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

Sevgin DIBLAN
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Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mehmet OZKAN

Bu ¢aligmada, 5 farkli durultma yardimeir maddesinin Kalecik Karasi iiziimiinden elde edilen kirmizi
iiziim suyu ACN’leri iizerine etkisi incelenmistir. Durultmanin, kirmizi {iziim suyu renk 6zelliklerine
etkisini gézlemlemek amaciyla, durultulmamig ve durultulmus meyve sularinda, toplam monomerik
ACN analizi, ACN dagilim analizi, polimerik renk ve reflektans renk degerleri tayinleri yapilmustir.

Durultma isleminden sonra iiziim suyunun bulaniklik degeri, bentonitin; kazein ve albumin
kombinasyonu ile, 28 NTU’dan 4.2-4.4 NTU seviyesine diismiistiir. Bunu, bentonit (5.7 NTU) ve
“bentonittjelatin” (8.8 NTU) uygulamalari takip etmektedir. Durultma islemi sonunda en yiiksek
NTU seviyesine ise, kitosan ve “bentonittkitosan” uygulamasi ile ulasilmistir. Bentonit,
“bentonit+kazein” ve “bentonit+albumin” uygulamalarindan sonra, ACN miktarinda dnemli bir kayip
saptanmazken, kitosan, “bentonitt+kitosan” ve ‘“bentonittjelatin” durultmasindan sonra ACN
miktarinda goriilen kayip sirasiyla, %38, 26 ve 20°dir. Kayba ugrayan ACN miktarinda goriilen bu
farkliligin nedeni, polifenollerin durultma yardimci maddeleri ile olusturduklari floklarn farkli
biiyiikliikte olmasidir. Ornegin, jelatin; albumin ve kazeine gore, iiziim suyunda bulunan polifenoller
ile daha biiytik floklar olusturmus ve bunun sonucunda daha fazla ACN’i beraberinde siiriikleyerek,
daha fazla kayba yol agmustir. Kalecik Karasi iiziim suyunda, HPLC yontemiyle, 4 farkli ACN
saptanmistir. Malvidin-3-glikozitin (%57), bu 1iiziim ¢esidinde bulunan bagsat ACN oldugu
saptanmistir. Uziim suyunda tanimlanan diger ACN’ler ise; peonidin-3-glikozit (%10), siyanidin-3-
glikozit (%6) ve delfinidin-3-glikozittir (%4).

Elde edilen sonuglar, durultmanin etkisinin durultma yardimci maddesi dozundan ¢ok, durultma
yardimc1 maddesi tiiriine bagli oldugunu agik bir sekilde gostermistir. Berraklik agisindan, en iyi
sonuclar kazein ve albumin durultma uygulamalarinda elde edilmistir. Ayn1 zamanda, bu uygulamalar
sonunda {iziim suyu renk 6zelliklerinde 6nemli bir degisim saptanmamigtir. Bu sonuglar g6z oniine
alinarak, gerek en iyi berraklik, gerekse de en az ACN kaybi oldugu icin, kirmizi lizim suyu
durultmasinda, “bentonittkazein” ve “bentonit+albumin” kombinasyonlari 6nerilmektedir.

Aralik 2013, 100 sayfa

Anahtar Kelimeler: Durultma, antosiyanin, durultma yardimc1 maddeleri, bentonit, kitosan, jelatin,
kazein, albumin.



ABSTRACT

Master Thesis

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

Sevgin DIBLAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor : Prof. Dr. Mehmet OZKAN

In this research, the effects of five different types fining agent on anthocyanins (ACNs) and color of
red grape juice produced from Kalecik Karasi variety (Vitis vinifera L.) were investigated. Total
monomeric ACN, ACN composition, polymeric color and reflectance color analyses were carried out
to determine the color changes during clarification of grape juice samples.

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

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

December 2013, 100 pages

Key Words: Clarification, anthocyanin, fining agents, bentonite, chitosan, gelatin, casein, albumin.
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1. GIRIS

Son yillarda, kanser basta olmak tizere, tedavisi zor ve pahali olan kronik
hastaliklarla miicadele eden hasta sayisinin artmasi ve bu dogrultuda yapilan
arastirmalarin, bu hastaliklarin beslenme aligkanligindan, olumlu veya olumsuz
yonde etkilendiginin gdstermesiyle insanlarin saglikli beslenmeye olan ilgileri
artmistir. Dolayisiyla, tiiketici, lireticiden dogal, kaliteli ve ayn1 zamanda, prebiyotik,
probiyotik, antioksidan gibi ayrica bir 6zelligi olan gidalar talep etmektedir. Meyve
sular1, antioksidan 6zelligi bilenen gida maddelerinin basinda gelmektedir. Ozellikle
kirmizi meyvelerden elde edilen meyve sularina olan ilgi, gerek antioksidan igerikleri
gerekse cekici renkleri nedeniyle giin gegtikge artmaktadir. Kirmizi tizim suyu ise,

bu meyve sular1 arasinda bulunmakta ve bu {iriine olan talep, giin ve giin artmaktadir.

Kirmiz1 {iziimden elde edilen {iziim suyunda antioksidan aktivite gosteren birgok
fenolik bilesik, yani polifenoller, saptanmistir. Fenolik maddelerin bir alt grubu olan
antosiyaninler, kirmizi {iziim ve sularinin karakteristik kirmizi renklerinden sorumlu
pigment grubudur. Antosiyaninlerin liziim suyuna (sirasina) ge¢mesi, maserasyon
asamasinda gerceklesirken, {iretim asamalarinin bazilari, 6zellikle durultma, bu

pigment grubunu olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Tiwari vd. 2010).

Durultma, meyve suyunda bulunan ve bulanikliga neden olan protein ve polifenol
gibi bilesenleri, uygun durultma yardimci maddeleri (bentonit, jelatin, kazein,
albumin vb.) kullanarak uzaklastirmak ve bu sayede, istenen berraklikta iiriin elde
etmek amaciyla yapilan bir proses basamagidir. Berraklagtirma amaciyla kullanilan
durultma yardimci maddelerinin etki mekanizmalar1 farklilik gostermektedir.
Ornegin, bentonit durultmada proteinleri uzaklastirmak icin kullanilirken, jelatin
yiiksek molekiil agirlikli polifenollere etki etmektedir. Bu sekilde farkli amaclarla
kullanilan durultma yardimci maddeleri ile, {irlinlin renk, burukluk gibi organoleptik
Ozelliklerinden sorumlu polifenollerin  reaksiyonlar1 sonucu bu 0Ozelliklerde

istenmeyen degisimler meydana gelebilmektedir.



Bu arastirmanin konusunu, daha 6nce sinirli diizeyde incelenmis olan, farkli
durultma yardimci1 maddelerinin kirmizi {iziim suyu antosiyaninlerine ve diger renk
Ozelliklerine olan etkilerinin  arastirtlmasi1  olusturmaktadir. Bu  amagla,
arastirmamizda, Kalecik Karasi iiziim c¢esidinden eclde edilen {iziim sularinin

durultulmasinda, bentonit, jelatin, kazein, albumin ve kitosan durultma yardimeci

maddeleri ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmistir.



2. KURUMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

Literatiirde, meyve sularinin Gesitli Ozellikleri iizerine bircok arastirma
bulunmaktadir. Buna karsin iiziim sular1 iizerine yapilan arastirmalarin 6nemli
boliimii beyaz iiziim sularinda yapilmis olup, bu arastirmalarin da ¢ogunlugu
yurtdisinda yapilmistir.  Buna ek olarak, kirmizi iiziim sulari iizerine yapilan
arastirma sayist sinirli olup, ozellikle kirmizi iizim suyunun durultulmasi ve bu
islemin renk Ozellikleri iizerine etkisinin arastirildig: bir calismaya rastlanmamustir.
Kirmizi tizim ve iiziim suyu ile ilgili bilgiler ve yapilan arastirmalar bu bolimde

Ozetlenmistir.

2.1 Ulkemizde Uziim Uretimi ve Degerlendirme Alanlar

Uziim, diinyada en ¢ok ¢esidi bulunan ve en yaygin olarak yetistirilen bitki
kiltlirlerinden birisidir. Birgok ¢esidinin olmasi, liziimiin bir¢ok iirline islenmesine
olanak saglamistir. Uziim; taze olarak tiiketimin disinda, en ¢ok kuru iiziime ve
kismen de saraba islenmektedir. Bunun disinda, iiziim suyuna (siraya) islendikten

sonra; pekmez, sirke, pestil ve meyve suyuna islenerek de degerlendirilmektedir.

Gida ve Tarim Orgiitii’niin (FAO) 2011 yili verilerine gore, Tiirkiye {iziim
iiretiminde; Italya, Amerika, Fransa, ispanya ve Cin’in ardindan 6. sirada yer
almaktadir (Anonymous 2011). Cizelge 2.1°de, tilkemizin {iziim {iretim miktari ve bu
miktarin, meyve suyuna islenen tUm meyve ¢esitlerinin (elma, kayisi, seftali, visne

vb.) toplam tiretim miktarlar1 arasindaki pay1 verilmektedir.

Daha oncede deginildigi gibi, iiziim temel olarak, sofralik, kurutmalik ve saraplik
olmak iizere ii¢ sinifa ayrilmaktadir. Ulkemizde {iziim iiretiminin yaklasik olarak,
%40’1 kurutmalik, %30’u sofralik, %28’1 siralik (sirke, pekmez vb.) ve %2-3’1
saraplik olarak degerlendirilmektedir (Celik vd. 2005). Verilen bu oranlarin



haricinde, MEYED (Meyve Suyu Endiistrisi Dernegi) istatistiklerine gore zim
suyu, llkemizde iiretilen meyve suyu iiretim miktarlar1 arasinda %1.7-2.5’lik paya
sahiptir. Uziim suyu iiretim oraninin az olmasma karsm, son yillarda tiiketicilerin
bilin¢lenmesi ile birlikte, 6zellikle %100 dogal meyve sularma olan ilgi artmis ve
bunun sonucunda iiziim suyu iiretimin de 6nemli artiglar goézlenmistir. Nitekim {iziim
suyu iiretimi 2005 yilinda 10,900 ton iken, 2007 yilinda bu miktar 18,600 ton’a kadar
yiikselmistir (Anonim 2008).

Cizelge 2.1 Yillara gore Tiirkiye’nin tiziim iretimi ve pay1 (Anonim 2008)

Toplam meyve Uretimi Uzim Gretimi Uziim iiretim pay1
(bin ton) (bin ton) (%)
2004 7833 3500 45
2005 9489 3850 41
2006 8787 4000 46
2007 8888 3612 41
2008 8996 3448 39

2.2 Kirmizi Uziim Suyunun Bilesimi

Uziimlerin kimyasal bilesimlerinde; gesit, olgunluk, yetistirilme bolgesi ve yila bagh
olarak farklilik goriilmektedir. Uziimlerin olgunluk diizeyini belirlemek ve hasat
donemine karar vermek i¢in pH, briks ve titrasyon asitligi degerlerinden
yararlanilmaktadir. Genel olarak, olgunluk arttik¢a asitlik diismekte ve pH
yukselmektedir (Soyer vd. 2003).

Uziimlerde basat organik asit tartarik asit olup, bu asidi malik asit izlemektedir.
Uziimlerde asitlik degeri, tartarik asit cinsinden hesaplanir. Uziimlerde, toplam
asitligin tartarik asit cinsinden %0.5—1.5 arasinda oldugu (Cemeroglu vd. 2009) ve
uygun olgunluga ulasmis olan tiziimlerin tartarik asit igeriklerinin ise, 5-6 g/L

degerinde oldugu belirtilmektedir (Selli vd. 2002).



Tartarik asit, (izim suyu dretimi igin énemli bir bilesendir. Uziim suyunda bulunan
tartarik asidin bir kismi iizim suyunda potasyum tuzu halinde bulunmaktadir.
Tartarik asidin bu tuzuna potasyum hidrojen tartarat veya bilinen adiyla “sarap tas1”
denilmektedir. Sarap tasi, liziim suyunda ¢oziinmiis olarak bulunmaktadir. Bu tuzun
¢Oziiniirliigline; ortam sicakligi, pH derecesi gibi faktorler etki etmektedir. Bu
parametrelerdeki degismeler potasyum hidrojen tartaratin, liziim suyu igerisindeki
dengesini bozmakta ve bir kisim tuz, kristaller halinde ¢okelti olusturmaktadir
(Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Bu olusuma karsi higbir 6nlem alinmadan
ambalajlanan tiriinlerde zamanla bulaniklik sorunu goriilmektedir. Tartarik ve malik
asidin yaninda, iliziimde bulunan diger organik asitler; malik, sitrik, galaktronik,

suksinik, laktik, fumarik ve okzalik asittir (Buglione ve Lozano 2002).

Uziim suyunda bulunan ve suda ¢oziinir kuru maddelerden olan glukoz ve fruktozun
birbirlerine orani olgunlagsma asamasinda yaklasik olarak 1:1°dir (Buglione ve
Lozano 2002). Nitekim iliziimde bulunan %16.3 oranindaki toplam sekerin, yarisi
glukoz, diger yaris1 da fruktozdan olusmaktadir. Bunun yaninda, iiziimde bulunan
suda c¢oziinen kuru maddelerden diger bir grup mineraller olup, baslicalar1 sodyum,
potasyum, kalsiyum ve magnezyumdur (Cemeroglu vd. 2009). Uygun olgunluk
dizeyinde bulunan Gzimin briksi, 18-24°Bx (Briks) diizeyinde oldugu
belirtilmektedir (Mazza vd. 1999).

Polisakkaritler disinda, liziimde bulunan diger 6nemli makromolekiil bilesenleri,
polifenoller ve proteinlerdir. Takip eden bdliimlerde, bu bilesikler ve durultma

acisindan onemleri ile ilgili ayrintili bilgi verilmektedir.

2.2.1 Polifenoller

Polifenoller meyvelere; renk, tat gibi c¢esitli duyusal 6zellikler kazandirmaktadir.

Polifenollerin bu 6zelliklerinin yaninda, insan saglina olumlu etkileri {izerine, son



yillarda yapilmis ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Polifenollerin koruyucu
ozelliklerinin baginda, kardiyovaskiiler ve dejeneratif hastaliklara (timor olusumu)
olan etkileri bulunmaktadir. Bu bilesikler, kimyasal yapilar1 sayesinde, hastalik
olusumunda ve yaslanma siirecinde gorev yaptigi bilenen serbest radikalleri
uzaklastirabilmekte ve/veya noétralize edebilmektedir (Villafio vd. 2006). Bunun
yaninda, polifenollerin, pihtilasmay:1 azaltarak antiinflamatuar 6zelliklerinin de
oldugu belirtilmektedir. Bahsedilen bu onemli etkileri yaninda, ayn1 zamanda bu
bilesiklerin kanserli hiicrelerin biiylimelerini engellediklerine dair yapilan

arastirmalar literatiirde yer almaktadir (Yeh vd. 1995).

Kimyasal yap1 bakimindan polifenoller, yapisinda bir tane hidroksil grubu igeren
benzen halkasindan (fenol) olusmakta olup, tiim polifenoller bu yapidan
tiremektedir. Polifenoller; fenolik asitler ve flavonoidler olmak Uzere iki gruba

ayrilmaktadir (Cemeroglu vd. 2009).

2.2.1.1 Fenolik asitler

Fenolik asitler, benzoik asit ve sinamik asit olmak tzere iki gruba ayrilmaktadir. Bir
benzoik asit olan gallik asit, {iriinde serbest olarak bulunabilmekte ve ayni zamanda,
diger bir gallik asit ile esterlesme reaksiyonu gostererek, dimerik tiirevi elajik asitleri
olusturabilmektedir (Y1lmaz ve Toledo 2005, Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Daha
sonra ise, elajik asitler, polimerize olarak, alkali hidroliz ile ayrilabilen ve “hidrolize

olabilen tanen” olarak adlandirilan, elajitanenleri meydana getirmektedir.

