ozeltilerin her birinden dogrudan 2.0 mL alinarak yukarida 6rnek icin verildigi
gibi A ve B tiipleri hazirlanmistir. A tiiplindeki standartlar i¢in saptanan absorbans
degerinden B ve C’ye (sahit) ait absorbanslar ¢ikarilarak bulunan absorbans degerleri,
katesin konsantrasyonlarina karst bir grafige aktarilmig ve boylece sifir noktasindan

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

katesin/kg” birimiyle belirlenmistir.

3.2.8.4 Antioksidan aktivite tayini

Bu amagla, Miller ve Rice-Evans (1997) ile Arts vd. (2001) tarafindan onerilen yontem
kullanilmigtir. Bu yéntemin ayrintilart Kirca ve Ozkan (2010) tarafindan verilmistir. Bu
yontem, ABTS®" (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)) radikal katyonu
tarafindan tutulan antioksidatif maddelerin miktarinin, sentetik bir antioksidan olan
Troloks'un (suda ¢6ziinen E vitamini analogu) standart miktarlariyla kiyaslanarak bagil
olgtimiinii saglamaktadir. Olgiimler, mavi/yesil renkli stabil bir bilesik olan ABTS""
radikalinin  kaybolusunun spektrofotometrik olarak belirlenmesiyle yapilmistir.
Mavi/yesil ABTS®" kromoforu olusturmak i¢in ABTS ve potasyum persiilfat arasinda

gerceklesen reaksiyondan yararlanilmistir.

Antioksidan aktivite tayini analizlerinde oncelikle 2.45 mM potasyum persiilfat igeren 7
mM’lik ABTS ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti, 20°C’ye ayarli sicaklik kontrollii bir
inkiibatorde (Sanyo MIR 253, Gunma, Japonya) 12-16 h arasinda bekletilerek, ABTS™
radikalinin olusmasi saglanmistir. Bunun disinda; radikal ¢ozeltisinin, 6rneklerin ve
troloks standardinin seyreltilmesinde kullanilacak olan PBS (phosphate buffer saline)
¢oOzeltisi hazirlanmigtir. Bu amagla, hazirlanan 0.1 M fosfat tamponu iizerine 8.77 g
NaCl eklenerek 1 L’ye damitik suyla tamamlanmis ve pH’s1 7.4’e¢ ayarlanmis PBS
¢ozeltisi elde edilmistir. Ayarlama islemleri NaOH ya da HCl ile yapilmistir.

Siyah havug suyu ve konsantreleri yiiksek antioksidan aktivite gosterdiginden, 6rnekler

analizden once seyreltilmislerdir. Bu amagla 1 mL siyah havug¢ suyu alinarak 100 mL
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hacme PBS ile tamamlanmistir. Siyah havu¢ suyu konsantreleri ise, kavanoz igerigi
kanistirilmadan yiizeye yakin kisimdan yaklasik 1 g 6rnek alinarak, 500 mL hacme PBS
ile seyreltilmistir. Orneklerin absorbans degerleri, érnek ve sahidin (PBS) aym anda
konulabildigi ¢ift huzmeli (double beam) spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.
Kiivetlerin bulundugu boliimiin sicaklig: sirkiilasyonlu su banyosu (PolyScience 9106,
Niles, IL, A.B.D.) ile 30°C’de sabit tutulmustur. Absorbans ol¢iimleri 734 nm’de 1.5
mL hacimde 1 cm tabaka kalinligindaki tek kullanimlik kiivetlerde (Brand Gmbh,
Postfach, Wertheim, Almanya) yapilmistir.

Analize baslamadan 6nce ABTS™ radikal ¢ozeltisinden 1 mL alinarak 734 nm’de
absorbans degeri 0.70+0.02 olacak sekilde yaklasik 90-100 mL PBS ile seyreltilmistir.
Seyreltilmis ABTS™ radikal ¢ozeltisinden 1 mL kiivete alinmis, PBS ¢ozeltisine karst
okuma yapmak iizere spektrofotometreye yerlestirilmis ve baslangic absorbans degeri
belirlenmigtir. Daha sonra kiivet icerigi 1 mL olacak sekilde, kiivete eklenen 990 pL
radikal ¢ozeltisi lizerine 6rnekten 10 pL eklenir eklenmez kronometre ¢alistirilmistir. 6
dak. boyunca, her bir dakikada absorbans Ol¢iimii yapilarak sonuglar kaydedilmistir.
Siyah havug¢ suyu oOrneklerinde bulunan antioksidan bilesikler, radikal c¢ozeltisinin
rengini gittikge acarak 6 dak.’lik siirecte absorbans degerleri zamana bagli olarak
diismiistiir. 6. dak. sonunda saptanmis olan absorbans degeri esas alinarak, baglangic

degerine gore ylizde azalma orani (inhibisyon orani) hesaplanmistir.

_ Baslangi¢ absorbans degeri — Son absorbans degeri
Inhibisyon oran1 (%) = (100)
Baslangi¢ absorbans degeri

10 pL o6rnek alinarak yapilan bu islemler en az 3 kez tekrarlanmis ve inhibisyon oranlari
hesaplanarak bunlarin ortalamasi1 alinmigtir. Daha sonra, 6rnek hacmi degistirilerek 20,
30 ve 40 pL hacimlerde ayni islemler tekrarlanmistir. Her defasinda kiivet igerigi 1 mL
olacak sekilde farkli miktarlarda radikal ¢ozeltisi eklenmistir. 20, 30 ve 40 pL 6rnek
hacimlerine karsi, sirasiyla 980, 970 ve 960 pL radikal ¢ozeltisi eklenmistir. Elde
edilen ortalama yiizde inhibisyon degerleri 6rnek hacimlerine (10, 20, 30 ve 40 uL)
kars1 bir grafige aktarilmis ve bu verilere dogrusal regresyon analizi uygulanarak 6rnege

iliskin egriye ve bu egriyi tanimlayan esitlige ulasilmistir.
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Analize baslamadan 6nce 2.5 mM troloks stok ¢ozeltisinden 10 mL’lik 4 6l¢ii balonuna
sirastyla 2, 4, 6 ve 8 mL alinip balonlar PBS ¢ozeltisi ile hacme tamamlanarak, standart
cozeltiler elde edilmistir. Bu standart cozeltilerden 10 pL  alinip, mikro kiivet
icerisindeki 990 pL radikal ¢ozeltisine eklediginde mikro kiivet igerisinde sirasiyla 5,
10, 15 ve 20 uM konsantrasyonlarda troloks olmasi saglanmistir. Orneklere uygulanan
spektrofotometrik uygulamalar troloks standartlarina da uygulanmig, ortalama
inhibisyon degerleri hesaplanarak troloks konsantrasyonuna karsi grafige islenmistir.
Elde edilen verilere dogrusal regresyon analizi uygulanmak suretiyle, troloks standart

egrisine ve bu egriyi tanimlayan esitlige ulagilmistir.

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

belirlenmistir.

3.2.8.5 Fenolik kompozisyonunun belirlenmesi

Siyah havu¢ suyu ve konsantrelerinde fenolik kompozisyonu, HPLC (yiiksek
performanslt sivi kromatografi) ve HPLC-DAD-MS (kiitle spektroskopisi) yOntemleri

ile belirlenmistir.

3.2.8.5.1 HPLC yontemi

HPLC yontemi ii¢ asamadan (ekstraksiyon, saflastirma ve hesaplama) olusan bir

uygulama olup, bu asamalar agagida agiklanmistir.

Ekstraksiyon

Bu amagla, Lee ve Wrolstad (2004) tarafindan ortaya konulan yontem izlenmis, ancak
ornek hazirlama asamasinda tarafimizdan bazi degisiklikler yapilmistir. Siyah havug

suyundan 2 mL ekstraksiyon isleminin yapilacagi plastik bir tiipe alinarak, 10 mL
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%100’liik aseton ile birlikte 1 dak. tiip karistiricida (CAT, VM2, Staufen, Almanya)
calkalanmistir. Siyah havug suyu konsantre drneklerinde ise, 4 g konsantre 25 mL’lik
bir 6l¢ii balonuna tartilmis ve balon damitik su ile hacmine tamamlanmustir. Bu kitleden
2 mL almip, 10 mL %100°lik aseton ilave edildikten sonra 1 dak. tlip karistiricida
karistirilmistir.  Her iki sekilde elde edilmis homojenizata asagidaki islemler

uygulanmustir.