Gallik asit, Gziim suyunda, kabuk ve gekirdekte bulunmaktadir. (Ribéreau-Gayon vd.
2006a). Bu fenolik asit liziimde serbest halde bulunmakta, buna karsin iiziim suyunda
dimerik veya polimerik tlirevlerinin olup olmadig: ile ilgili literatiirde yeterince
arastirma bulunmamaktadir. Sekil 2.1°de gallik asit ve elajik asidin temel yapisi

gorulmektedir.
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Sekil 2.1.a Gallik asit, b. elajik asit

Fenolik asitlerin diger bir alt grubu olan sinamik asitler, liziimde ¢ok az miktarlarda
serbest olarak, ancak daha ¢ok, tartarik asit veya antosiyaninlerle agillenmis olarak
bulunmaktadir. Sinamik asitlerden, p-kumarik ve kafeik asit ¢ogunlukla tartarik asit
ile esterlesmis haldedir. Bunlar yiiksek diizeyde okside olabilmekte ve {iziim suyunda
esmerlesme reaksiyonlarina katilmaktadirlar. Bunun yaninda bu iki sinamik asit,
antosiyaninlerle de, bir seker ile esterleserek agillenmis yapilar olusturabilmekte ve

bdylece antosiyaninlerin stabilitesi artmaktadir (Ribéreau-Gayon vd. 2006b).
2.2.1.2 Flavonoidler

Flavonoidler, polifenollerinin 6nemli grubudur. Flavonoidler; antosiyaninler (ACN),
flavan ve flavonol’lar, flavanon’lar, l6ykoantosiyanin ve katesinler ve son olarak
proantosiyanidinler olmak {izere 5 gruba ayrilmaktadir. Bunlarin i¢inden katesinler
ve katesinlerden olusan kondense tanenler iiziim suyu bulanikligi acisindan 6nem
tagimaktadir. Kondense tanenler, bulunduklar1 iirlinde oksidasyon, enzimatik
esmerlesme ve bulaniklik reaksiyonlar1 gercgeklestirip, {lriiniin kalite 6zelliklerini
olumsuz yonde etkilemektedir (Monagas vd. 2003). Sekil 2.2’de, flavonoidlerin

temel yapist ve numaralandirma sistemi goriilmektedir.



Sekil 2.2 Flavanoidlerin temel yapis1 (Valls vd. 2009)

Katesinler, flavan molekiiliinde bulunan ortadaki piran halkasinin, yani C halkasinin,
3. karbon atomuna bir OH grubu eklenmesi ile olugsmaktadir. Kisaca katesinler,
flavan-3-ol yapisindaki polifenol grubudur. Sekil 2.3°de, meyvelerde yaygin olarak

bulunan flavan-3-ol’ler verilmistir.

Flavan-3-ol’ler iiziim suyuna, presleme sirasinda ¢ekirdekten gegmektedir. Flavan-3-
ol’ler, liztimiin duyusal 6zelliklerine etki etmeleri acisindan dnemlidir (Harbertson
vd. 2003). Uziim cekirdeginde; katesin, epigallokatesin, epikatesin-3-O-gallat
monomerlerine ek olarak, 14 dimerik, 11 trimerik ve 1 tetramerik flavan-3-ol
molekiilleri tanimlanmis olup, bu bilesiklerin {iziim ¢ekirdeginde, 2.3-8.2 mg/g
diizeyinde bulundugu belirtilmektedir (Fuleki vd. 2003, Monagas vd. 2003,
Harbertson vd. 2003).

Flavonoidlerin diger bir alt grubu olan ACN’ler, flavonoidlerin en genis grubunu
olusturmaktadir (Cavalcanti vd. 2011). Bundan dolayi, kirmizi iizim suyunun
polifenol igerigi, ACN’lerin yaptiklar katkidan dolay1, beyaz {iziimlere kiyasla daha
fazladir. Yapilan ¢alismalarda, beyaz iiziim suyunda toplam polifenol igerigi, 254—
389 mg/L dizeyinde bulunurken (Soleas vd. 1997), kirmizi iiziim suyunda ise,
toplam polifenol miktarinin 1407-2246 mg/L arasinda oldugu bildirilmistir (Bosanek
vd. 1996). Bu bilgilere ek olarak, Davalos ve ark. (2004) kirmizi izim suyu, beyaz
lizim suyu ve sirkenin polifenol icerigi lizerine yaptiklar1 ¢alismada, kirmizi {iziim
suyunun polifenol igeriginin diger iiriinlere kiyasla, énemli diizeyde daha ytiksek

oldugunu belirtmiglerdir.
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Sekil 2.3 Meyvelerde yaygin olarak bulunan flavan-3-ol’ler (Valls vd. 2009)

Antosiyaninler (ACN’ler): Meyve ve sebzelerin renk 6zelliklerini belirleyen dogal
renk maddelerinden birisi olan ACN’ler, bu {iriinlere kirmizidan maviye kadar
renklerini veren renk maddeleridir. ACN’ler, yagda ¢6ziinen karotenoid gibi, renk
maddelerinin yaninda suda ¢6ziiniir olmalari, onlarin renklendirici olarak endustride
kolaylikla kullanilabilir olmasin1 saglamistir. Bu renk maddesi, ticari dogal renk
katkis1 olarak kullanilmak amaciyla, iiziim, tiziimsii meyveler, kirmiz1 lahana, siyah

havug gibi meyve ve sebzelerden tretilebilmektedir (Giusti ve Wrolstad 2003).

Yunanca “anthos (cicek)” ve “ kianos (mavi)” kelimelerinin birlesmesi sonucu
antosiyanin adin1 alan pigment grubu, meyve, sebze ve ¢igeklere, parlak turuncudan
pembeye, kirmizidan maviye kadar degisen tonlarda renkler vermektedir. Bahsedilen
bu farkli renkler kimyasal yapilarina baglanabilen, farkl bilesik gruplari ile miimkiin

olmaktadir (Castafieda-Ovando vd. 2009).

ACN’ler, antosiyanidinler ad1 verilen temel yapiya bir veya birkac sekerin ester bagi
ile baglanmasiyla meydana gelmektedir. Bu durumda, ACN yapisindaki seker
olmayan kisim, yani antosiyanidinler, “aglikon” olarak adlandirilmaktadir.
Antosiyanidinlerin yapisinin temeli ise, 2-fenilbenzopirilium (flavilium katyonu)

olusturmaktadir (Sekil 2.4). Bu bilesik, oksijen igeren heterosiklik C halkasina bagl,



aromatik A halkasi, ve bu yapiya karbon-karbon bagiyla bagli {i¢iincii bir aromatik B

halkasindan olusmaktadir.

R1

R2

HO
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Sekil 2.4 Flavilium katyonu (Kerio vd. 2012)

Simdiye kadar yapilan aragtirmalarda, 23 antosiyanidinin tanimlanmasi ile birlikte,
bunlarin i¢inden 6 tanesi meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bunlar;
pelargonidin, petunidin, peonidin, malvidin, siyanidin ve delfinidindir (Cizelge 2.2).
Bu antosiyanidinler arasinda goriilen farklilik yapilarindaki, c¢izelge 2.2.°de de
goriildiigli gibi, R1 ve R3 pozisyonlarina (Sekil 2.4) bagli olan hidrojen, hidroksil
(OH) ve metoksil (OCH3) gruplarindan kaynaklanmaktadir (Patras vd. 2010).

Cizelge 2.2. Antosiyanidinlerin yapisal farkliliklar1 ve maksimum dalga boylar
(Giusti ve Wrolstad 2009, Ananga vd. 2013)

Bagli olan gruplar
Antosiyanidin R1 R3 Amaks (NM)
Pelargonidin H H 494 nm/turuncu
Petunidin OCH; OH 508 nm/kirmizi
Peonidin OCH3; H 506 nm/turuncu-kirmizi
Malvidin OCH3; OCH; 510 nm/mavimsi-kirmizi
Siyanidin OH H 506 nm/turuncu- kirmizi
Delfinidin OH OH 508 nm/kirmizi

Antosiyanidinler, daha 6ncede bahsedildigi gibi, dogada tek baslarina bulunmazlar,
sekerlerle esterleserek, glikozit halde bulunurlar ve olusturduklart bu yap1
“antosiyanin” admi alir. Antosiyanidinlere sekerlerden genellikle, glukoz, ramnoz,
galaktoz ve arabinoz baglanmaktadir. Olusan ACN’lerin yapisinda, mutlaka 1 adet

olmak iizere, 2 veya 3 seker bulunabilir. Seker gruplart ACN molekiiliinde, 3-
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monozit, 3-biozit veya triozit, 3,5-diglikozit, 3,7- diglikozit seklinde bulunabilir
(Patras vd. 2010).

Antosiyaninler, seker molekiiliine acillenmis halde bulunan ayrica bir polifenol veya
organik asit molekiilii de igerebilmektedir. Seker molekiilii ile acillenen fenolik
asitler; p-kumarik, kafeik, ferulik, sinapik ve gallik asittir (Sekil 2.5.a). Alifatik
asitleri ise, malonik, asetik, malik, suksinik ve okzalik asit olusturmaktadir (Sekil
2.5.b). Bu bilesenler genel olarak, 3. karbondaki seker molekiiliiniin 6-OH veya, daha
az olarak, 4-OH grubunda bulunmaktadir. Bunlara ek olarak, ACN molekiiliinde
bulunan farkli sekerlere baglanan alifatik veya aromatik gruplarin oldugu

bildirilmektedir (Giusti ve Wrolstad 2009).

ACN’lerin, suda ¢oziinebilen pigment grubu olmasi ve bununla birlikte bir¢ok dogal
tiriinden izole edilebilmesi, bu pigmentin dogal renk katkist olarak kullanilmasina
olanak saglamaktadir. Ancak, endiistride kullanilan dogal renk maddelerinin
kullanilmasina olanak saglayan diger bir 6zellik, bu renk maddelerinin stabilitesidir.
ACN’ler genel olarak stabil renk maddeleri degildirler. ACN’lerin stabilitesini ve
rengini etkileyen faktorler, molekiildeki hidroksil sayisi, metoksil gruplarinin
konumu ve sayisi, molekiilde bulunan sekerlerin sayisi ve tiiri ve bu seker

molekiilleriyle esterlesmis alifatik ve aromatik asitler olusturmaktadir.

ACN molekiiliindeki hidroksil grubu sayisi arttikca, antosiyanidinin maksimum
absorbans verdigi dalga boyu artmakta ve ayrica renk turuncudan maviye
doniismektedir. Ornegin, %0.01 HCI-MeOH ¢bzeltisinde pelargonidinin Amax degeri
520 nm (turuncu) duzeyindeyken, siyanidinin 535 nm (turuncu-kirmizi) ve
delfinidinin 545 nm (mavi-kirmiz1) diizeyindedir. Yani; molekildeki hidroksil grubu
sayisinin artigi, rengi daha mavi, metoksil grubu sayisinin artig1 ise daha kirmizi
yapmaktadir (Mazza ve Brouillard 1987, Mazza ve Miniati 1993, Cemeroglu vd.
2009). Buna ek olarak, ACN molekiiliiniin i¢erdigi hidroksil ve metoksil gruplarinin
sayisi, molekiiliin oksidasyon stabilitesini de etkilemektedir. Hidroksil derecesi
artttkca, ACN’lerin stabilitesi diismekte, metoksil grup sayisi artikga ise, stabilite
artmaktadir (Cavalcanti vd. 2011). Yapilan bir ¢alismada, asitlendirilmis alkol
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cozeltisi icine eklenen, siyanidin ve malvidin-3-glukozitlerinin oksidasyon stabilitesi
incelenmistir. ACN’ler, depolanmaya baslandiktan birka¢ giin icinde renklerini
kaybetmeye baglamiglardir. Bununla beraber, malvidinin oksidasyona karsi
gOsterdigi direncin, siyanidinden daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir. Bunun
baslica nedeni, malvidinin B halkasinda bulunan metoksil grup sayisinin fazla olmasi
ve bu durumun malvidinin reaktivitesini sinirlandirmasi olarak bildirilmistir (Sarni-

Manchado vd. 1997).
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Sekil 2.5.a. Antosiyaninlere baglanan aromatik asitler, b. Antosiyaninlere baglanan
alifatik asitler

ACN’de bulunan glikozil baginin yeri ve sayist bu molekiiliin stabilitesini ve sudaki
¢cOziinlirliglinii  etkilemektedir (Cuyckens ve Claeys 2004). 3. karbondaki
glukozilasyon ACN’lerin stabilitesini artirmakta ve ayni zamanda bu baglanma ile
ACN’lerin sudaki ¢oziiniirliigii de artmaktadir (Jackman vd. 1987). Ayrica, seker
molekiiliine bagli agil gruplarinin sayisi ve ¢esidi de ACN’lerin, pH degisimine, 1s1ya
ve 1518a karsi olan hassasiyetini 6nemli Olgiide azalttigi, yani stabilitesini artirdigi
bilinmektedir (Guisti ve Wrolstad 2009). Yapilan bir arastirmada, yapisinda iki acil

grubu iceren kirmizi turpun, bir agil grubu igeren kirmizi etli patateslere gore
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stabilitesinin daha yiiksek oldugu gdzlemlenmistir. Ayrica, birden fazla agil grubu
(poliagillenmis) igeren ACN’lerin proses ve depolama boyunca stabilitesinin ylksek
diizeyde oldugu belirtilmektedir (Rodriguez-Saona vd. 1999). Bunun yaninda,
aromatik acil grubu iceren ACN’ler, alifatik icerenlere gore daha stabil oldugu
bildirilmigtir (Stintzing ve Carle 2004). Bunun baglica nedeni; aromatik agil
gruplarinin, flavilium katyonunun pirilium (pyrylium) yani C halkasi ile hidrofilik
olarak baglanmasi ve bdylece suyun niikleofilik ataklar1 sonucu meydana gelen
hidratasyon reaksiyonunun engellenmesidir (Rodriguez-Saona vd. 1999). Bu

baglanma sonucu ACN’lerin stabilitesi artmaktadir.

Antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen diger Onemli faktdr kopigmentasyon
reaksiyonlaridir. Bu reaksiyon ilk kez, 1916 yilinda Willstitter ve Zollinger
tarafindan gozlemlenmistir. Arastirmacilar, kirmizi {iziimlerde bulunan malvidin-3-
glikozitin renginde, ortama tanen ve gallik asit eklendikten sonra, gorulen ve
kirmizidan maviye dogru degisen rengi fark etmislerdir (Cavalcanti vd. 2011).
Kopigmentasyon reaksiyonlarinin iki sonucu bulunmaktadir: Bunlardan birincisi,
batokromik degisim olarak adlandirilan, ACN’lerin maksimum absorbans gosterdigi
dalga boyunda goriilen degisim olup, bunun sonucunda renk, kirmizidan maviye
dogru degismektedir. Bu durum, “bluing” olarak da adlandirilmaktadir. Digeri ise,
hiperkromik etki olarak bilinmekte ve ACN’lerin renk yogunlugunda goriilen artist
ifade etmektedir (Cavalcanti vd. 2011, Rein 2005). Kopigmentasyon reaksiyonlarmnin
sonucunda renk kalitesinde goriilen iyilesmenin yaninda, ayn1 zamanda, ACN’lerin,
birgok meyvenin bulundugu pH derecelerinde (3-5), renksiz hemiketal formunun
olusumu Onlenir ve bdylece bu pH derecelerinde bile ACN’lerin yogun renk

icermesini saglanmis olur (Turfan 2008, Tiirkyilmaz 2009).

Kopigmentasyon, farkli reaksiyon mekanizmalari ile olusmaktadir. Bu reaksiyonlar,
intra ve intermolekiiler kopigmentasyon olarak ikiye ayrilmaktadir. Intramolekiiler
kopigmentasyonda, ACN ile kopigment, ACN molekiiliiniin icerdigi ayn1 sekere
baglanarak kompleks olusturmaktadir. intramolekiiler kopigmentasyonda, kopigment

olarak aromatik acil gruplari ve organik asitler yer almaktadir. Bu reaksiyonu,
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piriliyum halkasmin, 2 ve 4 pozisyonunda meydana gelen hidratasyon reaksiyonu

siirlandirilmaktadir (Rodriguez-Saona vd. 1999, Cavalcanti vd. 2011).

Intermolekiiler kopigmentasyonda ise, renkli ACN’ler ile renksiz kopigmentler
(flavonoid vb.), van der waals veya iyonik bag gibi diisiik enerjili baglar yardimiyla
kompleks olusturmaktadir (Brouillard 1983). Uziim sularinda ve saraplarda goriilen
en yaygin intermolekiiler kopigmentasyon reaksiyonu, ACN ile ¢ekirdeklerden siraya
gecen veya saraplarin olgunlastirilmasinda kullanilan mese figilardan siraya gecen
tanenlerin (katesin, epikatesin, prosiyanidinler vb.) interaksiyonu olup, bu reaksiyon,
malvidin-3-glikozitin renginde onemli derecede mavilesme ile sonuglanmaktadir

(Boulton 2001, Ribéreau-Gayon vd. 2006b).

Yapilan birgok arastirmada, kirmizi {liziimde bulunan basat ACN’in malvidin
monoglikozit (mv-3-glu) oldugu bildirilmistir (Baiano vd. 2009, Plertolas vd. 2009).
Bu ACN’in, B halkasinda bulunan R1 ve R3 pozisyonlarina bagli gruplarin her ikisi
de metil grubudur. Bu nedenle, mv-3-glu, reaktivitesi disik bir ACN olup,
oksidasyona kars1 stabil oldugu belirtilmektedir (Ribéreau-Gayon vd. 2006b). Mv-3-
glu ACN’in yaninda, iiziimde; delfinidin, siyanidin, petunidin ve peonidin
monoglikozitleride bulunmaktadir. Bu ACN’ler disinda iiziimde bulunan diger
ACN'ler ise; delfinidin, siyanidin, petunidin ve peonidin monoglikozitlerinin p-
kumarik veya kafeik asit ile agillenmesiyle olusan yapilaridir (Garcia-Beneytez vd.
2003, Gonzales-Paramas vd. 2006).