Homojen sivi, Buchner hunisinden Whatman 1 No’lu filtre kagidindan vakum
uygulanmaksizin filtre edilmistir. Ekstraksiyon islemlerinin gerceklestirildigi plastik
tiipiin ceperlerine yapisan kitledeki fenolikleri de ekstrakte etmek i¢in; tiip, 10 mL
%70’1ik aseton (aseton: damutik su, 70:30, v/v) ile tlip karistiricida 1 dak. siireyle
karistirilmistir. Ayni islem, 10 mL %70’lik aseton ve 10 mL %50’lik aseton (aseton:
damitik su, 50:50, v/v) ile tekrarlanmistir. Yikantilar, Buchner hunisine aktarilmis ve
vakum uygulanmadan filtre edilmistir. Son olarak filtre kagidi {izerinde olugmus filtre
kekini tamamen renksiz kilmak i¢in; 10 mL %50’lik aseton ile bir kez daha yikanmistir.
Tiim yikama islemi boyunca, baslangigta vakum pompast c¢alistirilmadan, filtre keki
yukarida verilen hacim ve konsantrasyondaki aseton iginde bir siire bekletilmis ve en
son eklenen 10 mL %50’lik aseton ile yikama sonunda vakum uygulanarak filtre
edilmistir. Filtrat bir ayirma hunisinde bulunan 120 mL kloroform iizerine aktarilmis ve
boylece aseton: kloroform orani, 1:2 (v/v) diizeyine erigsmistir. Emzikli erlenmayerdeki
ekstraktin tiimiiniin kayipsiz olarak alinmasi i¢in erlenmayer 3—5 mL %70’lik aseton ile
yikanmis ve yikanti kloroformun iizerine aktarilmistir. Ayirma hunisi dairesel

hareketlerle hafifce karigtirilmig, +4°C’de bir gece bekletilerek faz ayrimi saglanmistir.

Bu ayrim saglandiktan sonra, altta bulunan kloroform fazi dikkatle uzaklastirilmis ve
antosiyaninleri ve diger polifenolleri igeren iistteki renkli faz, ayirma hunisinin geperleri
3-5 mL %70’lik asetonla yikanarak kayipsiz bir sekilde bir rotary evaporator balonuna
alinmistir. Renkli fazdaki aseton ve az miktardaki kloroform, 40°C’de rotary
evaporatdrde vakum altinda uzaklastirilmistir. Kalan sulu ekstrakt, asitlendirilmis su
(%0.01 HCI iceren) ile 10 mL’lik 6l¢ii balonuna yikanarak hacmine tamamlanmstir.
Balondaki ¢ozelti 0.45 um goézenek capli PVDF (polyvinylidene fluoride) filtreden
(Millipore, Bedford, MA, A.B.D.) filtre edilmis ve bdylece bundan sonra yapilacak
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saflagtirma isleminin etkinligi artirilmistir. Isi§in bilesenler iizerindeki olumsuz etkisini

azaltmak icin, ekstraktlar amber renkli siselere aktarilmistir.

Saflastirma

Elde edilen ekstrakttan; seker ve organik asit gibi unsurlarin uzaklastirilmas1 amaciyla
saflagtirma islemi uygulanmistir. Bu amagla Skrede vd. (2000) tarafindan onerilen
yontem uygulanmistir. Saflastirma igleminin ilk asamasinda C-18 Sep-Pak
kolonlarindaki dolgu maddesinin (sorbentin, 200 mg) polifenollerle reaksiyona
girebilmesini saglamak i¢in sartlandirilma (conditioning) islemi yapilmistir. Bu iglemde
kolondan sirasiyla; 5 mL etil asetat, 5 mL %0.01 HCI icerecek sekilde asitlendirilmis
metanol ve son olarak da 2 mL 9%0.01 HCI icerecek sekilde asitlendirilmis su
gecirilmistir. Ekstraksiyona hazir hale getirilen kolona, saflastirilacak bileseni iceren 1
mL ekstrakt yliklenmis ve daha sonra 2 mL asitlendirilmis suyla eliie edilmistir.
Boylece bu eliisyon ile organik asitler, sekerler ve suda ¢ozliniir nitelikteki diger
bilesikler gibi analizi interfere eden bilesikler uzaklastirilirken, antosiyaninler ve diger
polifenolik bilesikler kolon {izerinde sorbente baglanmistir. Esdiize bir saflastirma
islemi i¢in saflagtirma diizeneginden (manifold) (Waters, Milford, MA, A.B.D.)
yararlanilmistir. C-18 Sep-Pak kolonu, 3 dak. siiresince N, gazi1 akiminda tutularak

kalintinin kurumasi saglanmistir.

Daha sonra kurutulmus kolon, 5 mL etil asetat ile yikanarak fenolik bilesikleri iceren
ekstrakt elde edilmistir. Fenolikleri igeren bu ekstrakt bir evaporasyon tiipline alinmis
ve 35°+0.1°C'deki su banyosuna (Memmert WB 14, Schwabach, Almanya)
yerlestirilerek, etil asetat, N, gazi altinda uzaklastirilmistir. Daha sonra evaporasyon
tiiptindeki kalint1 iizerine 2 mL asitlendirilmis su eklenerek c¢oziindiiriilmiistiir.
Fenolikleri igeren bu ¢ozelti 0.45 pum goézenek capli PVDF filtreden filtre edilerek,
HPLC'nin oto-6rnekleme (auto-sampler) iinitesinde kullanilan amber renkli 2 mL'lik

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

3

Fenoliklerin miktarlarinin hesaplanmasinda “yiiksek performansli sivi kromatografi”
cihazindan (HPLC, Agilent 1200 serisi, Waldbronn, Almanya) yararlanilmistir.
Kullanilan HPLC sistemi; ikili (binary) pompa, foto diyoderey dedektorii (PDA, photo
dioderay dedector), +4°C'ye inebilen sogutma sistemine sahip oto-Ornekleyici (auto-
sampler), gaz giderici (degasser) ve kolon firinindan (thermostatted column
compartment)  olugmaktadir. Elde edilen  kromatogramlar  "ChemStation

rev.B.02.01" yazilim programu ile degerlendirilmistir.

Kromatografi kosullart

e Kolon: Ters faz (reverse phase) Cs kolonu (250 x 4.6 mm, 5 um) (Phenomenex,

Los Angeles, CA, A.B.D.)

e Koruyucu kolon: C;g koruyucu kolonu (4 x 3 mm, 5 um) (Phenomenex, Los

Angeles, CA, A.B.D.)
e Akis hizi: 1 mL dak.™
e Eliisyon siiresi: 70 dak.
e Enjeksiyon hacmi: 20 pL
e Dalga boyu: 320 nm

e Hareketli faz (mobile phase) : Asetonitril (%100) (A) ile %1 formik asit (B)
karisimi. Gradiyent akis s6z konusu olup, Chaovanalikit ve Wrolstad
(2004) tarafindan Onerilen eliisyon profili tarafimizdan modifiye edilerek

uygulanmistir (Cizelge 3.1).

3.2.8.5.2 Kiitle spektroskopisi (HPLC-DAD-MS) yontemi

HPLC yontemiyle; siyah havug¢ suyu konsantresinin fenolik kompozisyonunun 3 temel
fenolikten olustugu saptanmistir. Bu fenoliklerin birinin tanimlanmasinda HPLC-DAD
sistemi kullanilmistir. Ornekteki baskin pikin HPLC-DAD y&ntemi ile tanimlanmasi

disinda, bu pikin bir kez daha dogrulanmasi amaciyla, “yiikksek basingli sivi
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kromatografisi-diyoderay dedektor-kiitle spektroskopisi” (High Performance Liquid
Chromatography-DiodeArrayDedector-Mass Spectroscopy; HPLC-DAD-MS) yontemi

uygulanmistir.

Cizelge 3.1 HPLC ile fenolikler i¢in uygulanan eliisyon profili

Siire (dak) %A %B
0 5 95
50 25 75
55 50 50
60 50 50
65 5 95
70 5 95

Bu calismada kullanilan HPLC-DAD-MS cihazindaki HPLC-DAD kismu fenoliklerin
belirlenmesinde kullanilan HPLC-DAD cihaz1 ile aym1 konfigiirasyona sahiptir.
Fenoliklerin tanimlanmasinda, Agilent Technologies tarafindan iiretilen ve Agilent 1200
serisi HPLC sistemine uyumlu “VL” modeli kiitle spektroskopisi (Waldbronn,
Almanya) kullanilmistir. Bu analizde kullanilan sistemde, multimode (MM)
iyonizasyon sistemi bulunmakta ve bu sistem de ESI (elektron spray ionization ) ile
APCI (atmospheric pressure chemical ionization) iyonlastirma yoOntemlerini
icermektedir. Daha 1limli bir iyonizasyon teknigi olmast nedeniyle, fenoliklerin
tanimlanmasinda ESI iyonizasyon sitemi kullanilmistir (Giusti vd. 1999). Kurutucu gaz

olarak, bir jeneratorde iiretilen azot gazindan yararlanilmigtir.

HPLC-DAD-MS kromotografi kosullar

»  MS kosullar
e Mode: Scan
e Polarite: Pozitif

e lyonizasyon: MM-ES
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e Kiitle arahgi: 100-500

e Fragmentor: 50

> Iyonizasyon (Method Spray Chamber) Kosullar:
e Method Spray Chamber: MM-+ES+APCI
e Azot gaz akis mzi: 5 L dak.”’
e Piiskiirtiicii (Nebulizer) basinci: 60 psig
e Azot gaz1 sicakhgy: 250°C
e Buharlasma sicakhgr: : 250°C
e Kapiler voltaj: 2000 V

e Yiik (Charging) voltaji: 2000 V

» HPLC kosullar:

e Kolon: Ters faz (reverse phase) C;g kolonu (250 x 4.6 mm, 5 pm) (Phenomenex,

Los Angeles, CA, A.B.D.)

e Koruyucu kolon: C;g koruyucu kolonu (4 x 3 mm, 5 um) (Phenomenex, Los

Angeles, CA, A.B.D.)
e Akis hizi: 1 mL dak™
e Eliisyon siiresi : 22 dak.

e Enjeksiyon hacmi : 10 pL olup, HPLC ydntemi i¢in kullanilan siyah havug

ekstraktlar1 kullanilmigtir.
e Dalga boyu : 280 nm

e Hareketli faz (mobile phase) : Asetonitril (%100) (A) ile formik asit (%1) (B).

Piklerin tanimlanmasinda tek iyon modu (single ion mode, SIM) kullanilmistir. Bu
sistemde, siyah havu¢ suyundaki 3 pikten, baskin olan pikin, yani klorojenik asit i¢in

elde edilen pikin tanimlanmasinda, Kammerer vd. (2004) tarafindan daha once
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belirlenmis olan kiitle/yiik oran1 dikkate alinmistir. Elde edilen kromotogramlar Agilent

ChemStation programi ile degerlendirilmistir.

Gradiyent akis s6z konusu olup, eliisyon profili ¢izelge 3.2°de verilmistir:

Cizelge 3.2 HPLC-DAD-MS ile fenolikler i¢in uygulanan eliisyon profili

Siire (dak) %A %B
0 10 90

13 22 78

14 40 60

20 60 40

22 10 90

3.2.9 istatistik degerlendirme

Siyah havu¢ suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda (5°C, 20°C ve 30°C)
depolanmasi siiresinin toplam fenolik madde miktar1 i¢in her depolama sicakliginda
elde edilen veriler iki tekerriirlii faktoriyel diizende varyans analiz teknigi kullanilarak
degerlendirilmistir. Varyans analizi sonucuna gore, gerekli oldugu durumda Duncan
coklu karsilastirma testi kullanilarak faktorlerin hangi seviyeleri arasindaki farkliligin
onemli oldugu arastirilmustir. Istatistik analizler i¢in "Minitab for Windows (ver. 15.1)"

ve "MSTAT" paket programlari kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Elde edilen siyah havu¢ ham suyuna, uygulanan islemler ve 6rnek alma asamalar1 sekil

4.1°de gosterilmistir.

Siyah havug ham suyu - Pastorizasyon
(1) )
A 4
Depektinizasyon - Pastorizasyon
2) (6)
A 4
Bentonit ilavesi - Pastorizasyon
(3) (7)
A 4
Jelatin ve kizelsol ilavesi - Pastorizasyon
(4) ®)
Konsantrasyon
(9)

Sekil 4.1 Siyah havu¢ ham suyuna uygulanan durultma ve 6rnek alma asamalari
*Ornek alma asamalari

Sekil 4.1°de goriildiigii tizere, siyah havu¢ ham suyu pektolitik enzimler ile depektinize
edilmis ve daha sonra bentonit, jelatin ve kizelsol ilavesi ile berraklagtirilmistir. Yani,
siyah havu¢ ham suyuna, durultmanin; depektinizasyon ve berraklastirma asamalarinin
her ikisi de uygulanmistir. Daha sonra her asamada 6rnek alinmig ve alinan 6rneklerin
bir kismi pastorize edilmeden, bir kismi ise pastorize edilerek analizlerde kullanilmistir.
Ayrica, durultulmus siyah havug suyunun bir boliimii konsantre edilmis ve elde edilen

siyah havug suyu konsantresi farkli sicakliklarda depolanmastir.
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4.1 Siyah Havu¢ Sularmmin Briks, pH, Titrasyon Asitligi ve Bulamkhihk (NTU)
Degerleri Gibi Baz1 Analitik Ozellikleri Uzerine Durultma ve Pastorizasyonun
Etkisi

Siyah havug¢ sularinin farkli iiretim asamalarinda briks, pH ve titrasyon asitligi gibi

genel bilesime yonelik bazi nitelikler belirlenmis ve sonuglar ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Siyah havu¢ suyunun farkli iiretim asamalarindaki briks, pH ve titrasyon
asitligi degerleri

Siyah havug suyu Briks pH  Titrasyon asitligi* Bulaniklik
(mg/100 mL) (NTU)

Pastéorize edilmemis

Siyah havu¢ ham suyu (1) 11.02 4.35 0.57 510

Depektinize edilmis (2) 11.62 4.43 0.65 13

Depektinize edilmis ve bentonit 11.54 4.40 0.47 21
uygulanmis (3)

Durultulmus (bentonit, jelatin ve  11.29 4.45 0.54 4
kizelsol) (4)

Pastorize edilmis

Siyah havu¢ ham suyu (5) 11.06 4.37 0.60 2827

Depektinize edilmis (6) 11.67 4.46 0.69 349

Depektinize edilmis ve bentonit 11.60 4.38 0.51 253
uygulanmis (7)

Durultulmus (bentonit, jelatin ve  11.29 4.46 0.49 34
kizelsol) (8)

* . Susuz sitrik asit cinsinden

Cizelge 4.1°de goriildiigii lizere, depektinizasyon asamasindan sonra siyah havug
suyunun; briks, pH ve titrasyon asitligi degerleri artmistir. Bilindigi gibi,
depektinizasyon amaciyla siyah havu¢ ham suyuna ilave edilen pektolitik enzimler
hiicreleri birbirine baglayan pektini parcalayarak galakturonik asit tinitelerinin agiga
cikmasina neden olmaktadir. Serbest hale gegen galakturonik asidin ise, siyah havug
sularinda gerek briks gerekse de titrasyon asitliginin artmasina neden oldugu

sanilmaktadir. Baymdirli vd. (1994), nar suyuna jelatin uygulanarak yapilan

32



durultmanin suda ¢oziinir kuru madde degerlerinde azalmaya yol agtigini

belirtmektedirler.

Bulaniklilik degerlerinde ise, beklenildigi gibi durultmayla beraber dnemli diizeyde
azalis saptanmustir. Pastorize edilmis 6rneklerde de ayni durum s6z konusudur. Ayni
zamanda oOrnekler pastorize edildigi zamanda bulaniklilik degerleri artmistir. Bunun
sebebinin ise, hiicre duvarimin sicakligin etkisiyle parcalanarak bazi fenoliklerin ve

bulaniklilik yapan unsurlarin agiga ¢ikmasindan dolay1 oldugu sanilmaktadir.

4.2 Siyah Havu¢ Ham Suyunun Durultulmasi

4.2.1 Siyah havuc¢ suyunun depektinizasyonu

Paketli preste preslenerek elde edilen bulanik siyah havu¢ suyuna once durultma
isleminin ilk asamas1 olan depektinizasyon islemi uygulanmis ve bu amagcla ticari enzim
preparati kullanilmistir. Her bir depektinizasyon denemesinde 250 mL siyah havug
suyu kullanilmigtir. "3.2.2 Siyah havu¢ ham suyunun depektinizasyonu" baglig1 altinda
belirtildigi gibi depektinizasyon isleminden dnce siyah havug¢ suyunun sicakligi 50°C’ye
getirilmigtir. Depektinizasyon amaciyla; siyah havug¢ sularma 0.25 g, 0.50 g ve 1.0
ml/100 mL miktarlarinda 3 ayr1 dozda pektolitik enzim igeren ¢ozelti eklenmis ve
+50°C’de 2 h siireyle bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler kaba filtrasyona tabi tutulmus
ve tlirbidimetrede NTU degerleri belirlenmistir. Daha sonra alkol testi ile
depektinizasyon isleminin tamamlanip tamamlanmadigi izlenmeye calisilmistir. Ancak;
tortu olusumu kontrol orneklerinde bile, yogun renk nedeniyle izlenememistir. Bu
nedenle, ornekler kaba filtrasyona tabi tutulmus ve bulaniklik diizeyleri tiirbidimetrede

ile 6l¢iilmiistiir. Bu denemelere iligkin sonuglar cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2°de verilen deney sonuglarina gore, en diisik NTU degerine; yani,
maksimum berraklik diizeyine 100 mL’ye 0.5 mL enzim preparati uygulamasiyla
ulagilmistir. Bu enzim dozaji dikkate alinarak, gerekli enzim eklenmis, tiim siyah havug

suyu kitlesi 50°C’de 2 h siireyle bekletilerek depektinize edilmistir.
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Cizelge 4.2 Siyah havug suyuna uygulanan depektinizasyon deneme sonuglari

Dozaj (mL/100 mL) NTU
0.25 3.83
0.50 2.35
1 3.15

4.2.2 Siyah havu¢ suyunun durultulmasi

Yukarida anlatildig1 gibi, depektinize edilen siyah havu¢ suyunda bentonit, jelatin ve
kizelsol i¢in uygun dozaj1 saptama deneyleri yapilmistir. "3.2.3 Siyah havu¢ suyunun
durultulmast" baghg: altinda belirtildigi gibi durultma, 50°C’deki siyah havu¢ suyuna
uygulanmistir. Bu amagla, 6nce uygun bentonit dozaji saptanmistir. Depektinize
edilmis siyah havu¢ suyuna %10 (w/v) konsantrasyonda hazirlanan bentonit
cOzeltisinden farkli miktarlarda eklendikten sonra 50°C’de 30 dak bekletilmistir.