2.2.2 Proteinler

Proteinler, amino asitlerin birlesmesi ile olugmus karmasik yapidaki polimerlerdir
(Cemeroglu vd. 2009). Bu bilesik grubu, bulundugu igecegin bulaniklik stabilitesini
etkilemesi ve bulanikliga yol agmas1 agisindan 6énem tagimaktadir. Meyve sularinda
bulunan protein orant genellikle %]1’in altindadir. Buna ragmen proteinler,
¢Oziiniirliik durumu, amfoter 6zelligi ve termolabil 6zellikte olmas1 nedeniyle meyve
sularinda biiyiik 6nem tasir. Molekiil biiyiikliigiinden dolay1 da gercek ¢ozelti gibi

¢oziinmez, ancak kolloid olarak ¢oziiniirliik gdsterir. Bunun yaninda, proteinlerin
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bulanma ile ilgili en &nemli ozellikleri izoelektrik noktalari olup; bir protein,
izoelektrik noktasindan daha asidik bir ortamda bulunuyorsa, pozitif yikli
durumdadir. Bu durumda bulunan protein, farkli yiiklere sahip bilesenlerle
reaksiyona girip, Urinlin stabilitesini bozmaktadir. Buna ek olarak, yagis miktar1 gibi
etkilere bagl olarak, protein miktar1 fazla olan iceceklerde proteinlerin yeterince
uzaklagtirllamamasi, proteinlerin ¢okelmesine ve sonradan bulanmaya neden

olmaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009).

Uziim suyunda bulunan protein miktari, en ¢ok iiziim cesidine gore degismektedir.
Kirmizi iiziim sularinda serbest halde az miktarda protein bulunmakta olup,
proteinlerin ¢cogu tanenler ile kompleks olusturmus sekildedir. Yapilan aragtirmalar,
Uzimde bulunan proteinlerin, iiziim c¢esidine bagli olarak degistigi ve molekiil
agirliginin 12,000-67,000 Dalton, izoelektrik noktasinin pH 5.2—8 arasinda oldugu
belirtilmektedir (Ribéreau-Gayon vd. 2006a, Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Bunun
yaninda, liztimde bulunan proteinlerin biiyiik kisminda 6nemli diizeyde prolin ve
arjinin amino asitleri bulunmaktadir (Buglione ve Lozano 2002). Uziim suyunda
bulunan proteinlerin biiyiik kismi termolabil 6zellikte olup, sicaklik de§isiminde
tirtinde bulanikliga sebep olmaktadir (Ferreira vd. 2002). Bu nedenle berrak Gzim

suyu liretiminde protein stabilizasyonu ¢ok kritik ve 6nemli bir asamadir.

2.3 Kirmizi Uziim Suyu Durultmasi

Presten aliman meyve sulari, belirli bir miktarda basit filtrasyon ile ayrilabilecek
boyutlarda olan ve kaba partikiil olarak adlandirilan, géz ile de algilanabilen
parcaciklar igerir. Bu kaba pargaciklarin meyve suyundan ayrilmasi iiriine berraklik
degil, ancak opelesans (opak) bir goriintii kazandirabilir. Bunun yaninda, meyve
suyunda, meyve suyu Kkolloidleri olarak adlandirilan bir grup bilesik de
bulunmaktadir.  Bu kolloidler gercek ¢o6zelti olusturacak kadar kiigiik veya
parcaciklar seklinde ayrilabilecek kadar iri degildir ve ayrica, bu kolloidler kaba

(basit) filtrasyon gibi fiziksel islemler ile de ayrilamazlar.
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Meyve suyu kolloidleri; polisakkaritler, glikoproteinler ve proteinlerdir. Iste, bu
kolloid bilesikler arasinda bulunan protein, meyve suyunda bulanikliga neden olan
bilesik gruplarindan birisidir. Proteinlerin yaninda, polifenoller de kendi kendileriyle
veya proteinlerle interaksiyona girebilmekte ve bu interaksiyonlar sonucunda olusan

partikiiller, meyve sulariin bulanik gériinmesine neden olmaktadir.

Durultmanin amaci, iizim suyuna, opak ve bulanik bir goriintii kazandiran bir
kolloid olan protein ve, proteinler ile ve/veya kendi aralarinda verdikleri reaksiyonlar
sonucu bulaniklik meydana getiren polifenolleri, durultma yardimec1 maddeleri ile,
filtre edilebilecek boyuta getirmek ve ortamdan uzaklastirmaktadir. Durultmada
farkli amaglarla kullanilan jelatin, albumin, bentonit, polivinilpoliprolidon (PVPP)
gibi bircok durultma yardimci maddesi bulunmaktadir. Bu durultma yardimeci
maddelerinin gorevi, bulaniklik etmeni bilesenleri (protein, polifenol) adsorbe ederek

veya ¢okerterek ortamdan uzaklagtirarak, {lirtine berraklik kazandirmaktir.

2.3.1 Bulaniklik etmeni bilesik gruplar:

Meyve suyu durultma tekniginin ve durultma yardimci maddesinin belirlenmesinde,
triiniin  kimyasal bilesiminin bilinmesi gerekmektedir. Kirmiz1 iiziim suyunda
bulunan bulaniklik etmeni bilesik gruplart polifenoller, proteinler, pektik bilesenler
ve metallerdir. Bunlarin arasindan, bir¢ok farkli mekanizma ile {izlim suyunda
bulanikliga neden oldugu bilinen ve bu nedenle berraklastirmada biiylik Onem

tasiyan bilesenlerin basinda, polifenoller ve proteinler gelmektedir.

2.3.2 Bulanikhik olusum mekanizmasi

Bulanikliga neden olan polifenol-protein interaksiyonu, kisa ve basit bir sekilde,
Sekil 2.6’da goriilmektedir. Meyve sularinda bulanma ile sonuglanan, protein-
polifenol kompleks olusumu ile ilgili c¢esitli yaklagimlar bulunmaktadir. Bu

yaklasimlardan birine gore, protein-polifenol kompleks olusumu 3 fazda
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gerceklesmektedir: 1. lag fazi, 2. gelisme fazi ve 3. terminal faz. Bu asamali
reaksiyon zincirinde 6ncelikle, bir amino asit molekullnan, polifenollerle kompleks
olusturmasi1 i¢in reaktif serbest gruplari, birka¢ polifenol ile doldurulur. Bu
kompleksler ¢ok biiyiik olmayip, olusan interaksiyonlar geri doniisiimliidiir. Daha
sonra oksidasyon veya polimerizasyon ile, daha sonra detayli olarak bahsedilecek
olan, “haze aktif” duruma gelen polifenoller gelisme fazinda proteinler ile daha giiglii
baglar olusturur ve amino aside daha fazla polifenol baglanir. Polifenol-protein
komplekslerinin biiylimesi sonucu bulaniklik ve c¢okelti olusumu giderek artar.
Terminal fazda ise, artik iki bilesik grubunun da baska bilesiklerle baglanabilecegi
actk ucu kalmaz ve bulaniklik artik stabildir. Bu asamalardan sonra, olusan
kompleksler ortamda c¢oziinmez durumdadir ve icecege gelen 15181 yansitarak,
icecegin puslu bir goriiniim kazanmasina neden olur (Siebert vd. 1996, Lee vd. 2000,
Charlton vd. 2002).

P + PF «<— P-PF kompleksi <> Pusolusumu < Sediment

Sekil 2.6 Protein (P)—Polifenol (PF) interaksiyonu (Siebert 2006)

Polifenol-protein kompleks olusumuna her proteinin katilma egilimi farklidir
(Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Meyve sularindaki “haze—aktif” proteinlerin etki
mekanizmas1 tam olarak ortaya konulmasa da, bulaniklia neden olan proteinlerin
yapisinda az veya ¢ok miktarda prolin bulundugu bildirilmektedir (Siebert vd. 1996).
Yapilan bir ¢alismada, kirmizi tiziimlerde bulunan prolin miktarmin 180-320 mg/L
arasinda oldugu belirlenmistir (Buglione ve Lozano 2002). Bununla beraber {iziim
suyunda bulunan bulaniklik etmeni proteinlerin diisiik molekiil agirlikli oldugu
(16,000-24,000 Dalton) ve izoelektrik noktalarinin (pH 5.2-8.0) ise, yiiksek oldugu
belirtilmistir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009).

Sarapta bulunan bulaniklik etmeni proteinleri tayin etmek icin kullanilan ve temel
olarak bir polifenol olan durultma amaciyla iiretilen gallotanen karigimdan olugmus,
genel olarak tannik asit olarak adlandirilan fenolik maddenin eklenmesinden sonra
bulaniklik degerinin Ol¢iilmesine dayanan bir yontemde, kirmizi saraba 0.0, 0.5, 1.0

ve 2049 L_ldﬁzeyinde tannik asit eklenmis ve bulanikligin sirasiyla 1.6, 2.2, 3.3 ve
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6.0 NTU (Nephelometric Turbidity Units) degerlerine ulagtig1 gézlenmistir. Bu islem
sonucunda kirmizi sarapta “haze-aktif” protein adiyla anilan ve bulanikliga sebep

olan protein varligi gosterilmistir (Cliffort ve Scalbert 2000, Siebert 2006).

Proteinlerin yani sira, yukarida deginildigi gibi meyve sularinda bulunan bir diger
bulaniklik etmeni bilesen polifenollerdir. Polifenollerin aromatik halkasindaki
hidroksil grup sayisi1 ve konumu proteinler ile interaksiyon olusturmalarinda etkilidir.
Nitekim, monofenollerin proteinlerle etkilesimi zordur. Bunun yaninda orto-
difenoller, meta- durumda olanlara gore proteinlere ¢ok daha giiglii baglanmaktadir
(Siebert 2006).

Polifenoller, haze-aktif durumdaki proteinlerle bulanikliga neden olan kompleks
olustursa da, tiim polifenoller bu kompleks olusumuna katilamazlar. Ornegin,
kondense tanenler ve hidrolize olabilen tanenler, yiiksek seviyede instabil
durumdadir ve cesitli reaksiyonlar ile {iriiniin kalitesini degistirebilmektedir. Ancak,
bu iki karmasik polifenol gruplarmin gergeklestirmis olduklar1 farkli esterlegsme
reaksiyonlari, protein ile interaksiyonunu etkilemektedir. Yapilan bir arastirmada,
epigallokatesinin, bir protein olan ve haze-aktif Ozellikteki prolini yiuksek oranda
iceren jelatin ile interaksiyona girmedigi, epigallokatesin gallat’in ise, jelatin ile
giiclii bag olusturdugu saptanmistir. Buna ek olarak, bulaniklik a¢isindan 6nemli olan
ve gallik asit ve tiirevlerinin olusturdugu, hidrolize olabilen tanenlerin ise, galloyl
esterleri arttik¢ca proteinlerle baglanma kapasitenin arttig1 belirtilmektedir (Poncet-

Legrand vd. 2006).

Protein-polifenol interaksiyonunu baslica dort faktor etkilemektedir. Bunlar; protein
konsantrasyonu, polifenol konsantrasyonu, pH ve alkol igerigidir. Burada, protein ve
polifenol konsantrasyon etkisini bir arada incelemek gerekmektedir. Meyve
suyundaki protein/polifenol konsantrasyon oranina gore gelisen interaksiyon ve
partikiil olusumu su sekilde gerceklesmektedir: Polifenol konsantrasyonu, protein
konsantrasyonundan ¢ok az oldugu durumda, ortamda bulunan az miktardaki
polifenol, proteinler ile birlesir ve c¢ok kiiciik miktarda partikiiller olusur. Bu

durumda ortamda ¢ok sayida serbest halde protein molekiilleri bulunmaktadir ve bu
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molekiiller kendilerine dogru gonderilen 15in demetini diisiik oranda dagitir. Buna
karsin, ortamda biiylik oranda polifenol var ise, polifenoller, proteinler ile non-
kovalent baglar sayesinde birlesirler ve protein molekiillerini doyururlar. Bu
etkilesim sonucu olusan partikiiller kiiclik boyutlarda olsa da, 15181 fazla dagittigindan
dolay1, bulaniklik degeri daha yiiksektir ve bulaniklik polifenol konsantrasyonu ile
birlikte dogru orantil1 olarak artar (Poncet- Legrand vd. 2006).

Polifenol-protein interaksiyonunda, etanol konsantrasyonunun etkisi ¢ok simirhdir.
Yine de, bazi arastirmalara gore etanol, proteinlerin denatiire olmasini saglayarak
proteinlerin hidrofilik formunun hidrofobik forma doniigmesine neden oldugu ileri
stirilmekte ve bOylece denatiire olan proteinler, hidrofobik yapida bulunan tanenler
ile interaksiyona girebilmektedir (Ribéreau-Gayon vd. 2006c). Etanolun etkisi, 4zim

suyu i¢in olmasa da saraplar bakimindan 6nem tagimaktadir.

pH faktorli, bu interaksiyonda etkin bir rol oynamaktadir. Ornegin, pH 3 ile 4
degerlerinin biraz istiindeki pH degerlerinde 151k kirilmasi daha net goriilmektedir.
Bu durum proteinlerin sahip olduklar1 izoelektrik noktalarna gore farkli yiik
kazanmalari ile agiklanmaktadir (Siebert 2006). Bilindigi gibi, proteinler izoelektrik
noktalar1 altindaki pH derecelerinde pozitif yiik tasirlar. “Haze — aktif” proteinlerin
izoelektrik noktasi ise, pH 8 civarlarinda bulunmaktadir. Bu nedenle haze — aktif
proteinler; sarap, bira, meyve suyu gibi pH derecesi diisiik ortamlarda yogun pozitif
yiik tasirlar ve bu pozitif ylik oran1 pH derecesi izoelektrik noktadan ne kadar diigerse
o kadar artmaktadir. Bu nedenle giiclii pozitif yiik tagiyan protein bilesikleri, negatif
yiikli yiiksek molekiil agirlikli polifenollerle daha kolay ve kuvvetli bir sekilde
interaksiyona girebilmektedir (Ribéreau-Gayon vd. 2006c, Cemeroglu ve Karadeniz
2009).

Meyve suyunda bulanikliga neden olan diger bir etkilesim de polifenollerin kendi
aralarinda goriilmektedir. Ozellikle protein icerigi diisiik olan, nar suyu gibi, meyve
sularinda bulaniklik olusumunda esas olarak polifenol-polifenol kompleksi
sorumludur (Turfan 2008). Meyve sularinda bulunan polifenoller arasinda, dimerik,

oligamerik ve polimerik tiirevleri olan prosiyanidinler, yliksek seviyede kararsiz
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bilesiklerdir ve verdikleri reaksiyonlar ile Once rengin esmerlesmesine neden
olmaktadirlar ve polimerizasyon derecesi ilerledik¢e, molekiil agirligi artmakta ve

bunun sonucunda da tortu olusumu gézlemlenmektedir (Ribéreau-Gayon vd. 2006c).

2.3.3 Durultma prensibi

Durultma, meyve sularinin kalite kriterlerini etkileyen Onemli proses
basamaklarindan birisidir. Durultmanin amaci, {iriine puslu bir goriiniim veren ve
basit filtrasyon yontemleri ile ayrilamayan bilesenleri, durultma yardimci
maddelerinden biri veya birkaginin kombinasyonu yardimiyla, filtre edilebilecek
boyuta getirmektir. Bu sayede, tiiketici tercihinde baslica etkili faktor, berraklik
artirnlmig  olup, iriine g¢ekici bir gorliinim kazandirilmaktadir. Durultma
parametrelerini; sicaklik, siire, durultma yardimci maddesi tirii ve dozu
olusturmaktadir. Durultmada basar1 saglanmasi i¢in, iiriin bilesimini olusturan ve
bulaniklia neden olan bilesenlerin iyi bilinmesi gerekmekte ve durultma
parametrelerinin ve 6zellikle durultma yardimci maddesinin dozunun 6n denemeler
ile belirlenmesine 6zen gosterilmelidir. Gunumuzde, ¢ok uzun sirmesi nedeniyle
soguk durultma, yani 20°C ve altinda yapilan durultma, endiistri tarafindan tercih
edilmemektedir. Bunun yerine, ¢ok daha kisa siirede tamamlanan ve 50°C’de

yapilan, sicak durultma olarak adlandirilan yontem tercih edilmektedir.

Meyve sularinda bulunan ve bulanikliga sebep olan iki 6nemli bilesenden (protein,
polifenol) daha once detayli olarak bahsedilmisti. Bu bilesenlerin {iriinden
uzaklastirllmasinda, bilesiklerin  birbirleriyle  olusturduklar1 interaksiyondan
yararlanilmaktadir.  Ornegin, polifenollerce zengin bir meyve suyunun
durultulmasinda, “haze—aktif” amino asitlerce zengin proteinler (jelatin, kazein gibi)
kullanilmaktadir. Bu sayede meyve suyu pH araliginda pozitif yiiklii durumda
bulunan protein molekiilleri, negatif yiiklii polifenollerle birleserek, c¢okelti
olusturabilecek veya filtre edilebilecek boyutta partikiiller olusturmakta ve ardindan

tirlinden ayrilmaktadir.
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Benzer olarak, iirlinde bulunan proteinlerin uzaklastirllmasinda kullanilan
yontemlerden birisi de Urline tanen eklemektir. Bu yontem ile bir dnceki paragrafta
bahsedilen mekanizma kullanilmakta, ancak bu defa iriinden protein
uzaklagtirilmaktadir. Bu yontem teorik olarak etkili goriinse de, pratikte {iriiniin
buruklugunu artirdig1 ve sonradan bulanmaya neden oldugu gézlemlendigi icin fazla
tercih edilmemektedir (Ribéreau-Gayon vd. 2006c). Protein stabilizasyonunda
kullanilan ve daha ¢ok tercih edilen yontemde ise, proteinin pozitif yiiklii olmasindan
yararlanilmaktadir. Bu amagla, negatif yiiklii olmasi ve proteinleri absorbe
edebilmesi nedeniyle bentonit, Urinden proteinleri uzaklastirmak amaciyla

gunimuizde daha ¢ok tercih edilmektedir.

2.3.4 Durultma yardimci maddeleri ve etki mekanizmalar

Uziimiin, polifenoller yoniinden zengin bir meyve olmasiin yani sira, 6nemli
diizeyde protein icermesi, durultma ve durultma yardimci maddelerinin sec¢imi
bakimindan 6nem teskil etmektedir. Daha once belirtildigi gibi bircok meyve
suyunda bulanik olusturan en 6nemli reaksiyon protein-polifenol interaksiyonudur.
Bu iki bilesenin stabilitesi durultma yardimc1 maddeleri sayesinde bozulabilmektedir.
Boylece daha oOnce, filtrasyon gibi fiziksel bir islem ile ayrilamayan kiigiik
partikiiller, durultma yardimci maddeleri ile birleserek daha biiylik partikiillere
dontistiiriilmekte ve meyve suyundan uzaklastirilabilmektedir. Bunun sonucunda ise,
berrak meyve suyu elde edilmektedir. Giiniimiizde siklikla kullanilan baslica
durultma yardimci maddelerinin kimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilmasi ¢izelge

2.3’de verilmistir.

Berraklastirma islemi sirasinda biitiin bu durultma yardimci maddelerinin etki ettigi
farkl1 bir bilesen grubu ve etki mekanizmalar1 bulunmaktadir. Durultma amaciyla tek
bir durultma yardimci maddesi segilebildigi gibi, birden farkli durultma yardimci
maddesini iceren kombinasyonlar da kullanilmaktadir. Hangi durultma yardimci
maddesi/maddelerinin segilmesi gerektigi triinde bulunan bulaniklik unsurlarinin

cesit ve miktarlarina gore belirlenmektedir.
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Cizelge 2.3 Durultma yardimc1 maddelerinin  kimyasal yapilarina gore
siiflandirilmasi (Morris ve Main 1995)

Kimyasal yap1 Durultma yardime1 maddesi

Toprak bazli Bentonit

Protein bazli Jelatin, kazein, albumin, isinglass
Polisakkarit Agarlar

Sentetik polimer Polivinilpoliprolidon (PVPP)

Silikon dioksit Kizelsol

Diger Celatorler, enzimler, karbonlar, kitosan

Bentonit: Bentonit, durultmada proteinleri adsorbe etme 6zelliginden dolay1
kullanilmaktadir (Blade ve Boulton 1988). Kalsiyum ve sodyum bentonit ticari
olarak meyve sularinin durultulmasinda kullanilan iki bentonit ¢esididir. Bunlarin
icinde sodyum hidrat ¢esidi daha fazla aktif alana sahip olup, bundan dolay: etkinligi
Ca-bentonite gore daha fazladir. Bentonitin etki mekanizmasi elektrostatiktir. Bir
bentonit hidrat1 negatif yliklii durumdadir. Ortamda bulunan pozitif yiiklii bilesenler
ise, bu ylzeye adsorbsiyon ile tutunur ve bdylece filtrasyon veya baska bir yontem
ile ayrilabilecek boyutta parcaciklar olusur (Blade ve Boulton 1988, Morris ve Main
1995). Bu reaksiyon hizli bir sekilde gerceklesse de olusan partikiiller yer ¢ekimi
etkisiyle yavas¢a ¢cokmektedir (Morris ve Main 1995). Bentonitin temel kullanim
amac1 protein stabilizasyonu olsa da, islem sirasinda ACN’ler gibi diger pozitif yiikli
maddeleri de uzaklastirabilmektedir. Buna ek olarak, yapilan bir arastirmada
bentonitin, sarap i¢inde bulunan demir ve bakir gibi metallerin uzaklastirabildigi
gerekcesiyle “bluefining” olarak adlandirilan bu islemde de kullanildig: belirtilmistir
(Ribéreau-Gayon vd. 2006c¢, Schubert ve Glomb 2010).

Bentonitin durultmada gosterdigi adsorbe etkisi, ortamin pH ve sicaklik derecelerine
gore degisir. Ornegin elma sularinda yapilan bir calismada, pH 3.0°da, bentonitin
protein adsorbe etme giicliniin maksimum oldugu gézlemlenmistir. Bunun yaninda,

pH’nin  yiikselmesi, adsorbsiyon yetenefinde azalmaya neden oldugu
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belirtilmektedir. Bentonitin optimum olarak ¢alistig1 sicaklik araligi, 20°-50 °C olup,
bu sicaklik araliginda etkili olarak c¢alisabilmektedir (Giilcii 2008).

Kitosan: Kitosan, B-(1,4)-2-asetoamido-2-deoksi-D-glukoz ve [B-(1,4)-2-amino-2-
deoksi-D-glukoz (Unitelerinden meydana gelmis bir kopolimeridir. Bu durultma
yardimc1 maddesi, beyaz renkte, kokusuz ve tatsiz, yar1 seffaf partikiil veya toz
halinde bir madde olup, yenilenebilir ve c¢evreye uyumlu olmasi, ticari olarak
kolaylikla elde edilebilmesi ve birgok formda kullanilabilmesi nedeniyle, gida
endiistrisinde gesitli amaglarla kullanilmaktadir (Agnihotri vd. 2004, Kurt 2005, Kog
ve Ozkan 2011).

Son yillarda yapilan ¢esitli arastirmalarda; kitosanin giiclii pozitif yiik tasimasi, asit
baglayict Ozellikte olmasi, kolloidal ve dispers partikiillerin ayrilmasinda etkili
olmasi dolayisiyla sivilardaki kati partikiilleri sararak ¢oktiirebilme niteligine sahip
oldugu ortaya konulmustur. Bu 6zelligi nedeniyle, kitosanin meyve suyu iiretiminde,
ozellikle polifenollerin uzaklastirilmas1 amaciyla etkili bir durultma yardimei
maddesi olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (No vd. 2007, Orhan 2012).
Yapilan bir ¢alismada, kitosanin polikatyonik yapisi sayesinde, meyve suyunda
bulunan protein miktarin1 6nemli diizeyde azalttigi bildirilmistir (Chatterjee vd.
2004). Bu durum, kitosanin yalnizca polifenolleri degil, ayni zamanda protein
stabilitesi amaciyla da meyve sularinin durultulmasinda kullanilabilecegini gosterse
de, protein stabilizasyonu amaciyla kitosanin kullanilabilecegini ortaya koyan

arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Jelatin: Jelatin, polifenoller tizerindeki etkisinden dolayi tercih edilmektedir. Diger
protein bazli durultma yardimci1 maddelerinde oldugu gibi jelatin de, meyve sularinin
pH araliginda (3.0-4.0) pozitif yikltdur. Boylece, jelatin negatif yiikli polifenollerle
(MA>500 Da iizerindeki polifenoller, drnegin tanenler ve polimerize antosiyaninler)
reaksiyona girmektedir (Versari vd. 1998, Turfan vd. 2011). Jelatinler ile
polifenollerin reaksiyona girmesi sonucu, polifenol-jelatin kompleksi olugmaktadir
(Djagny vd. 2001). Bu reaksiyon, polifenollerin yapisinda bulunan hidroksil gruplari

ile proteinlerin peptit baglari arasinda olusan hidrojen baglari ile ger¢eklesmektedir.
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Polifenol-protein kompleksi sayesinde olusan partikiiller (floklar) kritik boyuta
ulastiktan sonra ¢okelmeye baslar (Versari vd. 1998).

Ribéreau-Gayon vd. (2006¢), bu durultma yardimci maddesini asagidaki sekilde 3

gruba ayirmistir:

1. “Heat-soluble” jelatin: %30-50 oranlarinda protein igermektedir. Giiglii
elektrostatik  6zellikleri bulunmaktadir. Molekiill agirligi  10°Dalton’un

Ustlindedir.

2. Sivi jelatin: Kimyasal hidroliz ile elde edilmektedir. Molekiil agirligi 10°

Dalton’dan daha azdir.

3. “Cold-soluble” jelatin: Enzimatik hidroliz ile tretilmektedir. Diigiik

miktarda peptit bag1 icermektedir. Zay1f elektrostatik 6zelligi bulunmaktadir.

Bunun yaninda, jelatin, iiretiminde kullanilan hidroliz teknigine gore de, 2 gruba

ayrilabilmektedir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009):

1. A tipi jelatin: Kimyasal hidroliz islemi asitle yapilir. Bu tip jelatinin
izoelektrik noktast pH 7.0-9.0 arasindadir. Bu nedenle meyve suyu pH
dereceleri arasinda (3.0-4.0) (Monagas vd. 2005) yogun pozitif yiik tasirlar.

Bu tip jelatin, meyve sularinin durultulmasinda kullanilmaktadir.

2. B tipi jelatin: Bu tip jelatin, bir alkali esliginde (kalsiyum hidroksit v.b) uzun
sure bekletilip, hidrolize edilerek iiretilmektedir. Izoelektrik noktas: ise, pH
4.4-5.0 arasindadir. Bu tip jelatin, meyve sularinin durultulmasina uygun

degildir.

Yukarida ozellikleri verilen kati haldeki jelatinler kendilerine 6zgii sicakliklarda
cozeltileri hazirlandiktan sonra, sivi durumda olan jelatin ise, dozaj hesaplandiktan
sonra dogrudan meyve suyuna ilave edilir. Durultma islemine baslamadan oOnce
jelatin dozaj1 6n denemelerle belirlenmeli ve minimum miktarda jelatin kullanilmaya

0zen gosterilmelidir. Aksi halde, gereginden fazla jelatin kullanilmasi durumunda,
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“overfining (asir1 durulma)” olarak adlandirilan istenmeyen durum ortaya ¢ikabilir.
Gereginden fazla jelatin ilave edilme durumunda, ya ¢ok fazla miktarda polifenol
(6rnegin, antosiyanin) kayb1 olur ya da ortamda jelatinle interaksiyona girip ¢okelti
olusturacak diizeyde yeterli polifenol bulunmuyorsa, iiriin igerisinde jelatin kalintisi
kalabilir, bu durumda da sonradan bulanma meydana gelir. Bu durumu 6nlemek igin
on denemelerle uygun jelatin dozajinin mutlaka belirlenmesi veya kiselzol gibi
kalint1 jelatini uzaklastiracak bir madde eklenmesi onerilmektedir (Ribéreau-Gayon

vd. 2006c¢).

Kazein: Kazein, siitiin bilesiminde bulunan baslica proteindir. Bu durultma yardimci
maddesinin iki ¢esidi bulunmaktadir. Bunlardan birincisi potasyum kazeinat olup,
hidrofil niteliginden dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedir. Kazein, protein yapisinda
bir durultma yardimci maddesi olmasi nedeniyle iirlinden tanenleri uzaklagtirmak

icin kullanilmaktadir (Morris ve Main 1995).

Proteinlerin fonksiyonel gruplari olan ve kazeinin bilesiminde de bulunan —-COOH, —
NH; ve —OH fonksiyonel gruplari ile polifenollerin yapisinda bulunan —OH gruplari
arasinda hidrojen bagi olusur ve bdylece polifenoller kazein ile birlikte ortamdan
uzaklastirilir (Spagna vd. 2000). Bu durultma yardimer maddesinin tipik 6zelligi,
tanenler ile kompleks olusturmasi i¢in asidik ortama ihtiya¢ duymasidir. Dolayisiyla,
kazeinin flok olusturmasi, meyve suyu gibi asidik ortamlarda gergeklesebilmektedir

(Ribéreau-Gayon vd. 2006c).

Yumurta albumini: Protein yapisindaki yumurta albumini en eski durultma
yardimcr maddelerinden birisi olup, halihazirda saraplarin durultulmasinda yaygin
olarak kullanilmakta ve son zamanlarda meyve suyu durultulmasinda da
kullanilmaktadir. Yumurta beyazinda %]12.5 oraninda albumin bulunmaktadir
(Ribéreau-Gayon vd. 2006¢). Albumin, negatif yiiklii tanenlere baglanabilen pozitif
yiiklii ylizey alanina sahiptir (Morris ve Main 1995). Bu durultma yardimci1 maddesi,
tanen molekiilerinin hidroksil gruplariyla hidrojen bagi olusturarak birlesmekte
(Kalkan-Yildirim 2011) ve bdylece tanenleri uzaklastirmaktadir. Yumurta albuminin

daha iyl etki goOsterebilmesi i¢in ortamda yiiksek oranda tanen bulunmasi
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gerekmektedir. Bu nedenle, yillandirilmis saraplarin durultulmasi sirasinda albumin

ile ¢ok basarili sonuglar elde edilebilmektedir (Ribéreau-Gayon vd. 2006c).

Yumurta beyazi durultmada dogrudan durultma yardimci maddesi olarak
kullanilabilmektedir. Bunun i¢in yumurta beyazlar1 ayrildiktan sonra az miktarda su
ile karigtirthir. Karistirma islemi sirasinda miimkiin oldugu kadar az kopik
olusmasia dikkat edilmelidir. Coziindiirme islemi sirasinda, ¢ok az miktarda
sodyum kloriir ilavesi ¢oziinmeyi hizlandirmaktadir. Dogrudan yumurta beyazinin
kullanilmast durumunda, 225 L iiriin i¢in 3-8 adet yumurta beyazi yeterli oldugu
bildirilmektedir (Ribéreau-Gayon vd. 2006c). Bunun yaninda, ¢6ziinme sirasinda
sodyum kloriir yerine sodyum karbonat eklenerek hazirlanan ¢ozelti, kurutulup toz
haline getirildikten sonra da kullanilabilir. Bu sekilde hazirlanan yumurta albumini
durultma yardimer maddesi 5-15 g hL™ dozajlarinda sarap durultulmasinda
kullanilmaktadir. Yumurta albumini ayni zamanda piyasada “ready-to-use” olarak
kullanima hazir bir sekilde de bulunmaktadir. Bu tip albumin ise, sterilize edilmis

olup, sivi formda bulunmaktadir (Ribéreau-Gayon vd. 2006c).

Yukarida deginilen durultma yardimci maddelerinin disinda, piyasada bircok farkl
durultma yardimci maddesi bulunmaktadir. Biitlin bu maddelerin olumlu etkileri
(durultma ve stabilizasyon) yaninda olumsuz etkileri de (asir1 durultma, renk kaybi
vb.) bulunmaktadir. Cizelge 2.4’de bu durultma yardimci maddeleri; renk kayb1, asir
durultma ve stabilizasyon iizerine etkileri bakimindan en etkiliden daha az etkiliye

dogru siralanmistir.

Cizelge 2.4 En c¢oktan aza dogru bazi durultma yardimci maddelerinin etkileri
(Morris ve Main 1995)

Renk kaybi “Overfining potansiyeli” “(asir1 durultma)” Durultma ve stabilizasyon
Aktif komir Jelatin Bentonit
Jelatin Aktif kdmr Aktif kdmur
Kazein Albumin Kazein
Albumin Kazein Jelatin
PVPP PVPP Albumin
Bentonit Bentonit PVPP
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kirmz iiziim suyu

Arastirmada materyal Kalecik Karasi tiztim (Vitis vinifera L.) ¢esidinden elde edilen
{iziim suyu kullanilmustir. Uziimler, Ankara’nin Kalecik ilgesinde bulunan Ankara
Universitesi’ne bagl baglardan temin edilmistir. Uziimlerin hasadinda, suda ¢dziiniir
kuru madde igerigi (briks) ile asitlik degerleri temel alimmustir. Uziimlerin; 18-24°Bx
arasinda (Mazza vd. 1999), tartarik asit cinsinden titrasyon asitligi degerinin ise, 5—6
g/L arasinda (Selli vd. 2004) olmasi géz Oniinde bulundurulmustur. Bu degerlere
sahip Gzlmler, bolim 3.2.1’de detayli olarak anlatilan yontem ile UzUm suyuna

islenmistir.