Bentonit denemelerine iligkin sonuglar ¢izelge 4.3°te verilmistir.

Cizelge 4.3 Siyah havug suyuna (250 mL) uygulanan bentonit deneme sonuglari

Bentonit (mL; %10, w/v) NTU
0.5 2.67
1.0 2.62
1.5 3.04
2.0 1.85
2.5 1.75%

*Bu denemede yapilan Olgiim sirasinda ¢ok fazla salimm gozlenmis ve bu nedenle bu deneme
degerlendirmeye alinmamustir.

Bu denemelerden alinan sonuglara gore, maksimum berrakliga 250 mL depektinize
edilmis siyah havug suyuna 2 mL bentonit eklenerek ulagildig1 saptanmistir. Daha sonra
sicakliglr +4°C’ye getirilen depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis siyah havug

suyuna %1°lik (w/v) jelatin ¢ozeltisinden ve %15°lik (v/v) kizelsol ¢ozeltisinden farkli
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miktarlarda eklenerek, jelatin ve kizelsol icin dozaj deneyleri yapilmistir. Jelatin ve

kizelsol denemelerine iliskin sonuglar ¢izelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 Siyah havu¢ suyuna (150 mL) uygulanan jelatin ve kizelsol deneme

sonugclari

Jelatin (mL; %1, w/v) Kizelsol (mL; %15, v/v) NTU
1.5 0.4 5.05
1.5 0.8 3.37
1.5 1.2 2.34
2.25 0.4 3.97
2.25 0.8 2.84
2.25 1.2 1.97
3.0 0.4 1.97
3.0 0.8 2.60
3.0 1.2 1.83

Cizelge 4.4’de verilen sonuclar dikkate alinarak kizelsol dozajin1 belirlemek icin bir
deneme daha yapilmistir. Bu amagla, 200 mL siyah havu¢ ham suyuna 1 mL pektolitik
enzim eklenerek depektinize edilmis ve depektinize edilen siyah havug suyuna 1.64 mL
bentonit (%10) ve 3 mL jelatin (%1) eklenmis ve son olarak da %15’lik (w/v) kizelsol
cOzeltisinden farkli miktarlarda eklenerek, kizelsol i¢in dozaj deneyleri yapilmistir. Bu

sonugclar ¢izelge 4.5’de verilmistir.

Bu denemelerden alinan sonuglara gore, maksimum berrakliga 200 mL depektinize
edilmis ve bentonit uygulanmis siyah havu¢ suyuna 3 mL jelatin (%]1) ve 0.53 mL
kizelsol (%15) eklenerek ulasildig: saptanmustir.
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Cizelge 4.5 Siyah havug suyuna (200 mL) uygulanan kizelsol deneme sonuglari

Kizelsol (mL; %15, w/v) NTU
0.27 2.33
0.53 1.82
0.80 2.16
1.06 1.93
1.33 2.84

4.3 Siyah Havu¢ Suyu ve Konsantrelerinin Fenolik Madde icerikleri ile
Antioksidan Aktivite Diizeylerinin Belirlenmesinde Kullanilan Standart
Egriler

Siyah havu¢ suyu ve konsantrelerinde HPLC yontemiyle fenolik miktarinin tayininde
yapilacak hesaplamalar i¢in gerekli olan klorojenik asit standart egrisi,
spektrofotometrik yontemle toplam fenolik madde miktarlarinin tayininde yapilacak
hesaplamalar i¢in gerekli olan gallik asit standart egrisi ile spektrofotometrik yontemle
antioksidan aktivite tayininde gerekli olan troloks standart egrisi hazirlanmis ve bu

egriler sirastyla sekil 4.2-4.4°de verilmistir.

Standart egrilerin olusturulmasinda analizlerde elde edilen verilere dogrusal regresyon
analizi uygulanmigs ve bu egrileri tanmimlayan esitlikler belirlenmistir. Bu esitlik
yardimiyla siyah havug suyu ve konsantrelerinde bulunan basat pik olan klorojenik asit

miktari, toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivite diizeyi hesaplanmistir.

4.4 Siyah Havu¢ Sularinin Toplam Fenolik Madde Icerikleri Uzerine Durultma ve
Pastorizasyon Islemlerinin Etkisi

Durultmanin fenolik maddeler iizerine etkisini saptamak iizere, siyah havug¢ sularinda
toplam fenolik madde miktarlari, durultma isleminden 6nce ve durultma isleminin tim
asamalarinda (“depektinizasyondan sonra,” “bentonit uygulamasindan sonra” ve
“bentonit + jelatin + kizelsol uygulamasindan sonra”) belirlenmistir. Ayrica durultma

isleminden 6nce ve durultma agamalarinda alinan siyah havug suyu 6rneklerinin toplam
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fenolik miktarlari; pastdrizasyon isleminden once ve sonra belirlenerek, pastorizasyon
isleminin fenolikler {iizerine etkisi de ortaya konulmustur. Siyah havug¢ sularinda,
yukarida belirtilen agamalarda yapilan, toplam fenolik madde miktari analizlerine iliskin

deney sonuglar cizelge 4.6'da verilmistir.

Cizelge 4.6’da goriildiigli gibi, depektinize edilmemis siyah havu¢ ham sularinda gallik
asit cinsinden 3037 mg/L toplam fenolik madde saptanirken, depektinize edilmis siyah
havu¢ sularinda ise 3447 mg/L diizeyinde toplam fenolik madde saptanmistir.
Depektinizasyon isleminden sonra toplam fenolik madde miktarinda %13 artis
saptanmistir. “4.1 Siyah Havu¢ Sularmmn Bazi Analitik Ozellikleri Uzerine
Durultma ve Pastérizasyon Islemlerinin Etkisi” boliimiinde de ifade edildigi gibi,
depektinizasyon asamasinda siyah havug suyuna pektolitik enzimler ilave edilmekte
olup, bu enzim; bitkisel dokularda hiicreleri birbirine baglayan pektini parcalayarak,
hiicre i¢inde bulunan fenolik maddeler gibi bilesenlerin aciga ¢ikmasini saglamaktadir.
Depektinizasyon islemi sonunda fenolik madde miktarinda gbzlenen bu artisin, pektinin
pargalanmasi sonucu fenoliklerin serbest kalmasindan kaynaklandigi sanilmaktadir.
Benzer sekilde, pektolitik enzimlerin; erik suyunda (Chang vd. 1994), Frenk iiziimii
(black currant) suyunda (Mikkelsen ve Poll 2002) ve bogiirtlen (blackberry) suyu ve
sarabinda (Rommel vd. 1992) basta toplam fenolik madde olmak {izere, suda ¢oziiniir
kuru madde, titrasyon asitligi ve antosiyanin miktarlarinda 6nemli diizeyde artiga neden

oldugu saptanmuistir.
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Cizelge 4.6 Siyah havug suyunun farkli iiretim asamalarindaki toplam fenolik madde

miktarlari
Siyah havug suyu Toplam fenolik madde miktart*
(mg gallik asit/L)
Pastérize edilmemis
Siyah havu¢ ham suyu (1) 3037
Depektinize edilmis (2) 3447
Depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis (3) 3107
Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol) (4) 2327
Pastorize edilmis
Siyah havu¢ ham suyu (5) 3237
Depektinize edilmis (6) 3767
Depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis (7) 3162
Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol) (8) 2257
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Daha sonraki durultma asamalarinda ise, beklenildigi gibi fenolik maddelerde bir azalis
saptanmistir. Depektinize edilmis siyah havu¢ suyuna bentonit eklenmesi sonucunda,
fenolik maddede yaklasik %10’luk bir azalis saptanmistir. Ayni sekilde durultma
isleminin son asamasinda depektinize edilmis ve bentonit ilave edilmis siyah havug
suyuna “jelatin + kizelsol” ilave edildiginde fenolik madde miktarinda, depektinize
edilmis ve bentonit ilave edilmis siyah havu¢ suyuna gore yaklasik %28’lik bir azalis

saptanmigtir.

Bilindigi iizere; jelatin, meyve sularinin pH smnirlarinda (pH 3-4.5) pozitif yik
kazanarak, kizelsolla agregasyona girmekte, yani flok olusturmaktadir. Bu floklar
cokelirken, fenolikler ile diger bulaniklik yapan unsurlari da beraberinde asagi dogru
stiriiklemekte ve boylece durultma igslemi gergeklesmektedir (Cemeroglu ve Karadeniz
2009). Bu nedenle, jelatinle yapilan durultma islemi sonundaki fenolik kaybinin, bir
kisim antosiyaninlerin jelatin ile kizelsol arasinda olusan flokla birlikte siyah havug
suyundan uzaklasmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Calismamizda ulasilan
sonuclar, durultma isleminin siyah havu¢ suyu fenolikleri {izerine 6nemli etkisinin

oldugunu gostermistir.

Literatiirde, siyah havu¢ suyu fenolikleri iizerine durultmanin etkisinin incelendigi
sadece bir ¢alismaya rastlanmistir (Kirca 2004). Bu ¢alismada, fenolik maddeler iizerine
durultmanin etkisi dolayl olarak incelenmis, durultmanin fenolik maddelerin bir alt
grubu olan antosiyaninler {lizerine etkisi saptanmistir. Benzer sekilde, bu calismada da
siyah havug suyu sicak durultma teknigi ile durultulmus, durultmada “bentonit + jelatin
+ kizelsol” kullanilmistir. Bu sekilde yapilan durultma sonunda, siyah havug¢ suyunda
bulunan antosiyaninlerde, %3.1 kayip saptanmistir. Literatiirde, durultmada kullanilan
durultma yardimci maddelerinin meyve sularinda toplam fenolik madde miktarini
azalttigin1 ortaya koyan calismalara rastlanmigtir. Cemeroglu (1977) tarafindan
yuriitillen ¢alismada, jelatinle yapilan sogukta (+4°C) durultma sonunda nar sularinin
fenolik madde iceriginde %33—42 diizeyinde bir azalma saptanmistir. Benzer sekilde,

labaratuvarimizda yapilan bir ¢alismada da, jelatinle durultma sonunda nar sularmin
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toplam fenolik madde miktarinda %25-28 oraninda bir azalma oldugu ortaya

konmustur (Apaydin 2008).

Durultmanin fenolik maddeler iizerine olumsuz etkilerine karsin, pastorize edilen
orneklerin fenolik madde igeriklerinde bir miktar artis saptanmistir.  “4.1 Siyah Havug
Sularimin  Bazi  Analitik Ozellikleri Uzerine Durultma ve Pastorizasyon
Islemlerinin Etkisi” bolimiinde de ifade edildigi gibi bunun nedeninin, hiicre
duvarmin sicakligin etkisiyle parcalanarak, hiicre duvarindaki bilesiklere bagli olarak

bulunan fenolik maddelerin serbest hale gegmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Siyah havug¢ sularinin fenolik madde kompozisyonu, HPLC yontemi ile ortaya
konulmus (Sekil 4.5) ve elde edilen fenolik dagilimin1 gdsteren kromatogramda 3 pik
belirlenmigtir. Bu 3 pikten, sadece siyah havu¢ suyunun basat fenolik maddesi olan
klorojenik asit tanimlanabilmistir. Diger iki pik ise, tanimlanamamistir. Bu piklerin
tanimlanabilmesi icin; klorojenik asit, kafeik asit, rutin, kuersetin ve kamferol
standartlarindan elde edilen kromatogramlardaki piklerin ve 6rnege ait fenolik
maddelerin spektrumlar ile gelis siireleri karsilastirilmis ve sonugta 2 pikin de bu
fenoliklere ait olmadig1 saptanmistir. Klorojenik asit pikinin alaninin hesaplanmasindan
sonra, klorojenik asit pikine ait standart egri esas alinmak suretiyle, siyah havug
suyunda bulunan klorojenik asidin miktar1 hesaplanmistir. Sekil 4.5°de verilen
kromotagramdan da goriildiigii iizere, klorojenik aside ait pikin alani, toplam pik
alanlarinin = %90’mindan daha fazlasin1 olusturmaktadir. Siyah havug sularinin
durultulmasi ve pastdrizasyonu sirasinda klorojenik asitteki degisimler belirlenmis ve

sonuglar cizelge 4.7°de verilmistir.

Kammarer vd. (2004)’in, siyah havug ekstraktinda yaptiklar1 ¢alismada klorojenik asit
disinda; p-kumarik, kafeik ve ferulik asit ile hidroksi benzoik asit tiirevleri ve kuersetin
glikozit de tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada, klorojenik asit siyah havu¢ suyunda
657 mg/kg, siyah havu¢ suyu konsantresinde ise 5815 mg/kg miktar1 ile en baskin
fenolik bilesik oldugu saptanmaistir.
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Sekil 4.5 Siyah havu¢ ham suyundaki fenoliklerin HPLC kromotogrami
(Pik 1: klorojenik asit, Pik 2 ve 3: tanimlanamadi)

Siyah havug sularinin gerek durultulma gerekse pastorizasyon asamalarinda saptanan
toplam fenolik madde miktar1 ve klorojenik asit miktarinda benzer degisimler
saptanmistir. Buna karsin, HPLC yontemi ile saptanan ve elde edilen pik alanlariin
%90’1ndan fazlasim1 olusturan klorojenik asit miktar1 ile spektrofotometrik yontemle
bulunan sonuglar spektrofotometrik yontemle bulunan sonuglarla paralel olmakla
birlikte HPLC yontemiyle bulunan sonuglar daha diisiiktiir. Spektrofotometrik yontemle
saptanan fenolik madde miktarinin, HPLC ile saptanan miktardan 4-8 misli yiiksek
oldugu belirtilmektedir (Spanos ve Wrolstad 1990). Escarpa ve Gonzalez (2001)
tarafindan kirmizi {iziim posasi, kurutulmus mercimek, yesil fasiilye, elma ve
armutlarda yapilan bir calismada spektrofotometrik yontemle yapilan c¢alismalarda
saptanan toplam fenolik madde miktarinin HPLC yontemine gore 1.1 ile 4.8 kat
arasinda daha fazla oldugu saptanmistir. Hem bu agidan hem de bulunan fenolik
maddelerin niteliklerini yansitmadigi i¢in spektrofotometrik yontemle bulunan toplam

fenolik madde miktari, bir gidanin bu husustaki 6zelliklerini belirtmekten uzaktir.

4.5 Siyah Havu¢ Sularimin Antioksidan Aktivite Diizeyine Durultma ve
Pastorizasyon Islemlerinin EtKisi

Durultmanin antioksidan aktivite {izerine etkisini saptamak iizere, siyah havug¢ sularinda
toplam fenolik madde miktarlari, durultma isleminden 6nce ve durultma isleminin tim
asamalarinda (“depektinizasyondan sonra”, “bentonit uygulamasindan sonra” ve

“bentonit + jelatin + kizelsol uygulamasindan sonra”) belirlenmistir. Siyah havug
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sularinda, yukarida belirtilen asamalarda yapilan, antioksidan aktivite diizeyi

analizlerine iligkin deney sonuglar1 ¢izelge 4.8'de verilmistir.

Cizelge 4.7 Siyah havug suyunun farkli tiretim asamalarindaki klorojenik asit miktarlari

Siyah havug suyu Klorojenik asit miktari
(mg/L)

Pastorize edilmemis

Siyah havug ham suyu (1) 668
Depektinize edilmis (2) 914
Depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis (3) 852
Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol) (4) 633

Pastorize edilmis

Siyah havug ham suyu (5) 1560
Depektinize edilmis (6) 1516
Depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis (7) 1343
Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol) (8) 1292

Cizelge 4.8°de goriildiigii gibi, depektinize edilmemis siyah havug sularinda troloks
cinsinden “40.15 uM troloks/uL siyah havu¢ suyu” diizeyinde antioksidan aktivite
saptanirken, depektinize edilmis siyah havug sularinda ise, “44.64 uM troloks/uL siyah
havu¢ suyu” diizeyinde antioksidan aktivite saptanmistir. Depektinizasyon isleminden
sonra antioksidan aktivite diizeyinde %11 oraninda bir artiy saptanmistir. Benzer
sekilde, depektinizasyon isleminden sonra toplam fenolik madde miktarinda da 6nemli
art1s saptanmistir (Cizelge 4.8). Bu sonug siyah havug suyundaki antioksidan aktivitenin

fenolik maddelerden kaynaklandigini géstermistir.

Toplam fenolik madde miktari ile antioksidan aktivite arasindaki iliski birgok caligmada
ortaya konulmustur. Bazi arastirmalarda toplam fenolik madde miktar1 ile antioksidan
aktivite arasinda dogrusal bir iliski oldugu gosterilmistir (Price vd. 1997, loku ve

Ayoma 2001, Vina ve Chavez 2006). Buna karsin, bu konuda yapilan diger
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arastirmalarda ise, bu iki parametre arasinda ya boyle bir iligkinin olmadigi ya da zayif
bir iligskinin oldugu saptanmistir (Work ve Camire 1996, Kuti ve Konuru 2004, Gerard
ve Roberts 2004, Lombard ve Peffley 2005).