3.1.2 Kimyasallar

Antosiyanin dagiliminin belirlenmesi amaciyla kullanilan malvidin, delfinidin,
peonidin ve siyanidin monoglikozitleri, Extrasynthese firmasindan (Genay, Fransa)
temin edilmistir. ACN’lerin saflastirilmasinda kullanilan Cig-Sep-Pak kartuslari
(kolonlar1) Waters firmasindan (Milford, MA, A.B.D.) temin edilmistir. ACN’lerin
ekstraksiyonunda, saflastirilmasinda ve HPLC ile analizinde, daima HPLC safliginda
(HPLC grade) solventler kullamilmistir. Diger analizlerde; Merck (Darmstad,
Almanya) firmasindan temin edilen, ya analitik saflikta ya da yiiksek saflikta (extra
pure) kimyasallar kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan durultma yardimeci
maddeleri; bentonit (Begerow, Langenlonsheim, Almanya), kazein (Laffort,
Bordeaux, Fransa), albumin (Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.), kitosan (Aldrich, Saint
Louis, MO, A.B.D.) ve jelatindir (Seljel, Turkiye).
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3.2 Yontem

3.2.1 Kirmizi iiziim suyu iiretimi

Yikama ve sap ayirma-patlatma: Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi’'ne bagh
meyve suyu pilot isletmesine getirilen tizimler 6ncelikle yikanmistir. Daha sonra,

tizlimlerin saplar1 elle ayrilip, daneler patlatilmistir.

Enzimasyon: Uziim kabugunda bulunan rengin {iziim sirasina ge¢mesi amaciyla
enzimasyon iglemi yapilmistir. Enzimasyonda uygulanan 1sitma ile, {iziim suyunun
kalitesini etkileyen enzimlerin de inaktivasyonunun saglanmasi amaglanmistir.
Polifenollerin ve ACN’leri enzimatik olarak parcalayan polifenol oksidaz enzimini
inaktif etmek icin, iiziim suyunda orta derecede isitma Onerilmektedir (Patras vd.
2010). Bu amagla 50°C sicakliga getirilen mayseye, renk enzimi olarak adlandirilan
Pectinex Ultracolor (Novozymes, Dittingen, Isvigre) enziminden iiretici firmanin
onerdigi dozajda eklenmis ve 2 h siirekli karigtirilarak sicakligin homojen kalmasi
saglanmistir. Bu siire sonunda meyve suyu pilot isletmesinde bulunan paketli pres
yardimiyla {iziim suyu elde edilmistir. Uziim sularinin 1.5 L’lik PET siselere dolumu

yapilip, siiratle buzlu su banyosunda sogutulmustur.

Uziimlerin iiziim suyuna islenmesindeki asamalar sekil 3.1°de gdsterilmistir.

3.2.2 Kirmizi iiziim suyu durultmasi

3.2.2.1 Durultma yardimci maddelerinin hazirlanmasi

Bentonit: Begerow (Langenlonsheim, Almanya) firmasindan temin edilen bu
durultma yardimer maddesi, tartildigr miktarin 9 kat1 kadar saf su i¢ine eklenmesi ve

ardindan sivi igerisinde homojen olacak sekilde karistirildiktan sonra, oda

sicakliginda 1 gece bekletilip, iyice sismesi saglanarak hazirlanmistir.
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Jelatin: Jelatin (Seljel, Tiirkiye), %1 (w/v) ¢ozelti olarak hazirlanmigtir. Bu amagla,

1 g jelatin tartilmistir ev tartilan bu jelatin, 40°C’deki 60 mL saf suya, topaklasma

olmamasi i¢in yavas yavas eklenmistir. Daha sonra hacim 100 mL’ye tamamlanarak

%1°lik (w/v) jelatin ¢ozeltisi elde edilmistir.

Uziim (Kalecik Karas1)

!

Ayiklama-yikama

¢

Sap ayirma-patlatma

v

Mayse

|

Enzimasyon

v

Paketli pres

'

Uziim suyu

Bentonit

Durultma

'

!

Kitosan

Bentonit + Jelatin

Bentonit + Albumin

Bentonit + Kazein

!

Filtrasyon

Sekil 3.1 Uziim suyu iiretim akis semas1

29




Kitosan: Kitosan (Aldrich, Saint Louis, MO, A.B.D.), %1 (w/v)’lik ¢ozelti olarak
hazirlanmistir. Kitosan asidik ortamlarda ¢6ziinebildigi igin, belirtilen oranda kitosan
¢Ozeltisi hazirlamak icin, ayni oranda (%1, w/w) sitrik asit ¢ozeltisi hazirlanmstir.

Bu amacla, 6nce 1 g sitrik asit ¢ozeltisi yaklasik 100 mL suda ¢6ziindiiriilmiistiir.

Bu ¢ozelti lizerine, daha sonra 1 g kitosan eklenmis ve bu karigim dnce manyetik bir
kanstiricidda  (IKALabortechnik, Rctbasic, Staufen, Almanya) karistirilmis, daha
sonra da yiksek devirli homojenizatérde (Heidolph SilentCrusher M, Schwabach,
Almanya) 3 dak. siireyle 15 000 rpm’de karistirilarak iyice ¢oziinmesi saglanmistir.
Bu cozelti 100 mL’lik 6lgli balonuna aktarilmis ve su ile hacmine tamamlanmustir.
Son olarak, ¢ozelti 60°C’ye getirilip, vakum altinda (Knflab, Laboport, Freiburg,
Almanya) ile filtre edilmistir (Whatman 541, Ingiltere).

Kazein ve albumin: Kazein (Laffort, Bordeaux, Fransa) ve albumin (Sigma, St.
Louis, MO, A.B.D.) gibi protein bazli durultma yardimci maddeleri, alkali
ortamlarda daha iyi ¢6ziinmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda da, kazein ve albumin
(%1, w/v) %1 (w/v)’lik sodyum karbonat cozeltisi icerisinde c¢ozunduirilerek

hazirlanmastir.

3.2.2.2 Durultma uygulamasi

Durultmada amag; kirmiz1 iizim suyunda kolloidal olarak bulunan ve bulanikliga
neden olan polimerize tanenlerle, diger yiiksek molekiil agirligindaki polifenollerin
ve proteinlerin uzaklastirilmasini saglamaktir. Uziim suyunun durultulmasi, soguk
durultma yontemine gore, daha kisa siirdiigli ve daha ekonomik oldugu gerekgesiyle
endiistri tarafindan tercih edilen sicak durultma yontemiyle 50°C’de yapilmustir.
Kirmizi iiziim suyunun durultulmasi, 6nce sadece bentonit ile gerceklestirilmistir.
Bunun yaninda bentonitin; jelatin, kazein ve yumurta albumini ile kombinasyonlari
da uygulanarak, yliksek molekiil agirlikli ve daha sonradan bulanikliga neden olan
polifenoller uzaklastirilmaya galisilmistir. Son yillarda 6nemi artan ve ayni zamanda

polifenol yaninda protein adsorbe etme &zelligi olan kitosan ile de durultma
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denemeleri yapilmistir. Kitosanin etkisi, hem tek basina hem de bentonit ile

kombinasyonu yapilarak gézlemlenmistir.

Durultma isleminde kullanilacak dozajlar, kapsamli 6n denemeler ile belirlenmistir.
Bu amacla oncelikle bentonit ile durultma 6n denemesi yapilmis ve bu durultma
yardimc1 maddesinin dozaj1 belirlendikten sonra, jelatin, kazein, albumin ve kitosan
ile kombinasyonlar1 i¢in 6n denemeler yapilmistir. Daha sonra, belirlenen dozajlar ile
durultma denemeleri, 2 tekerriirlii olarak 250 mL {iziim suyunda gerceklestirilmistir.

Durultma islem asamalari, sekil 3.2°deki akis diyagraminda verilmistir.

Durultma oncesi ve sonrasinda kirmizi iizim suyunda asagida verilen analiz
yontemleri 2 paralelli olarak uygulanarak durultmanin o6zellikle bulaniklik ve
polifenollerin bir alt grubu olan ACN’ler iizerine etkisi saptanmistir. Bu amagla;
bentonit, jelatin, kazein, yumurta albumini ve kitosan ile durultulan meyve sularinda
bulaniklik diizeyi, toplam monomerik ACN miktari, polimerik renk, reflektans renk
degeri tayinleri spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir. Ayrica, durultulan

tiziim sularinda ACN dagilimlar1 da HPLC ile belirlenmistir.

Durultulmamis iiziim suyu (250 mL)

'

On 1s1tma (50°C su banyosunda)

'

Durultma yardime1r madde/maddelerinin eklenmesi

Inkiibasyon (50°C’de 1.5 h)

'

Filtrasyon (Kaba filtre kagidi)

Sekil 3.2 Durultma islem asamalari
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3.2.3 Fiziksel analizler
3.2.3.1 pH tayini

pH degeri, potansiyometrik olarak pH-metre (Mertler-Toledo SevenCompact pH/lon
S220, Schwerzenbach, Isvicre) ile saptanmistir. Bu amagla, (iziim suyu orneklerinden
bir behere 10 mL alinarak iizerine, 10 mL damitik su ilave edildikten sonra pH degeri
belirlenmigstir. Meyve ve sebze sulari gibi tampon niteligi yiiksek olan gidalarda
sulandirma orani fazla olsa bile, pH degeri degismedigi i¢in (Cemeroglu 2007), gerek
meyve sularina gerekse de konsantre 6rneklerine pH Ol¢limlerini kolaylagtirmak i¢in

onemli miktarda su eklenebilmistir. pH 6l¢iimleri, 20°C’de yapilmistir.

3.2.3.2 Bulaniklik diizeyinin dl¢iilmesi

Bulaniklik ~ 6lglimleri  turbidimetre (HachCo., Loveland, CO, A.B.D) ile
gerceklestirilmis ve sonucglar "Nephelometric Turbidity Units (NTU)" olarak ifade
edilmistir. Olgiimler, 6rnek sicaklign 20°C’ye geldikten sonra yapilmustir.

3.2.3.3 Reflektans renk tayini

Orneklerin  rengi, reflektans spektrofotometresi (Minolta CM-3600d, Osaka,
Japonya) kullanilarak belirlenmistir. Bu amacgla, L*, a* ve b* renk degerleri
Ol¢iilmiis ve, C* ve h° renk degerleri de a* ve b* degerlerinden asagida verilen

esitlikler ( 3.1 ve 3.2) kullanilarak hesaplanmistir:

C*=(@** + b*)¥ (3.1) h° = arctan (b*/a*)  (3.2)

3.2.4 Kimyasal analizler
3.2.4.1 Titrasyon asitligi

Titrasyon asitligi, pH-metre ile izlenerek yiiriitiilen titrasyonla saptanip ve bu amagla

IFU tarafindan (1968) onerilen islemler uygulanmistir. Bu amagla belli miktar izim
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suyuna 0.1 N standardize edilmis NaOH ¢ozeltisi ile ve pH-metre yardimiyla, pH
8.1'e ulasincaya kadar titrasyon uygulanmistir. Titrasyon asitligi, tartarik asit

cinsinden "g/100 mL" olarak hesaplanmuistir.

3.2.4.2 Toplam monomerik antosiyanin tayini

Bu amacla, Fuleki (1969) ve Francis (1985) tarafindan Onerilen, ve Giusti ve
Wrolstad (2001) tarafindan gelistirilen pH diferansiyel metodu kullanilmistir. Bu
metodun ilkesi, monomerik ACN’lerin pH 1.0’da renkli oksonium formunun, pH
4.5’de ise, renksiz hemiketal formunun egemen olmasina dayanmaktadir. Buna gore,
ortamin pH 1.0 ve 4.5 oldugu zaman 0lciilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan

ACN konsantrasyonu ile orantili bulunmaktadir.

Ornekler 9391 x g’de 10 dak. sureyle santrifiij (Sigma 3K 15, Postfach, Almanya)
edilip, bulaniklik olusturacak tortularindan ayrilmistir. Ornekler, potasyum Kloriir
tampon ¢ozeltisi (pH 1.0) ile seyreltilerek, Gzim suyunda bulunan ACN’lerin Ayis-maks
dalga boyu olan 528 nm’de absorbans degeri 1.0 civarma getirilmistir. Farkli
durultma yardimci maddeleri ile durultulmus 6rnekler de ayni seyreltme oranlarina
uyularak seyreltilmis ve boylece analizler birgok spektrofotometrenin linear siniri
olan 1.2 absorbans degerinin (Ozkan vd. 2007) altinda yiiriitiilmiistiir. Potasyum
kloriir ¢cozeltisi (pH 1.0) ile belirlenen bu seyreltme orani, hem potasyum kloriir hem
de sodyum asetat tampon c¢ozeltisi (pH 4.5) ile uygulanmis ve elde edilen
seyreltikler, 15 dak. siireyle denge olusmasi i¢in kendi halinde birakilmislardir.
Bekleme siiresi sonunda, seyreltikler 0.45 pm gbzenek ¢apindaki PVDF
(polyvinylidene fluoride) filtreden (Millipore, Bedford, MA, A.B.D.) filtre edildikten
sonra, Orneklerin absorbans degerleri, 6rnek ve sahidin (damitik su) ayni anda
konulabildigi ¢ift huzmeli (double-beam) spektrofotometre (ThermoScientific
Evolution 201, Cambridge, Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir. Absorbans
Olctimleri, damitik suya karsi, tizim ACN’lerinin Ayis-maks dalga boyu olan 528 nm’de
ve ayrica diisiik diizeydeki bulanikligin belirlenmesi i¢in 700 nm’de 1 cm tabaka
kalinligindaki tek kullanimlik kiivetlerde (Brand Gmbh, Postfach, Wertheim,

Almanya) yapilmistir. Monomerik ACN miktari, {iziimde baskin bulunan malvidin-
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3-glukozit cinsinden (Baiano vd. 2009, Puertolas vd. 2009) asagida verilen 3.3 No'lu

esitlige gore hesaplanmistir.

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

(e) (L)

Burada:
A: Absorbans farki (pH 1.0 ve 4.5 degerlerinde 6l¢iilen absorbans farki),
MW: Baz olarak alinacak antosiyaninin molekiil agirligi (Dalton),
Sf: Seyreltme faktord,
&: Molar absorpsiyon katsayis1 (L/cm mg),

L: Spektrofotometre kiivetinin tabaka kalinlig1 (cm).

Malvidin-3-glukozidin molar absorbans degeri €¢=28 000 L/cm mg ve molekil
agirhgr ise, MW=493.5 Da (Giusti ve Worolstad 2001) alinarak hesaplama
yapilmustir.

3.2.4.3 Antosiyanin parcgalanma o6lcutlerinin belirlenmesi

Giusti ve Wrolstad (2001) tarafindan onerilen yontem uygulanmistir. Bu amagla,
Uzum suyu Ornekleri potasyum klorlr ¢ozeltisi (pH 1.0) ile seyreltilerek, Gzim
suyunda bulunan ACN’lerin maksimum absorbans verdigi dalga boyundaki (Avis-maks)
absorbans degeri (528 nm) 0.4-0.6 absorbans degerine getirilmistir. Daha sonra
bistlfit (%20 K;S,05) ¢ozeltisi eklenerek, ornekteki monomerik ACN’lerin renksiz
"sulfonik asit kompleksi" olusturmasi saglanmistir. Buna karsin, "polimerik ACN-
tanen" kompleksleri ve "melanoidin" pigmentleri ise, bistilfite kars1 direng gostererek
renklerini korumuslardir. Bu esmer renkli pigmentlerin ortamdaki konsantrasyonu
arttikca, 420 nm'de okunan absorbans degerleri yiikselmektedir. Bu nedenle; bisiilfit
uygulanmaksizin Ayis-maks dalga boyunda ve bisiilfit uygulandiktan sonra 420 nm
dalga boyunda yapilacak iki absorbans ol¢iimii ile; asagida ayrintilar1 verilen "renk
yogunlugu," "polimerik renk" ve "polimerik renk vyiizdesi" gibi {i¢ nitelik

belirlenmistir.
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e Renk yogunlugu
Bu deger, "bisiilfit uygulanmamis kiivette bulunan 6rnegin, Avis-maks V€ 420 nm dalga
boylarindaki absorbanslar1 toplami" olarak tanimlanmaktadir. Asagidaki esitlikle

(3.4) hesaplanmustir:

Renk yogunlugu = [(Avismaks — A700nm) + (A420 nm — Az00nm)] X SF (3.4)

Burada:

SF: seyreltme faktori

e Polimerik renk
Bu deger, "bisiilfit uygulanmis kiivette bulunan 6rnegin, Avismaks V€ 420 nm dalga
boylarindaki absorbanslari toplami" olarak tanimlanmaktadir. Asagidaki esitlikle

(3.5) hesaplanmustir:

POllmerlk I'enk = [(A }\,maks - A700 nm) + (A420 nm — A?OO nm)] X SF (3.5)

o Polimerik renk orani

Polimerik renk orani; polimerik rengin, renk yogunluguna oran1 olarak
tanimlanmaktadir. Bu deger arttikca, monomerik ACN’lerin pargalandig1 ve esmer
renkli pigmentlerin artti1, kisaca dogal rengin bozuldugu anlasilir. Bu deger,

asagidaki esitlikle hesaplanmistir:

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

3.2.4.4 Antosiyanin dagiliminin belirlenmesi
Uzim suyu ACN kompozisyonu, HPLC ydntemiyle {ic asamadan (saflastirma,

tanimlama ve hesaplama) olusan bir uygulama sonunda belirlenmis olup, bu

asamalar asagida aciklanmustir.
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Saflastirma

Meyve suyu Orneginden, seker ve organik asit gibi unsurlarin uzaklastirilmasi
amaciyla saflastirma islemi uygulanmistir (Skrede vd. 2000). Saflastirma isleminin
ilk asamasinda C-18 Sep-Pak kolonlarindaki dolgu maddesinin ACN’lerle
reaksiyona girebilmesini saglamak i¢in sartlandirilma (conditioning) islemi
yapilmistir. Bu islemde kolondan sirasiyla; 5 mL etil asetat, 5 mL metanol (MeOH,
%0.01 HCI igerecek sekilde asitlendirilmis) ve son olarak da 2 mL %0.01 HCI
icerecek sekilde asitlendirilmis su gegirilmistir. Ekstraksiyona hazir hale getirilen
kolona, saflastirilacak bileseni igeren 0.5 mL ekstrakt yiiklenmis ve daha sonra 2 mL
asitlendirilmis suyla eliie edilmistir. Boylece bu eliisyon ile organik asitler ve
sekerler ile suda ¢oziinlir nitelikteki diger bilesikler gibi analizi interfere eden
bilesikler uzaklastirilirken, ACN’ler ve diger polifenolik bilesikler kolon iizerinde
sorbente baglanmigtir. Esdiize bir saflastirma islemi igin saflagtirma diizeneginden

(manifold) (Waters, Milford, MA, A.B.D.) yararlanilmistir.