Cizelge 4.8 Siyah havu¢ suyunun farkli iiretim asamalarindaki antioksidan aktivite
diizeyleri ve toplam fenolik madde igerikleri

Antioksidan Toplam fenolik
aktivite madde miktar1
(uM troloks/uL)  (mg gallik asit/L)

Siyah havug suyu

Pastéorize edilmemis

Siyah havu¢ ham suyu (1) 40.15 668
Depektinize edilmis (2) 44.64 914
Depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis (3) 40.83 853
Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol) (4) 34.25 633

Pastérize edilmis

Siyah havu¢ ham suyu (5) 41.16 1560
Depektinize edilmis (6) 45.86 1516
Depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis (7) 41.22 1343
Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol) (8) 34.90 1292

Bartolome ve Nunez (2004) ii¢ farkli kirmiz1 tiziim ¢esidi (Vitis vinifera) ile bunlardan
elde edilen kirmiz1 saraplarin antioksidan aktiviteleri ve toplam polifenol igerigi iizerine
yaptiklar1 bir ¢alismada, antosiyanidin (r=0.85), proantosiyanidin (r=0.75) ve toplam
fenolik madde (r=0.96) icerigi ile antioksidan aktivite arasinda gii¢li bir iligki
bulmuslardir. Kahkénen vd. (1999), bogiirtlen ve ¢ilekte bulunan antosiyaninler ve
toplam fenolik maddeler ile TEAC degeri arasinda, pozitif bir korelasyon
saptamislardir. TEAC degeri ile toplam fenolik madde miktar1 arasindaki korelasyon
katsayist, r=0.98 iken, toplam monomerik antosiyanin miktar1 i¢in bu deger r=0.60
olarak belirlenmistir. Bu degerler, antioksidan aktivitenin toplam fenolik madde miktari
ile gli¢lii, antosiyonin miktar1 ile orta derecede bir iligkisi oldugunu gostermektedir. Bir

baska calismada Sellappan vd. (2002), siyah erik ve iiziimsii meyvelerde toplam
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monomerik antosiyanin ve toplam fenolik madde igerigi ile TEAC degeri arasinda giiglii
bir korelasyon (r=1) oldugunu bildirmistir. Yine Javanmardi vd. (1997) feslegende
toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite arasinda iyi bir iliskinin oldugunu
(r=0.71) belirlemistir. Diger taraftan Velioglu vd. (1998) tahil iiriinlerinde ve keten
tohumlarinda toplam fenolik madde miktar1 ile antioksidan aktivite arasinda iyi bir
korelasyon (r=0.82) bulmasina karsin; kirmizi sogan, mor patates, siyah erik gibi
yiiksek antosiyanin igeren bazi besinlerde boyle bir iliski bulamamiglardir. Ayn1 sekilde
Ismail vd. (2004); lahana, pirasa ve 1spanakta, toplam fenolik madde miktar1 ile
antioksidan aktivite arasinda bir iligkiye rastlayamamustir. Koca (2006), iilkemizin 3
farkl1 yoresinden temin ettigi havug cesitlerinde karotenoid madde ve antioksidan
aktivite diizeylerini belirlemistir. Antioksidan aktivite ile karotenoid miktar1 arasindaki
iligki incelendiginde, bir ¢esit harig, diger ¢esitlerde antioksidan aktivite ile a-karoten ve

B-karoten miktarlar1 arasinda 6nemli bir iliski saptanmamustir.

Besinlerin farkli fenolik maddeler igerdigi ve bu maddelerin farkli diizeyde antioksidan
aktivite gosterdigi bilinmektedir (Sellappan vd. 2002, Chu vd. 2002, Ismail vd. 2004,
Matilla ve Hellstrom 2007). Arastirmacilar (Velioglu vd. 1998, Ismail vd. 2004) fenolik
madde miktar1 ile antioksidan aktivite arasindaki zayif iliskinin, fenolik bilesiklerin
farkl1 antioksidan aktivite gdstermelerinden ve bitkisel dokularda fenolik maddeler
disinda bagka antioksidan maddelerin (a-tokoferol, B-karoten, vitamin C, selenium vb.)

bulunmasindan kaynaklandigini ileri stirmektedir.

Daha sonraki durultma asamalarinda ise, beklenildigi gibi toplam fenolik madde
miktarindaki azalisa bagli olarak antioksidan aktivite dilizeyinde de bir azalis
saptanmistir. Depektinize edilmis siyah havu¢ suyuna bentonit eklenerek, depektinize
edilmis siyah havu¢ suyuna gore antioksidan aktivite diizeyinde yaklasik %9’luk bir
azalis saptanmustir. Ayni sekilde durultma isleminin son asamasinda depektinize edilmis
ve bentonit ilave edilmis siyah havug¢ suyuna “kizelsol + jelatin™ ilave edildiginde,
toplam fenolik madde miktarindaki azalisa bagl olarak antioksidan aktivite diizeyinde,
depektinize edilmis ve bentonit ilave edilmis siyah havug¢ suyuna gore yaklasik %16’lik

bir azalig saptanmustur.
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Benzer bir durum pastérize 6rneklerde de s6z konusudur. Pastorize edilen 6rneklerin
antioksidan aktivitesi de toplam fenolik maddelerindeki artisa bagli olarak bir miktar
artts gdstermistir. “4.1 Siyah Havuc¢ Sularmmin Baz Analitik Ozellikleri Uzerine
Durultma ve Pastorizasyon Islemlerinin Etkisi” boliimiinde de ifade edildigi gibi
bunun nedeninin, hiicre duvarinin sicakligin etkisiyle parcalanarak bazi fenoliklerin ve

bulaniklilik yapan unsurlarin agiga ¢ikmasindan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.

4.6 Siyah Havu¢ Sularinin Kondense Olabilen Fenolik Madde Miktar1 Uzerine
Durultma ve Pastorizasyon Islemlerinin Etkisi

Durultmanin kondense olabilen fenolik maddeler iizerine etkisini saptamak iizere, siyah
havug sularinda kondense olabilen fenolik madde miktarlari, durultma isleminden 6nce
ve durultma isleminin tiim asamalarinda (“depektinizasyondan sonra,” “bentonit
uygulamasindan sonra” ve “bentonit + jelatin + kizelsol uygulamasindan sonra”
belirlenmigtir. Ayrica durultma isleminden 6nce ve durultma asamalarinda alinan siyah
havug suyu orneklerinin kondense olabilen fenolik madde miktarlari; pastorizasyon
isleminden Once ve sonra belirlenerek, pastorizasyon isleminin kondense olabilen
fenolikler iizerine etkisi de ortaya konulmustur. Siyah havug¢ sularinda, yukarida
belirtilen asamalarda yapilan, kondense olabilen fenolik madde miktar1 analizlerine

iligkin deney sonugclari ¢izelge 4.9'da verilmistir.

Cizelge 4.9’de goriildiigii lizere, bentonit uygulama asamasi disinda, gerek
depektinizasyonun gerekse durultmanin diger asamlarinin siyah havug sularinda
kondense olabilen fenolik maddeler iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 saptanmistir.
Benzer sekilde, pastorizasyonun da kondense olabilen fenolik maddeler iizerine

belirgin bir etkisinin olmadig1 ortaya konulmustur.

4.7 Siyah Havuc¢ Suyu Konsantrelerinin Farkh Sicakhiklardaki Depolanmasi
Siiresince Toplam Fenolik Madde ve Antioksidan Aktivitesindeki Degismeler

Siyah havu¢ suyu konsantrelerinin farkli sicaklikarda depolanmasi siirecinde

spektrofotometre ile yapilan Olgiimlerde gerek toplam fenolik madde gerekse de
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antioksidan aktivite {izerinde bir miktar degisim gézlemlenmistir. Bu sonuglar, sirasiyla

cizelge 4.10 ve 4.12°de ayrintil1 bir sekilde gosterilmistir.

Cizelge 4.9 Siyah havu¢ suyunun farkli iiretim agamalarindaki kondense olabilen
fenolik madde miktarlar

Siyah havug suyu Kondense olabilen fenolik madde
miktar1 (mg katesin/L)

Pastorize edilmemis

Siyah havug ham suyu (1) 135
Depektinize edilmis (2) 125
Depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis (3) 114
Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol) (4) 127

Pastérize edilmis

Siyah havug¢ ham suyu (5) 127
Depektinize edilmis (6) 133
Depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis (7) 113
Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol) (8) 130

Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi depolama siiresince siyah havuglardan elde edilen
konsantre oOrneklerinde toplam fenolik madde miktar1 diizeyinde bir miktar azalis
saptanmistir. Depolama sicakliklarinin ise, toplam fenolik madde miktar1 diizeyine bir
etkisi gozlemlenmemistir. 8 aylik depolama sonunda siyah havug¢ konsantrelerinin
toplam fenolik madde miktart %19-21 oraninda diistiigli saptanmistir. Portakal suyunun
fenolik madde miktar1 {izerine depolamanin etkisinin arastirildigi bir c¢alismada,
38°C’de 4 ay siiresince toplam fenolik madde miktarinin %45 azaldigi saptanmigtir
(Inga vd. 2007). Bir bagka ¢aligmada dut pekmezinin fenolik madde miktar1 {izerine
depolamanin etkisi arastirilmis ve 20°C’de 6 ay siireyle depolanan pekmezlerin toplam

fenolik madde miktarlarinin %65 azaldig: belirlenmistir (Glingor 2007).

5°C, 20°C ve 30°C’de depolanan siyah havu¢ suyu konsantrelerinin fenolik madde

miktarlar1 i¢in yapilan varyans analizi sonuglar1 (Cizelge 4.11), depolama siiresinin
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fenolik madde miktar1 {izerine 6nemli etkisinin oldugunu gdstermistir (p<0.05). Bu
verilere Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Duncan testi sonuglarina gore
(EK 1, Cizelge 1); 5°C, 20°C ve 30°C’de depolanan siyah havug sularinin depolama
stiresine bagli olarak, toplam fenolik madde icerikleri arasindaki farklarin istatistik

olarak dnemli oldugu saptanmistir (p<0.05).

Cizelge 4.10 Farkli sicakliklarda depolanan siyah havug¢ suyu konsantrelerinde toplam
fenolik madde miktarlar

Depolama siiresi (ay)

Sicaklik (°C) 0 2 4 6 8
5 22715 21897 20254 19717 18 460
20 22715 21713 20572 19 310 18 267
30 22715 21 808 20 618 19 362 18 017

Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi depolama siiresince siyah havuglardan elde edilen
konsantre drneklerinde antioksidan aktivite diizeyinde kiigiik de olsa, bir miktar azalig
saptanmistir. Depolama sicakliklarinin ise, antioksidan aktivite diizeyine onemli bir
etkisi gozlenmemistir. 8 aylik depolama sonunda siyah havug¢ suyu konsantrelerinin

antioksidan aktivitesinin %6—7 oraninda diistiigli saptanmistir.

Cizelge 4.11 Siyah havug¢ suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi
stiresince fenolik madde miktarindaki azalmaya iliskin varyans analiz

cizelgesi

Varyasyon kaynagi Serbestli.k Kareler Kareler p
derecesi toplamui ortalamasi

Sicaklik 2 66 066 33033 0.41 0.673
Siire 4 78 375 643 19593911  241.54 0.000"
Sicaklik x Siire 8 519 320 64915 0.80 0.612
Hata 15 1216 834 81122
Genel toplam 29 80 177 862

* 1 p<0.05
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Cizelge 4.12 Farkli sicakliklarda depolanan siyah havu¢ suyu konsantrelerinde
Olciilen antioksidan aktivite degerleri

Depolama siiresi (ay)

Sicaklik (°C) 0 2 4 6 8
5 238 237 231 225 224
20 238 236 230 223 223
30 238 236 229 222 221

4°C ve 20°C’de depolanan ¢ilek recellerinde yapilan bir ¢aligmada, 4°C’de depolanan
recellerin antioksidan aktivitesinin, 20°C’de depolanan regellerden yiiksek oldugu
belirlenmistir (Wicklund 2004). Bilindigi gibi, meyve ve sebzelerin antioksidan
aktivitesini belirleyen en onemli bilesenler vitaminler ve fenolik maddelerdir. Buna
bagl olarak, ¢ilek recelinde depolama siiresince toplam fenolik madde ve vitamin
oranlarindaki azalmalarin antioksidan aktiviteyi azaltmis olacagi bildirilmigtir. Dut
pekmezinin depolanmasiyla ilgili yapilan bir ¢calismada da, 20°C’de 6 ay depolanan
pekmezlerde antioksidan aktivitesinde %38 azalma oldugu belirlenmistir (Glingor

2007).

5°C, 20°C ve 30°C’de depolanan siyah havug suyu konsantrelerinin antioksidan aktivite
diizeyleri icin yapilan varyans analizi sonuglart (Cizelge 4.13), "sicaklik x stire" ikili
interaksiyonunun istatistik olarak 6nemli oldugunu gostermistir (p<<0.05). Bu nedenle,
elde edilen verilere Duncan c¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir. Ikili interaksiyon
onemli oldugu icin sicaklik ve depolama siiresinin esas etkilerini incelemeye gerek
duyulmamustir. Ikili interaksiyonun onemli olmasi, sicaklik ve depolama siiresi
arasindaki interaksiyonun oOnemli oldugunu yani, depolama siireleri arasindaki
farkliligin siyah havug suyu konsantrelerinin depolama sicakligina gore degistigini ifade
etmektedir. Gozlenen fark tesadiifi degildir. Duncan testi sonuglar1 (EK 1, Cizelge 2),
siyah havug¢ sularinin antioksidan aktivite diizeyleri iizerine sicaklik ve depolama

stiresinin 6nemli etkisi oldugunu gdstermistir.
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Cizelge 4.13 Siyah havu¢ suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi
siiresince antioksidan aktivitedeki azalmaya iliskin varyans analiz

cizelgesi

Varvasvon kavnass Serbestlik Kareler Kareler F P

yasy ynag derecesi toplami ortalamasi
Sicaklik 2 15.262 7.631 33.20  0.000
Siire 4 1234950  308.737 134.333  0.000*
Sicaklik x Siire 8 5.461 0.683 297 0.033
Hata 15 3.447 0.230
Genel toplam 29 1259.120

* 1 p<0.05

8 aylik depolama sonunda siyah havu¢ suyu konsantrelerinin toplam fenolik madde
igceriklerinde de, antioksidan aktivitede oldugu gibi azalmalar saptanmistir. Depolama
sonunda, toplam fenolik madde miktarinda yaklasik %20 diizeyinde azalma oldugu
belirlenmigtir. Buna karsin, depolama sicakliklarinin, toplam fenolik madde diizeyine
onemli bir etkisi gozlenmemistir. Bodur ve Yurdagel (1986), ¢oziiniir kuru madde
oranlart %350138 olan nar suyu konsantrelerini +4°C’de depolamislar ve depolama
baslangicinda 2199 mg/L olan toplam fenolik madde miktarinin, 2 ay depolama
sonunda 2167 mg/L oldugunu, 4 ay depolama sonunda 2091 mg/L oldugunu ve 6 ay
depolama sonunda ise 2087 mg/L’ye diiserek, toplamda %>5.1 oraninda azaldigimni

belirlemislerdir.

4.8 Siyah Havu¢ Suyu Konsantrelerinin Farkh Sicaklhiklardaki Depolanmasi
Siiresince Kondense Olabilen Fenolik Madde Miktarindaki Degismeler

Siyah havu¢ suyu konsantrelerinin farkli sicaklikardaki depolanmasi siirecinde
kondense olabilen fenolik madde miktarlarindaki degisimler Cizelge 4.15°de

gosterilmistir.

Tiim depolama sicakliklarinda 2. ay sonunda, kondense olabilen fenolik madde

miktarinda Onemli artiglar saptanmistir. Buna karsin, depolamanin ilerliyen
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donemlerinde kondense olabilen fenolik madde miktarinda bir miktar artis saptansa da,
bu artis sinirh diizeyde olmustur. Toplam fenolik madde miktarindan farkli olarak,
depolama sicakliginin artmasiyla kondense olabilen fenolik madde miktarinda belirgin

bir artig saptanmustir.

Cizelge 4.14 Farkli sicakliklarda depolanan siyah havug¢ suyu konsantrelerinin toplam
fenolik madde miktarlar

Sicaklik Depolama siiresi Toplam fenolik madde miktar1
0 (ay) (mg/kg)
5 0 22715
8 18 460 (%18.7)*
20 0 22715
8 18 267 (%19.6)
30 0 22 715
8 18 017 (%20.7)

*: Parantez i¢indeki degerler depolama sonundaki “% fenolik madde kayb1” n1 gostermektedir.

Cizelge 4.15 Farkli sicakliklarda depolanan siyah havu¢ suyu konsantrelerinde ol¢giilen
kondense olabilen fenolik madde degerleri

Depolama siiresi (ay)

Sicaklik (°C) 0 2 4 6 8

5 308 876 993 903 1046
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4.9 Siyah Havu¢ Suyu Konsantrelerinin Farkh Sicakliklardaki Depolanmasi
Siiresince Briks, pH, Titrasyon Asitligi ve Bulaniklihik (NTU) Degerlerindeki
Degisimler

Farkli sicakliklarda depolanan siyah havug¢ suyu konsantrelerinde 8 aylik depolama
siiresince elde edilen briks, pH, titrasyon asitligi ve bulamiklik degerleri 2 aylik

araliklarla izlenmis ve sonuglar ¢izelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.16 Farkli sicakliklarda depolanan siyah havug¢ suyu konsantrelerinin briks,
bulaniklik, pH, titrasyon asitligi ve bulaniklik degerleri

Sicaklik Depolama Briks pH Titrasyon asitligi*  Bulaniklik
(°O) siiresi (ay) (mg/100 mL) (NTU)
0 67.96 4.36 3.63 6.36
2 68.04 4.41 3.51 6.24
5 4 67.52 4.35 3.69 6.50
6 68.10 4.41 3.71 6.11
8 67.63 4.36 4.29 6.15
0 67.98 4.39 3.62 6.36
2 67.79 4.39 3.50 9.58
20 4 67.38 4.42 3.60 13.15
6 67.54 4.45 3.72 16.62
8 67.71 4.41 3.93 27.75
0 67.98 4.39 3.62 6.36
2 68.07 4.40 3.62 9.73
30 4 67.38 4.40 3.63 41.5
6 67.09 4.41 3.73 573
8 66.93 4.41 4.16 755

* . Susuz sitrik asit cinsinden

Depolama siiresince, siyah havug suyu konsantrelerinin pH degerlerinde 6nemli bir
degisim gozlenmemis, briks degerlerinde az da olsa bir azalis ve titrasyon asitliginde

ise, bir miktar artis gdzlenmistir. Ornegin, 5°C’de 8 aylik depolama sonunda, siyah
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havug suyu konsantrelerinin briks degerleri 67.96°Bx’den 67.63°Bx’e, 20°C’de 8 aylik
depolama sonunda 67.98°Bx’den 67.71°Bx’e ve 30°C’de 8 aylik depolama sonunda
67.98°Bx’den 66.93°Bx’e diismiistiir. Ayrica, 5°C’de 8 aylik depolama sonunda, siyah
havug suyu konsantrelerinin titrasyon asitligi degerleri 3.63 mg/100 g’den 4.29’a,
20°C’de 8 aylik depolama sonunda 3.62 mg/100 g’den 3.93’¢ ve 30°C’de 8 aylik
depolama sonunda 3.62 mg/100 g’den 4.16’ya ylikselmistir.