C-18 Sep-Pak kolonu, N, gazi akiminda tutularak kalintinin kurumasi saglanarak,
kurutulmus kolon 2 ml %0.01 HCI icerecek sekilde asitlendirilmis metanol ile
yikanarak ACN’leri igeren ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen ACN fraksiyonu bir
evaporasyon tlpiine alinarak, 35°C'deki bir su banyosuna yerlestirilip, bu fraksiyon
N2 gazi altinda kurutulmustur. Daha sonra evaporasyon tiiplindeki kalint1 tizerine 2
mL asitlendirilmis su eklenerek yeniden ¢oziindiirilmistir. ACN’leri igeren bu
cozelti 0.45 um gozenek gapindaki membran filtreden filtre edilerek, HPLC'nin oto-
ornekleme (auto-sampler) iinitesinde kullanilan amber renkli 2 mL'lik cam siselere

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

Tamimlama ve hesaplama
ACN’lerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasinda asagida 6zellikleri verilen

HPLC cihazindan yararlanilmistir.

Kromatografi kosullari

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

Koruyucu kolon: C18 koruyucu kolonu (4 x 3 mm, 5 um), (Phenomenex Inc.)
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Akis hizi: 1 mL dak %,

ElUsyon suresi: 35 dak.,

Enjeksiyon hacmi: 50 uL,

Dalga boyu: 520 nm,

Hareketli faz (mobile phase): Asetonitril (%100) (A) ile o-fosforik
asit:asetikasit:asetonitril:su (1:10:5:84; v/v/v/v) (B) karigimi. Gradiyent akis
s0z konusu olup, Skrede vd. (2000) tarafindan Onerilen, tarafimizca

modifiye edilen eliisyon profili uygulanmistir (Cizelge 3.1).

Kromatogramlarda elde edilen ACN pikleri, standart maddelerin gelis siiresi
(retention time) ve PDA dedektoriinde elde edilen UV  spektrumlarinin
karsilastirilmasiyla tanimlanmistir. Bunun yaninda bu calismada 4 tane ticari olarak
uretilen ACN standardi kullanilmigtir.  Bunlar; malvidin-3-glikozit (mv-3-glu),
peonidin-3-glikozit (pn-3-glu), delfinidin-3-glikozit (dp-3-glu) ve siyanidin-3-
glikozittir (cy-3-glu). Ornekteki ACN’lerin miktar1; standart maddelerinin her biri
icin olusturulan en az 5 veriye dayali olarak hazirlanmis standart egriden
hesaplanmigtir. HPLC ile toplam ACN miktarinin belirlenmesi, materyaldeki
standard1 olmayan piklerin alanlar1 hesaplandiktan sonra, basat pike ait standart egri

esas alinmak suretiyle yapilmistir (Yemis vd. 2010).

Cizelge 3.1 Antosiyaninler igin uygulanacak elusyon profili

Sure (dak.) %A %B
0 1 99
10 12 88
16 22 78
25 50 50
30 1 99
35 1 99
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3.2.4.4.1 Uzum suyu antosiyaninleri igin geri kazamim (recovery) analizi

Analiz siiresindeki muhtemel kayiplari belirlemek amaciyla geri kazanim testi
yiiriitiilmiistir. Bu amacla Yemis ve Ozkan (2007) tarafindan onerilen ydntem
uygulanmistir. Bu yontemin temeli, 6rnege belli miktarda eklenen standardin analiz
sonunda “% kacinin” geri kazanildigmin tespitine dayanir. Bunun i¢in 2 ayr1 deney

yuratllmustir:

1. Eklenecek standardin 6rnekteki miktarini belirlemek icin “6rnegin analizi”
2. Eklenen standardin, 6rnekte standarda ait olan pik alanint “%” ne kadar

artirdigini belirlemek amaciyla “standart eklenmis 6rnegin analizi”

Bu amagla standart; ornege analizin bagslangicinda, yani ekstraksiyondan once
eklenmistir. Boylece geri kazanim deneyinin, analizde ¢ok 6nemli bir asama olan

ekstraksiyon islemini kapsamasi da saglanmistir.

Ekstraksiyon i¢in kullanilan 2 mL o6rnek iizerine, U¢ konsantrasyonda (6rnekteki
miktar, 6rnekte bulunan miktarin yarist ve ceyregi) ACN standardindan eklenip,
lyice karistirllmistir. Daha sonra “3.2.4.4 Antosiyanin dagiliminin belirlenmesi”
boliimiinde anlatildig: sekilde ekstraksiyon ve saflastirma islemleri yapilmis ve elde
edilen ekstraktlar 0.45 pum goézenek capindaki teflon filtrelerden filtre edildikten
sonra HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen kromatogramlarda olusan pik alanlar1
integre edilerek hesaplama yapilmistir. Saptanmis standart madde miktarlarindan
yararlanilarak agagida verilen 3.4 ve 3.5 No’lu esitlikler yardimiyla "geri kazanim"

ve "tekrarlanabilirlik" (reproducibility, varyasyon katsayisi) degerleri hesaplanmustir.

A — A
Geri kazanim (%) = — (100) (3.7)
As

Burada:
A;: Standart eklenmemis materyaldeki bilesen miktari,

A,: Standart eklenmis materyaldeki bilesen miktari,

38



As: Eklenen standart miktari.

Geri kazanim testinin standart sapmasi
Varyasyon katsayisi, CV (%) = (100) (3.8)
Geri kazanim degerlerinin ortalamasi

3.2.4.5 Fenolik dagilimin belirlenmesi

Uziim suyunda bulunan fenolik maddelerin saflastirma islemi, “3.2.4.4. Antosiyanin
dagiliminin belirlenmesi” boliimiinde aciklandigr gibi yapilmistir. Bu islemden
farkli olarak sadece fenolik bilesikler kartustan 5 mL etil asetat ile yikanarak eliie

edilmistir.

Tanimlama ve hesaplama
Fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasinda da “3.2.4.4.
Antosiyanin dagiliminin belirlenmesi” boliimiinde o6zellikleri verilen HPLC

cihazindan yararlanilmistir.

Kromatografi kogullar

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

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

Akis hizi; 0.700 mL dak ™,

ElUsyon suresi: 85 dak.,

Enjeksiyon hacmi: 30 pL,

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

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

Kromatogramlarda elde edilen pikler, standart maddelerin gelis siiresi (retention
time) ve PDA dedektoriinde elde edilen UV spektrumlarinin karsilastirilmasiyla

tamimlanmistir. Bu ¢alismada kullanilan standart maddeler; kafeik asit (Sigma),
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vanilik asit (Fluka, Seelze, Almanya), klorojenik asit (Aldrich, St. Louis, MO,
A.B.D.), ferulik asit (Fluka, Seelze, Almanya), (+)-katesin (Sigma) ve (-)-

epikatesindir (Sigma).

Ornekteki “toplam fenolik madde miktar1” ile “bireysel

fenolik maddelerin miktar1” epikatesine ait 5 veriye dayali olarak hazirlanmis

standart egriden (Sekil 3.3) hesaplanmistir (Yemis vd. 2010).

Cizelge 3.2 Fenolik madde dagilimi igin uygulanan eltsyon profili

Sure (dak.) %A %B
0 2.5 97.5
45 25 75
50 50 50
55 100 0
68 100 0
70 80 20
85 25 97.5
600 5
—_ 500 1 y=23419x+2,4238 R*=0.,9982
X400 1
-1
£ 300 A
= o
Z 200 1
=
100
(:) CJ T T T T
0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 3.3 Epikatesin standart egrisi

3.2.4.6 Antioksidan aktivite tayini

ABTS (2,2’- azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)’in oksidasyonu ile iiretilen

ABTS™ radikal ¢ozeltisi iizerine, antioksidan igeren bir ornegin eklenmesi sonucu
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radikalin indirgenmesi temeline dayanmaktadir. Mavi/yesil renkli ABTS™" radikali,
antioksidan bir bilesik ile reaksiyona girdiginde radikal, ABTS nin renksiz formuna
cevrilmektedir. Reaksiyon sonucu harcanan ABTS™ miktari ise, troloks (sentetik bir
antioksidan) esdegeri olarak hesaplanmakta ve sonu¢ “TEAC degeri” (Trolox
equivalent antioksidant capacity) olarak ifade edilmektedir. Eger Ornekte,
antioksidant aktiviteye sahip bilesik varsa, radikal ¢6zeltisinin rengi gittikge agilacak
ve okunan absorbans degerleri zamana bagli olarak gittikce diisecektir (Kirca ve

Ozkan 2010).

Antioksidan aktivite tayini analizlerinde oncelikle 2.45 mM potasyum persilfat
iceren 7 mM’lik ABTS™ ¢ozeltisi hazirlanmustir. Bu ¢ozelti, 20°C’ye ayarl sicaklik
kontrollli bir inkibatérde (Sanyo MIR 153, Osaka, Japonya) 12-16 h arasinda
bekletilerek, ABTS™ radikalinin olusmas1 saglanmistir. Bunun disinda; radikal
cozeltisinin, 6rneklerin ve troloks standardinin seyreltilmesinde kullanilacak olan
PBS (phosphate buffer saline) ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu amagla, hazirlanan 0.1M
fosfat tamponu iizerine 8.77 g sodyum kloriir (NaCl) eklenerek 1 L’ye damitik suyla
tamamlanmis ve boylece pH’s1 7.4 olan PBS ¢0zeltisi elde edilmistir.

Analize baslamadan 6nce ABTS™ radikal ¢ozeltisi, PBS ¢ozeltisi ile 734 nm’de
0.700 (£0.010) absorbans degeri verecek sekilde seyreltilmistir. Spektrofotometrede
kiivetlerin bulundugu bolimiin sicakligi sirkiilasyonlu su banyosu (PolyScience
9106, Niles, IL, A.B.D) ile 30°C’de sabit tutulmustur. Absorbans olctimleri 734
nm’de 1.5 mL hacimde 1 cm 151k yolu uzunlugunda tek kullanimlik mikro kiivetlerde
(Brand Gmbh) yapilmistir. Mikro kiivete seyreltilmis ABTS™" radikal ¢6zeltisinden
990 pL alinmistir. Mikro kiivet, spektrofotometreye yerlestirilmis ve baslangig
absorbans degeri kaydedilmistir. Mikro kiivet icindeki radikal ¢6zeltisi tizerine 10 pL
seyreltik 6rnek ilave edilerek, o anda kronometre ¢alistirilmis ve 6 dak. sonundaki
absorbans degeri kaydedilmistir. Bu siire sonunda, saptanmis olan absorbans degeri
esas alinarak, baslangi¢c degerine gore “% azalma orani (inhibisyon orani)” 3.9 no'lu
esitlige uygun olarak hesaplanmistir. Bu islem {i¢ kez tekrarlanmig ve inhibisyon

oranlar1 hesaplanarak bu degerlerin ortalamalar1 saptanmistir.
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. AB - AS
Inhibisyon (%) = — (100) (3.9
AB
Burada:
AB: Baglangi¢ absorbans degeri,

AS: Son absorbans degeri.

Daha sonra 10 pL ve 20 pL. 6rnek hacimleri i¢in ayn1 islemler tekrarlanmistir. Her
bir 6rnek hacmi i¢in, kiivet igindeki toplam hacim 1000 pL olacak sekilde kiivete
seyreltik ornek ¢ozeltisi eklenmistir. Yine her 6rnek miktarina bagli olarak, 6 dak.
sonundaki absorbans degerleri, inhibisyon oranlart ve bunlarin ortalamalar
hesaplanmistir. Boylece 6 dak. sonunda saptanmis ortalama ylzde inhibisyon
degerleri seyreltik Ornek miktarlarina (hacimlerine) karsi bir grafige aktarilip
dogrusal regresyon analizi uygulanmak suretiyle, 6rnege ait egriye ve bu egriyi

tanimlayan esitlige ulasilmistir.

Ornege ait olan egrinin egimi, troloks ile hazirlanmis olan standart egrinin egimine
oranlanarak Ornegin TEAC degeri hesaplanmistir. Bu hesaplamada, Ornege ait

seyreltme faktori de dikkate alinmistir.

3.3 Istatistik Degerlendirme

Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlar1 ile yapilan iiziim suyu
durultma islemleri, liziim suyunun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri i¢in, her durultma
uygulamasi sonunda elde edilen veriler iki tekerriirlu faktoriyel diizende varyans
analiz teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Varyans analizi sonucuna gore, gerekli
oldugu durumda Duncan coklu karsilastirma testi kullanilarak faktorlerin hangi
seviyeleri arasindaki farklihgin énemli oldugu arastirilmistir. Istatistik analizler igin

"Minitab for Windows (ver. 15.1)" ve "MSTAT" paket programlar1 kullanilmistir.

42



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Durultma On Deneme Sonuglar1 ve Durultma Yardime1 Maddesi Dozlarimin
Belirlenmesi

Meyve suyu iiretiminin, onemli bir asamasi olan durultmada kullanilan durultma
yardimct maddesinin ¢esit ve kombinasyonlari, {iiriinden {iriine degisiklik
gostermektedir. Bunun nedeni, meyve sularindaki bulanik etmeni bilesiklerin
birbirinden farkli olmasindan kaynaklanmasidir (Diblan ve Ozkan 2013). Ornegin,
protein icerigi ¢cok diisiik olan nar sularinda, bulaniklik etmeni bilesenlerden biri olan
proteinleri uzaklagtirmanin, berraklik diizeyini etkilemedigi laboratuarimizda yapilan
bir ¢alisma ile gosterilmistir (Turfan vd. 2011). Ancak, diger meyvelere kiyasla,
Uzim suyunda polisakkarit ve polifenollerden sonra en yiksek miktarda bulunan
makromolekiil proteinlerdir. Uziimiin ve dolayisiyla iiziim suyunun igerdigi bu
proteinlerin bazilarinin, bulaniklik reaksiyonlaria katildiklari i¢in iirtinden mutlaka

uzaklastirilmalart gerekmektedir (Le Bourse vd. 2010).

Durultma islemi sadece, iirline gore belirlenen, dogru durultma yardimci maddesi
secimi ile basartya ulasmamaktadir. Ciinkii materyalin igerdigi bulaniklik etmeni
bilesenlerin konsantrasyonu, iirlinden iirline, ¢esitten gesitte, hatta ayni ¢esit i¢in,
yildan yila bile degisiklik gostermektedir. Bu nedenle, durultmadan istenen sonucun
alinmasi, durultma yapilacak materyal icin kullanilacak olan durultma yardimci

maddesi dozajinin, durultmadan 6nce, 6n denemeler ile belirlenmesine baglidir.

Durultma 6n denemeleri ile durultma yardimci maddesi dozaj1 belirlemedeki diger
bir amag, bulaniklik diizeyini diisiiriirken, liziim suyu i¢in 6nemli bir kalite kriteri
olan, ACN miktarini en az seviyede etkilemektir. Yaptigimiz ¢caligmada; “bentonit,”
“kitosan,”  “bentonittkitosan,”  “bentonittjelatin,”  “bentonit+albumin” = ve
“bentonittkazein”den olusan durultma yardimeci maddeleri ve kombinasyonlar
kullanilmistir. Calismamizda tercih edilen bu uygulamalar i¢in yapilan seri doz
denemeleri sonunda, ACN’lerde goriilen azalma, durultma igslemi yapilmayan kontrol
ornegi ile karsilastirilarak belirlenmistir. Durultmada temel amag; bir yandan en

diisiik bulaniklik diizeyine ulasmak iken, diger yandan da en az diizeyde ACN

43



kaybinin gergeklestigi minimum durultma yardimcr madde/maddelerinin dozajinin

bulunmasi olmustur.

4.1.1 Uziim suyunun bentonit ile durultulmasi

Uziim sularmin durultulmasinda, ilk dnce uygulanmasi &nerilen durultma yardimei
maddesi bentonittir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Bu nedenle, bu ¢alismada,
durultma yardimci maddesi olarak Oncelikle bentonit ile denemeler yapilmistir.
Uriinden protein molekiillerinin  uzaklastirilmas1 amaciyla, farkli teknikler
(proteolitik enzim ilavesi gibi) halihazirda kullanilsa da, protein stabilizasyonu igin
kullanilan bentonit ile durultma yontemi giiniimiizde, uygulama kolaylig1 ve diisiik
maliyet gibi nedenlerden dolay1, en ¢ok tercih edilen yontemdir (Ferreira vd. 2002).
Bu durultma yardimci maddesi ile yapilan 6n deneme dozlar1 ve sonuglar1 Cizelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Bentonit ile durultma 6n deneme sonuglari

Doz (g/L) Bulaniklik (NTU) Monomerik ACN miktari (mg/L)"
Kontrol 28 231
0.2 12 216
0.4 14 196
0.6 18 200
1.0 8 197
1.4 12 178
2.0 14 177

*Malvidin-3-glikozit cinsinden hesaplanmustir.

Bentonit ile durultma 6n denemelerinde doz olarak, kirmiz:1 saraplarda kullanilmasi
uygun gorulen 0.2-1.5 g/L dozlart denenmistir (Ferreira vd. 2002, Balik 2003,
Ribéreau-Gayon vd. 2006c). Cizelge 4.1°de de goriildiigii gibi, artan bentonit dozu
ile birlikte monomerik ACN miktarinda daha ¢ok kayip olmaktadir. Balik (2003),

kirmizi ve rosé saraplarmmin ACN konsantrasyonu ve renk yogunlugu iizerine
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bentonit ile durultmanin etkisini incelemistir. Arastirmada bentonit 0.5, 1.0 ve 1.5
g/L dozlarinda uygulanmis ve ACN miktarinda goriilen azalmanin doz ile birlikte
arttig1 saptanmistir. Arastirmada kullanilan 1.5 g/ bentonit dozu ile durultma
sonucunda, ACN konsantrasyonunda %19 azalma meydana geldigi goriilmiistiir.
Cizelge 4.1 incelendiginde, verilen ¢alisma ile paralel olarak, en iyi bulaniklik
diizeyinin 1 g/l dozunda elde edildigi goriilse de, bu doz ile monomerik ACN
miktarinda %15 oraninda azalma meydana gelmistir. Ayrica, monomerik ACN
miktar1 bakimindan en iyi doz 0.2 g/L’dir. Sonu¢ olarak, hem bulaniklik agisindan
hem de toplam monomerik ACN miktar1 agisindan en iyi sonuglar 0.2 g/L. dozunda
durultmada elde edilmistir. Bu nedenle, yapilan 6n deneme sonucunda bentonitin

calismamizda 0.2 g/L oraninda kullanilmasina karar verilmistir.

Durultmada kullanilacak bentonit dozu belirlendikten sonra sirasiyla, jelatin,
albumin, kazein ve kitosan 6n denemeleri, hem bentonit ile birlikte, hem de, bu
durultma yardimci maddelerinin tek baslarina durultma etkinliklerini gérmek

amacuyla, tek baslarina kullanilmasiyla yapilmstir.

4.1.2 Uziim suyunun jelatin, albumin ve kazein ile durultulmasi

Meyve sularinin durultulmasinda jelatin, polifenolleri baglama 6zelligi nedeniyle,
yaygin olarak kullanilan bir durultma yardimeci maddesidir. Ancak, sigir jelatini
tiretiminin yeterli diizeyde olmamasi ve durultmanin ardindan iiriinden yeterince
uzaklastirilamayan jelatinin, iiriiniin depolanmasi siirecinde sonradan bulunma gibi
sorunlara yol agmasi nedeniyle, gida endiistrisi son yillarda, alternatif durultma
yardimct maddelerinden olan, albumin ve kazeine yonelmistir. Yapilan 6n

denemelerin sonuglari ¢izelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Bu calismada kullanilan durultma yardimci maddelerinden olan jelatin, kazein ve
albumin protein kaynakli durultma yardimc1i maddelerindendir. Cizelge 4.2
incelendiginde, bu durultma yardimci1 maddeleri ile yapilan denemelerde bulaniklik
duizeyinin, ister bentonit ile olsun ister jelatin ve albumin ile olsun (kazein haric)

uygulanan doz ile birlikte siirekli arttig1 goriilmektedir. Bilindigi gibi, protein bazl
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bu maddeler polifenolleri uzaklastirmaktadir. Bu nedenle, materyale eklenen yeterli
dozdaki durultma yardimci maddesi, polifenoller ile interaksiyona girmekte ve
dispers partikiiller olusturmaktadir. Olusan bu partikiiller, dolayis1 ile polifenoller,
kaba filtrasyon ile iirlinden uzaklastirilabilmektedir. Ancak, daha yiiksek diizeyde
eklenen durultma yardimci maddeleri, ortamda baglanabilecek polifenol bulunmadigi
icin serbest halde dolagsmakta ve kaba filtrasyonla bile {iriinden ayrilamamaktadir.
Iste bu kolloid halde bulunan proteinler, iiriine gdnderilen 15181 yansitarak {iriiniin
bulaniklik diizeyini artirmaktadir (Poncet-Legrand vd. 2006c). Ayrica, yiiksek
miktarda kullanilan durultma yardimci maddeleri, {iriiniin depolanmasinda, diger
serbest halde bulunan proteinler ile birleserek ¢okelti olusturmak suretiyle, sonradan
bulunmaya ve tortu olusumuna da neden olmakta ve tiiketici tercihini olumsuz
etkilemektedir. Bu nedenle, daha 6ncede deginildigi gibi, bu gibi sorunlarin baslica
¢Ozimi, optimum dizeyde durultma yardimci maddesi kullanmaya 6zen gostermek
olup, bunun igin de 6n denemeler gergeklestirilerek, esas durultma denemesinde

kullanilacak doz miktarlar1 belirlenmelidir.

Kazein ile yapilan durultma 6n denemelerinde, bu ¢aligmada yapilan 6n denemelerin
en basarili sonuglar1 elde edilmistir. Yapilan 6n denemeler ile iiziim suyunun
bulaniklik diizeyi, kazeinin, hem tek basina uygulandigi, hem de bentonit ile
kullanildig1 denemelerde, 2 NTU seviyesine kadar diismiistiir. Bu ¢alismada tiretilen
ve durultulan iiziim sularinda depolama c¢alismasi yapilmamistir. Ancak,
calismamizda tercih edilen durultma teknigi endiistriyel lretim Ornek alinarak
olusturulmustur. Bu nedenle, kazein, durultma isleminde, bentonit ile birlikte ve
miimkiin olan en diisiik doz seviyesinde kullanilmistir. On denemeler sonucunda elde
edilen, 0.05 g/L kazein (0.2 g/L bentonit kombinasyonu) miktari ile ulagilan 4.4 NTU
bulaniklik diizeyinin kaba filtrasyon ile elde edildigi ve endiistriyel {iretimde,
ultrafiltrasyon gibi gelismis filtrasyon teknikleri ile birlikte, bu NTU duzeyinin daha
da diisebilecegi gbz onlinde bulundurulmalidir. Bu durultma yardimci maddesi ile
durultulan 6rneklerin bulaniklik diizeyi, digerlerinin aksine, kullanilan doz ile birlikte
sirekli artmamistir. Calismamizda kullanilan kazein, Laffort firmasi tarafindan
tiretilmis olup, “Casei plus” olarak adlandirilmakta ve firma tarafindan yiiksek
dozlarda eklendigi takdirde bile (en fazla 0.6 g/L) firiiniin bulaniklik diizeyini
artmayacak sekilde gelistirildigi belirtilmektedir.
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Cizelge 4.2 Jelatin, albumin ve kazein durultma yardimci maddeleri ve bentonit
kombinasyonlari ile yapilan durultma 6n deneme sonuglari

Jelatin

0.2 g/L bentonit ile birlikte Tek basma

Bulaniklik ~ Toplam mono. Bulaniklik Toplam mono.
Doz (g/L) (NTU) ACN (mg/L) (NTU) ACN (mg/L)
0.05 12.0 199.6 7.3 213.0
0.10 6.3 201.3 - -
0.20 6.3 194.8 8.0 208.8
0.40 54 179.6 19.0 180.1
0.50 15.0 165.2 23.0 152.2

Albumin

0.2 g/L bentonit ile birlikte Tek basina

Bulaniklik ~ Toplam mono. Bulaniklik Toplam mono
Doz (g/L) (NTU) ACN. (mg/L) (NTU) ACN. (mg/L)
0.05 5.7 202.7 6.1 198.7
0.10 11.5 191.6 16.0 184.7
0.20 6.8 201.6 9.3 201.6
0.40 25.0 190.6 21.0 166.3
0.50 30.0 1715 34.5 164.6

Kazein

0.2 g/L bentonit ile birlikte Tek basina

Bulaniklik Toplam mono Bulaniklik Toplam mono
Doz (g/L) (NTU) ACN. (mg/L) (NTU) ACN. (mg/L)
0.05 4.4 202.3 4.0 210.0
0.10 3.2 198.7 5.6 210.5
0.20 2.4 199.3 4.6 210.3
0.30 3.0 197.6 2.7 209.7
0.40 2.6 194.0 3.6 203.0
0.50 2.0 195.9 2.2 198.2

*Cizelge’de verilen toplam monomerik ACN miktarlar1, malvidin-3-glikozit cinsinden hesaplanmustir.
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Bentonit ile beraber kullanilarak ve tek olarak kullanilan durultma yardimei
maddeleri ile durultulmus orneklerin, toplam monomerik ACN miktarlar1 arasinda
fark olup olmadigi, her durultma yardimci maddesi i¢in yapilan istatistik analiz ile
ortaya konulmustur. Bentonit ile ve tek basina kullanilmis durultma yardimci
maddelerinin, toplam monomerik ACN miktarlar1 arasinda 6nemli farklar oldugu
goriilmiistiir (p<0.01). Bununla birlikte, Uzim suyu igerisinde bulunan ve durultma
ile uzaklagtirilmayan proteinler, iirlinde daha sonra goriilebilecek tortu olusumu ve
bulanma gibi sorunlara neden olabilirler. Bu nedenle, yiiksek protein igerigi bilinen
liziim suyunun, durultma iglem basamaklarinda, protein stabilizasyonu isleminin,
yani bentonit ile de durultulmasinin da, yapilmasi Onerilmektedir (Cemeroglu ve

Karadeniz 2009).

Yapilan 6n denemeler sonucunda, bulaniklik ve monomerik ACN miktarinda goriilen
azalma goz Onilinde bulundurularak, bu bdliimde verilen tiim durultma yardimci
maddeleri icin 0.05 g¢g/L dozu (0.2 g/L bentonit ile birlikte), esas durultma

denemesinde tercih edilmistir.

4.1.3 Uziim suyunun kitosan ile durultulmasi

Calisgmamizda kullanilan diger bir durultma yardimci maddesi olan kitosan,
selilozdan sonra dogada en fazla miktarda bulunan, B(1—4) bagi igeren bir
biyopolimerdir. Durultma islemi sirasinda, pozitif yik iceren kitosan, meyve suyu
pH’sinda negatif yik iceren polifenolleri iiriinden uzaklasgtirmaktadir. Cizelge 4.3’de
goriildiigli gibi, artan doz ile birlikte {iriiniin NTU diizeyi de artmistir. Bu
biyopolimer, polikatyonik bir yapida olup, icerdigi birden fazla amin grubu
sayesinde gii¢lii pozitif yik kazanmistir (Shadidi vd. 1999). Durultma amaciyla
yeterli miktarda iirline eklenen kitosan ile polifenoller birleserek agregasyona
ugramaktadir. Yiiksek dozlarda kitosanin neden bulaniklik diizeyini arttirdigina dair
literatlirde bir veri bulunmamaktadir. Bununla birlikte, yiiksek dozlarda eklenen ve
ortamdan uzaklastirilamayan kitosan molekiillerinin ayni elektriksel yiike sahip
olmalar1 onlarin {izlim suyu igerisinde bir kolloid olarak davranmasina neden olmus

olabilecegi ve ayrica meyve suyu igerisinde baglanabilecek yeterli polifenol
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bulunmamast nedeniyle de, kitosanin agregat olusturamadigi disiiniilmektedir.
Bunlarin sonucu olarak, artan dozlarda eklenen kitosanin, tiriiniin bulanmasina neden

oldugu diistiniilmektedir.

Cizelge 4.3 Kitosan ile yapilan durultma 6n deneme sonuglart”

Kitosan

0.2 g/L bentonit ile birlikte Tek basina

Bulaniklik Toplam mono Bulaniklik Toplam mono
Doz (g/L) (NTU) ACN. (mg/L) (NTU) ACN. (mg/L)
0.05 15.0 201.6 8.7 212.7
0.10 21.0 193.4 36.3 209.6
0.20 15.5 192.1 12.1 208.2
0.40 42.0 176.2 59.0 179.9
0.50 66.0 168.2 158.0 172.4

*Cizelge’de verilen toplam monomerik ACN miktarlar1, malvidin-3-glikozit cinsinden hesaplanmistir.

Kitosan ile yapilan ©6n deneme sonuglarina gore, tek basina ve bentonit
kombinasyonu denemelerinde, en iyi durultmanin 0.05 g/L kitosan dozu ile elde
edildigi ortaya konulmustur. Bu nedenle, kitosan durultmasinda esas durultma

denemeleri 0.05 g/L dozu ile gergeklestirilmistir.

4.1.4 Durultma sonrasi bulanikhk degerleri ve fenolik dagilimmin bulamkhk
uzerine etKisi

Onceki boliimlerde detayli olarak anlatilan durultma én deneme sonuglarina gore,
lizim suyu durultma denemesinde kullanilacak olan esas dozlar, bentonit i¢in 0.2
g/L, diger durultma yardimci maddelerinin (kitosan, kazein ve albumin) hepsi igin
0.05 g/L olarak belirlenmistir. Bu dozlar ile esas durultma denemesi 2 tekerriirlii
olarak yapilmistir. Durultma islemi sonrasinda iiziim suyunun bulaniklik diizeyindeki

degisimler ¢izelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4 Durultma isleminin bulaniklik diizeyi iizerine etkisi*

Kombinasyon Bulaniklik diizeyi (NTU)
Durultulmamug
Kontrol - 28.0+5.66 A**
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 5.7+0.14B
0.05 g/L Kitosan - 11.245.45B
0.2 g/L Bentonit 0.05 g/L Jelatin 8.8+1.70 B
0.05 g/L Kazein 4.2+1.49B
0.05 g/L Albumin 4.4+0.78 B
0.05 g/L Kitosan 10.5+2.12 B

*Degerler, aritmetik ortalama+tstandart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.01)

Durultma sonucu elde edilen bulaniklik diizeyi verileri, varyans analiz yontemine
gore istatistik olarak degerlendirilmis ve uygulamalar arasindaki farkin, tesadiiften
iler1 gelmedigi, 6rnekler arasindaki farkin 6nemli oldugu saptanmistir (p<<0.01, EK
1,Cizelge 19). Bilindigi gibi, tiziim sularinda bulaniklik olusturan temel unsurlar;
protein ve polifenollerdir. Sekil 4.1°de de goriildiigii gibi, durultma sonucu ulagilan
bulaniklik diizeyleri ile fenolik madde miktar1 arasinda yiiksek korelasyon

(r=0.9396) bulunmaktadir.

Jy=15487x+ 673,34 1=09396

Fenolik madde miktar:
(mg/L)
(o)
g

0 10 20 30
Bulamkhk diizeyi (NTU)

Sekil 4.1 Bulaniklik diizeyi ve fenolik madde miktarlar1 arasinda
goriilen dogrusal iligki
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Cizelge 4.4 incelendiginde, en 1iyi bulaniklik diizeyine ulasilan durultma
uygulamalarinin, “bentonit”, “bentonit+jelatin”, “bentonit+kazein” ve
“bentonit+albumin” kombinasyonlar1 oldugu goriilmektedir. En yiliksek bulaniklik
diizeyine ise, “kitosan” ve “bentonitt+kitosan” kombinasyonu ile ulasilmistir.
Orneklerin bulaniklik degerleri arasindaki bu farkin, kullamlan durultma yardimeci
maddelerinin farkli fenolik gruplari iizerine daha etkili olmasinin yaninda bunlarin
gostermis olduklar1 esterlesme reaksiyonlarinin da farkli olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, “durultma sonucu ulasilan bulaniklik diizeyi” ile
orneklerin igerdigi “bireysel fenoliklerin miktar1” arasindaki iliskiyi belirlemek
amaciyla, c¢alismamizda Orneklerin fenolik madde igerikleri ve dagilimi HPLC

yontemi ile belirlenmistir (Cizelge 4.5-4.6, Sekil 4.2).