Depolama sicakligr arttikca, briks degerlerinde daha fazla azalis, buna karsin titrasyon
asitligi degerlerinde ise, daha fazla artis saptanmistir. Bulaniklik degerleri ise depolama
sicaklig1 ve siiresinin artigina bagl olarak, beklenildigi gibi onemli diizeyde artmustir.
Bilindigi gibi meyve suyu ve konsantrelerinin depolama siiresince bulanmalarinda ve
tortu olusumlarinda fenolik bilesikler 6nemli rol oynamaktadir. Fenolik bilesikler,
depolama sicaklik ve siiresine bagli olarak polimerize olarak bulaniklifa neden

olmaktadir.

Tabur vd. (1987), durultulmus ve 85°C’de 25 dak siireyle pastorize edilmis nar suyunu
+4°C’de ve oda sicakhiginda depolamis, depolama siiresince nar sularmimn briks
degerinde az da olsa bir degisim saptamiglardir. Depolama baglangicinda %17.8 olan
briks degeri, +4°C’de 15 giin depolama sonrasi %17.6’ya, 45 giin sonra ise, %17.5’e
diismiistiir. Ayrica, oda sicaklifinda 15 giin depolamada briks degeri %17.8, 45 giin

sonunda ise, %17.4 olarak belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Arastirmada elde edilen baslica sonuglar, asagida maddeler halinde sunulmustur.

1.

Siyah havu¢ suyunun; sitrik asit eklenerek pH 4.3’e¢ ayarlandiktan sonra
depektinize edilip; bentonit, jelatin ve kizelsol kullanilarak sicak durultma

(50°C) teknigi ile durultulabilecegi belirlenmistir.

Siyah havu¢ suyunun depektinizasyonu sonucunda, hiicre duvarlarinin
parcalanmasiyla briks, pH, titrasyon asitligi ve fenolik madde miktarinin arttig1
saptanmistir. Ayni sekilde, siyah havu¢ suyunun antioksidan aktivitesi de

depektinizasyon islemiyle birlikte artis gdstermistir.

Durultmada kullanilan bentonit, jelatin ve kizelsoliin ise, beklendigi gibi fenolik
maddelerin kaybina neden oldugu belirlenmistir. Ayni sekilde siyah havug
suyunun antioksidan aktivitesi de bentonit, jelatin ve kizelsol ilavesinden sonra
azalmistir. Bu da, siyah havu¢ suyunun antioksidan aktivitesinin fenolik

maddelerinden kaynaklandigin1 gostermistir.

Siyah havu¢ sularimin depektinizasyonu ve pastorizasyonu ile, antioksidan
aktivite diizeyinde belirgin bir artis saptanmistir. Benzer sekilde, gerek
depektinizasyon gerekse pastdrizasyon isleminden sonra toplam fenolik madde
miktarinda da 6nemli artislar saptanmistir Bu sonuglar, siyah havu¢ suyundaki

antioksidan aktivitenin fenolik maddelerden kaynaklandigini1 gostermistir.

Siyah havug¢ suyunun durultulma asamalarinda ise, gerek toplam fenolik madde
miktar1 azalmis gerekse de bu azalisa bagli olarak antioksidan aktivite diizeyinde
de bir azalis saptanmistir. Bu azalis “bentonit” eklenmesinden ve “jelatin +

kizelsol” eklenmesinden sonra da gézlenmistir.

Pastorizasyon isleminin, siyah havu¢ sularinin bulanmasina neden oldugu
belirlenmigtir. Bunun nedeninin ise, sicakligin hiicre duvarini parcalamasi
sonucunda bulaniklilik yapan unsurlarin hiicre digsina ¢ikmasit oldugu

distiniilmektedir.

Siyah havu¢ suyu ve konsantrelerinde HPLCIIMS yontemi ile 3 basat pik

belirlenmis, ancak bu piklerden sadece bir tanesi tanimlanabilmistir. Bu ii¢ pike
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ait kromotografik alanlarin %90’1mn1 olusturan pik, klorojenik asit olarak

tanimlanmustir.

Siyah havu¢ suyu konsantrelerinin depolanmasi siiresince antioksidan
aktivitelerinde az da olsa bir azalis saptanmistir. Buna karsin, toplam fenolik
madde igeriklerinde ise, belirgin azalmalar saptanmigtir. Depolama
sicakliklarinin ise, siyah havug suyu konsantrelerinin gerek antioksidan aktivite

gerekse toplam fenolik madde diizeyleri {izerine bir etkisi gozlenmemistir.
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EK 1 Duncan Coklu Karsilastirma Testi Sonuclari

Cizelge 1 Farkhi sicakliklarda depolanan siyah havu¢ suyu konsantrelerinin toplam
fenolik madde miktarlarmin Duncan testi ile kargilagtirilmas:’
Sicakhik Siire (ay)
(°O) 0 2 4 6 8
5 22715+31Aa 21897+211Ba 20254+424Ca 19717+211Da 18460+283Ea
20 22715431Aa  21713+67 Ba  20572+494Ca  19310+71Da 18267+282Ea
30 22715+31Aa 21808+207Ba 20618+486Ca 19362+418Da 18017+281Ea

' Toplam fenolik madde miktar: aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmistir
A-F : Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.05)
a-c : Ayn siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.05)

Cizelge 2 Farkli sicakliklarda depolanan siyah havu¢ suyu konsantrelerinin antioksidan
aktivite degerlerinin Duncan testi ile karsilastirilmasi®

Sicakhk Siire (ay)
(°C) 0 2 4 6 8
5 238+0.07Aa 237+0.35Aa 231+0.66Ba 225+0.57Ca 224+0.71Ca
20 238+0.07Aa 236+0.64Bab 230+0.42Cb 223+0.14Db 223+0.71Da
30 238+0.07Aa 236+0.35Bb 22940.50Cb 22240.28Dc 221+0.71Eb

? Toplam fenolik madde miktar1 aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmistir
A-F : Ayni satirda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.05)
a-c : Ayn siitunda degisik harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.05)
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EK 2 Siyah Havu¢ Suyu Fenolik Kromatogramlar:

DAD1 C, Sig=320,4 Ref=off (DATAWFUK\SIYAH HAVUG FENOLIK SON 2008-12-02 17-17-41\D- JUICE-1.D)
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Sekil 1 Siyah havug suyundaki fenoliklerin HPLC kromotogramlari
1.1 ve 1.2 Depektinize edilmemis
2.1 ve 2.2 Depektinize edilmis
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Sekil 2 Siyah havug suyundaki fenoliklerin HPLC kromotogramlari

3.1 ve 3.2: Depektinize edilmis ve bentonit uygulanmis
4.1 ve 4.2: Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol)
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Sekil 3

Siyah havug suyundaki fenoliklerin HPLC kromotogramlari
5.1 ve 5.2: Depektinize edilmemis, pastdrize edilmis
6.1 ve 6.2: Depektinize edilmis, pastorize edilmis
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Sekil 4

Siyah havug suyundaki fenoliklerin HPLC kromotogramlari
7.1 ve 7.2: Depektinize edilmis, bentonit uygulanmis ve pastorize edilmis
8.1 ve 8.2: Durultulmus (bentonit, jelatin ve kizelsol) ve pastorize edilmis

68



OZGECMIS

AdiSoyadi  : Ufuk DERELI

Dogum Yeri : Ermenek

Dogum Tarihi : 1985

Medeni Hali : Evli

Yabanci Dili : ingilizce, Ispanyolca (Temel diizeyde)

Egitim Durumu:
Lise : Karaman Milli Piyango Fen Lisesi (1999-2002)
Lisans : Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimii (2002-2007)
Yiiksek Lisans : Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi

Anabilim Dal1 (Eylil 2007-Ocak 2011)

Calistig1 Kurumlar:
Devlet Hava Meydanlar1 isletmesi (2009-....)

Yayinlar:

1. Tiirkyilmaz, M., Dereli, U. ve Ozkan, M. Effects of processing and storage on the
antioxidant activity of black carrot juice concentrate and its relation with
phenolic content. 3 International Congress on Food and Nutrition, S Bekiroglu
(ed.), p. 136, 22-25 April 2009, Antalya.

2. Tiirkyilmaz, M., Dereli, U., Muhacir, N., Tag1, S. ve Ozkan, M. Effects of various
juice yields on the antioxidant activity, antimicrobial activity and phenolic
contents of pomegranate juice. 3™ International Congress on Food and
Nutrition, S Bekiroglu (ed.), pp. 144-145, 22-25 April 2009, Antalya.

69