Kalecik Karasi {iziim ham sularinin toplam fenolik madde miktar1 1117 mg/L’dir. Bu
ornekteki basat fenolik maddenin epikatesin oldugu bunu sirasiyla, pirokatesol,
ferulik asit, kafeik asit, vanilik asit, katesin ve klorojenik asidin izledigi ortaya
konulmustur. Diger {iziim ¢esitlerinde oldugu gibi Kalecik Karasi iiziimlerde de basat
olarak bulunan flavan-3-ol’ler katesin ve epikatesin olarak saptanmistir (Y1lmaz ve
Toledo 2004, lacopini vd. 2008). Bu iki fenolik maddenin bulunma oranlar1 ¢eside
bagli olarak degismektedir. Nitekim Kalecik Karas1 liziim suyunda, toplam fenolik
madde iceriginde epikatesin orani %31 iken, bu oran katesin icin sadece %1 dir.
Kalecik Karasi tiziim suyu orneklerinde en yiiksek miktarda bulunan fenolik asit ise
ferulik asittir (213-252 mg/L). Yapilan arastirmalarda, kafeik asidin iiziim suyu
igerisinde cogunlukla tartarik asit ile esterlesmis yapisi olan kaftarik asit olarak
bulundugu, ferulik asidin ise, daha ¢ok serbest halde bulundugu ve bu nedenle iiriin
icerisinde daha yiiksek miktarlarda bulundugu belirlenmistir (Adams 2006, Rozek
vd. 2007).

Durultma yardimci maddelerinin fenolik dagilimi ve miktar1 iizerine etkisi
incelendiginde, durultma sonunda Orneklerin igerdigi toplam fenolik madde
miktarlari ile fenolik dagilimlar1 arasinda 6nemli farkliliklar belirlenmistir (p < 0.01).
Beklendigi gibi, en yiiksek toplam fenolik madde igerigi “kontrol” grubunda

saptanmistir. Durultma sonunda ise, en yiiksek toplam fenolik madde miktart
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“bentonit” ile durultulan Ornekte; en diisiik deger ise “bentonit+albiimin” ile

durultulan 6rnekte belirlenmistir.

Cizelge 4.5 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlari ile durultulan
lizlim sularinin fenolik madde miktarinda goriilen degisim

Kombinasyon  Fenolik madde miktar: (mg/L)”  Azalma(%)

Durultulmamug
Kontrol - 1116.6+14.7 A™ -
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 1062.0+17.8 AB 5
0.05 g/L Kitosan - 820.7£72.3 BC 26
0.2 g/L bentonit ~ 0.05 g/L Jelatin 890.9+14.9 ABC 16
0.05 g/L Kazein 755.0+13.1C 29
0.05 g/L Albumin 726.2426.1 C 32
0.05 g/L Kitosan 770.5+46.5 BC 27

*Degerler, aritmetik ortalama+tstandart hata olarak verilmistir.
**Cizelge’de verilen fenolik madde miktar1 “epikatesin” cinsinden hesaplanmistir.
***Degisik harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01)

“Bentonit” kullanilarak yapilan durultma sonucunda, toplam fenolik madde
miktarinda 6nemli azalma olmamasinin nedeni; bentonitin berrak meyve suyu
iretiminde esas olarak proteinleri uzaklagtirmasidir. Ancak, bentonitler bazi
polifenolleri absorbe edebilirler (Gomez-Plaza vd. 2000). Ornegin, yapilan fenolik
dagilim analizi sonunda, bentonitin kafeik asiti yiiksek oranda uzaklastirdig1 (%26),
ancak diger fenolikler iizerine etkili olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.6). Bununla
birlikte, en diisiik toplam fenolik madde miktari, iki farkli durultma maddesinin bir
arada kullanildig1 (“bentonit+kazein”, “bentonit+albumin™ ve “bentonit+kitosan’)
uygulamalar sonunda belirlenmistir. Ancak, “bentonit+kitosan” uygulamasi ile
meydana gelen azalmanin, “bentonit” uygulamasina esdeger oldugu yapilan Duncan
coklu karsilastirma testi sayesinde ortaya konulmustur. Ozetle, fenolik madde

miktarinda en yiiksek azalmaya, %29 ve 32 oranlarn ile “bentonittkazein” ve
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“bentonit+albumin” uygulamalart neden olmustur. Ayrica, en diisiikk bulanik

duzeyleri de yine bu 6rneklere aittir (4.2—4.4 NTU).
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Sekil 4.2 Uziim suyundaki fenolik maddelerin HPLC kromatogrami

1.Pirokatesol, 2. Katesin, 3. Klorojenik asit, 4. Vanilik asit,
5. Kafeik asit, 6. Epikatesin 7. Ferulik asit

“Bentonitt+kazein” ve “bentonit+albumin” kullanilarak yapilan durultmanin fenolik
dagilimi lizerine etkisi incelendiginde ise; kazeinin en ¢ok (%51) katesin lizerine etki
ettigi gorillmektedir (Cizelge 4.6). Bu durum; “prolyl” iinitesi orant %20 olan
kazeinin  durultmada polifenolleri etkin bir sekilde uzaklastirmasindan

kaynaklanabilir.

Bilindigi gibi, ¢alismamizda bentonit ile birlikte kullanilan “kazein” ve “albiimin”
protein yapisindadir. Yapilan caligmalarda, protein-polifenol interaksiyonun iki
faktore bagl oldugu belirtilmektedir. Bunlar;

1)“Binding affinity” olarak adlandirilan ve hidrojen bag1 yardimiyla gerceklesen bag

yapma kapasitesinin yliksekligi,

2) Bu bilesiklerin i¢erdigi hidrofobik yapilarin oranidir.

Protein kaynakli durultma yardimci maddelerinin “prolyl” iinite orani artik¢a, yani
prolin orani arttik¢a, proteinlerin hidrobik 6zelliklerinin de arttig1 ve flavan-3-ol’lerin
(katesin, epikatesin) hidrofobik iiniteleri ile daha kolay etkilesime girdigi
saptanmistir (He vd. 2006). Bununla birlikte, “prolyl” iinite orani sadece %4
olmasina ragmen albuminde meyve suyu bulaniklifinin 6nemli diizeyde azalmasina
neden olmustur (4.2 NTU). Bunun nedeni, bu durultma yardimci maddesinin etki

mekanizmasinin, hidrofobik etkilesimden ¢ok, hidrojen bagi uygunluguna bagh
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olmasidir (He vd. 2006). Yapilan fenolik dagilim analizi sonucunda, albuminin %54,
48 ve 36 diizeyinde katesin, klorojenik asit ve epikatesini etkin bir sekilde
uzaklastirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Protein bazli diger bir durultma yardime1r maddesi olan jelatinin “prolyl” iinitesi orani
ise %16.8’dir. Buna ragmen; jelatin, durultma islemi sonrasinda {iziim sularinin
fenolik madde iceriginde, kazein ve albumine gore daha diisiik seviyede (%16)
azalmaya neden olmustur. Yapilan arastirmalarda, “haze aktif” 6zellige sahip olan
polifenollerin, proteinler ile interaksiyona girmesinin bazi kosullara bagli oldugu
gbzlemlenmistir. Ornegin, bir protein olan ve haze-aktif Gzellikteki prolini yilksek
oranda igeren jelatin ile epigallokatesinin interaksiyona girmedigi; epigallokatesin
gallat’in ise, jelatin ile giiclii bag olusturdugu goézlemlenmistir. Ayrica, jelatinin
polifenoller ile kompleks olusturmasi i¢in polifenollerin molekiil agirliginin 500
Da’dan biiyiikk olmasi gerekmektedir (Turfan vd. 2011). Yapilan bir ¢alismada,
yumurta albumini, monomer flavan-3-ol’lerden katesin ve epikatesin (290 Da)
miktarinda sirasiyla, %72 ve 73 oraninda azalmaya neden olurken, bu degerlerin

jelatin i¢in, %0 ve 3 oldugu belirlenmistir (Balik vd. 2007).

Protein yapisindaki durultma yardimci maddelerinden (kazein, albumin ve jelatin)
farkli olarak, kitosan uygulamalari ile ulasilan bulaniklik diizeyleri ise, ¢ok daha
yiiksektir (Cizelge 4.4). Bir polisakkarit olan kitosan, pozitif yiikii ile, iyonik bag ve
bunun yaninda hidrojen kopriisii yardimiyla polifenollere etki etmektedir (Kurtbay
vd. 2008, Quintela vd. 2012). Gallik asit ve tlrevlerinden meydana gelen
gallotanenlerin, protein, fosfolipit ve seker gibi gida bilesenleri ile olusturduklar
komplekslerin hangi faktorlere bagli oldugunu belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, “gallotanenler ile polisakkaritlerin  baglanma kapasitesi’nin,
“gallotanenler ile proteinlerin baglanma kapasitesi’nden daha diisiik seviyede oldugu
saptanmistir (He vd. 2006). Buna ek olarak, bulaniklik agisindan 6nemli olan ve
gallik asit ve tlirevlerinin olusturdugu, hidrolize olabilen tanenlerin, galloyl esterleri
arttitkga proteinlerle baglanma kapasitenin arttigi belirtilmektedir (Poncet-Legrand
vd. 2006). Bunun nedeni, galloyl esterleri artan polifenollerin ¢dzunurluklerinin

diismesi sonucu hidrofobik yapi olusturmasi ve bunun sonucu olarak proteinlerin
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alifatik grubunda bulunan hidrofobik yapilar ile daha iyi bag yapabilmesi olarak
aciklanmaktadir (He vd. 2006). Ancak hidrofobik 6zelligi artan bu polifenollerin,
hidrofil niteligi olan polisakkaritler ile, dolayisiyla kitosan ile, baglanma kapasitesi
de ayni sekilde azalmaktadir. Calismamizda yapilan fenolik dagilim analizi sonucuna
gore, hidrofilik yapidaki kitosan durultma yardimci maddesi, hidrofobik yapi igeren
katesin, epikatesin gibi (Adams 2006) fenolikleri az miktarda uzaklastirabilirken, bir
sinamik asit olan kafeik asidi yiiksek oranda uzaklasgtirmistir (%43) (Cizelge 4.6).

4.2 Uzim Suyu Antosiyanin iceriklerinin HPLC Yontemiyle Belirlenmesinde
Kullamilan Standart Egriler

Uzim suyunda HPLC yontemi ile ACN miktarlarimin tayininde yapilacak
hesaplamalar icin gerekli olan malvidin-3-glikozit (mv-3-glu), peonidin-3-glikozit
(pn-3-glu), delfinidin-3-glikozit (dp-3-glu), siyanidin-3-glikozit (cy-3-glu) ve
siyanidin-3,5-diglikozit (cy-3,5-diglu) standart egrileri hazirlanmis ve bu egriler
sirastyla  Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°te verilmistir. Standart egrilerin
olusturulmasinda analizlerde elde edilen verilere dogrusal regresyon analizi
uygulanmis ve bu egrileri tanimlayan esitlikler belirlenmistir. Bu esitlikler yardimi

ile Uzim suyunda bulunan ACN’in miktar1 hesaplanmustir.

4.3 Durultmanin Uziim Suyu Renk Ozellikleri Uzerine Etkisi

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

takip eden bdliimde, basliklar halinde verilmistir.
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Cizelge 4.6 Farkli durultma yardimc1 maddeleri ve kombinasyonlari ile durultulan tiziim suyunun farkli fenoliklerinin miktarlarinda

goriilen degisim”

Fenolik madde miktar1 (mg/L)

Kombinasyon Epikatesin Katesol Katesin Ferulik asit Kafeik asit  Klorojenik asit
Durultulmamug
Kontrol - 350.8£39.1  164.4+ 6.6 495+ 0.7 2524+ 8.1 1554454.1 71.0+ 05
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 358.6+ 8.2 149.0£ 35 464+ 05 2659+ 6.0 1146+ 3.5 66.8t 2.0
0.05 g/L Kitosan - 2839+ 94  140.5+43.0 34.9+150 223.3+25.1  88.3+279 46.9t 6.8
0.2 g/L Bentonit ~ 0.05 g/L Jelatin 302.1+ 85  147.7+£ 51  345+157 246.2+32.6  95.7£30.5 52.5t10.5
0.05 g/L Kazein 230.8+ 7.0 139.4+27.1 229+ 25 2134+ 96 726+ 16 37.3t 12
0.05 g/L Albumin 231.0£ 29  142.8+£152 213+ 19 2172+ 42 705+ 0.7 348t 1.3
0.05 g/L Kitosan 278.4+ 85 1493+ 3.6  34.4+16.7 229.3£36.1  91.4+32.0 48.2£10.7

*Degerler, aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir.
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4.3.1 Toplam monomerik antosiyanin miktarlar

Durultulmamis (kontrol) ve durultma yardimci maddeleri ile berraklastirilmis

orneklerin toplam monomerik ACN tayini sonuglar ¢izelge 4.7°te verilmektedir.

Toplam monomerik ACN tayin sonuglari, varyans analiz yontemi ile istatistiksel
olarak degerlendirilmis ve bu degerlendirme sonucunda, Uzim suyu Ornekleri
arasindaki farkin tesadiiften ileri gelmedigi, bu farkin 6nemli diizeyde oldugu
belirlenmistir (p<0.01, EK 1, Cizelge 1). Daha sonra, yapilan Duncan c¢oklu
karsilagtirma testi ile, tiim Orneklerin kontrol orneklerinden farkli oldugu

saptanmistir.
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Cizelge 4.7 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlar1 ile durultulan
iizlim suyunun toplam monomerik ACN miktarlari

Kombinasyon Toplam monomgrik ACN
(mg/L)
Durultulmamug
Kontrol - 2334375 A
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 220+0.14 BC
0.05 g/L Kitosan - 205+1.70 E
0.2 g/L bentonit  0.05 g/L Jelatin 219+2.69 BC
0.05 g/L Kazein 223+0.14 B
0.05 g/L Albumin 215+0.21 CD
0.05 g/L Kitosan 208+1.48 DE

*Degerler, aritmetik ortalama+tstandart hata olarak verilmistir.
**Toplam monomerik ACN miktarlari, mv-3-glu cinsinden hesaplanmustir.
***Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).

Bentonit ile durultma isleminden sonra, ACN miktar1 %6 oraninda azalmistir.
Bentonit, durultmada proteinleri adsorbe etme 6zelliginden dolay1, meyve sulari veya
sarap gibi alkollii igeceklerde protein stabilizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Ancak,
bunun yaninda bentonit, ayn1 zamanda elektrostatik yiik tasimasi nedeniyle de
onemlidir. Bilindigi iizere, bentonit negatif yiikli olup, bu 06zelligi nedeni ile,
“bluefining” olarak da bilinen yontemle, demir ve bakir gibi metalleri uzaklastirmak
icin kullanilabilen bir durultma yardimci maddesidir. Bu olumlu etkilerinden farkli
olarak, bentonit, ayn1 zamanda pozitif yiikliit ACN’lerle, negatif yikleri sayesinde,
interaksiyona girip, ACN’lerin ortamdan uzaklagsmasina neden olabilmektedirler
(Gomez-Plaza vd. 2000, Ribéreau-Gayon vd. 2006¢). Calismamizda elde ettigimiz
sonuclar ile paralel olarak, Pinot-Noir {iziim g¢esidinden {iretilmis, 6 ay
olgunlagtirllmis kirmizi saraplarm, 0.3, 0.6 ve 1 g/ dozlarinda bentonit ile
durultulmas: sonucunda, toplam ACN miktarinda %14-23 dlzeyinde azalma

g6zlemlenmistir (Stankovic vd. 2012).
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Sadece kitosan kullanilarak durultulan iizim sularinda, toplam monomerik ACN
miktarinda, calismamizda goriilen en yiiksek azalma (%12) belirlenmistir. Son
yillarda yapilan cesitli arastirmalarda, kitosanin, giiclii pozitif yiik tasidigi, asit
baglayici 6zellikte ve kolloidal-dispers partikiillerin uzaklastirilmasinda etkili oldugu
goriilmiistiir. Kitosanin, sivilardaki kati partikiilleri sararak ¢oktiirebilme niteligine
sahip olmasi, meyve sularinda, etkili bir durultma yardimci maddesi olarak
kullanilabilecegini gdstermistir (No vd. 2007). Uzim suyunun Kitosan ile
durultulmas: sonucunda, berrak (11 NTU) bir meyve suyu elde edilmistir. Ancak
calismamizda kullanilan diger durultma yardimci maddelerine gore, kitosanin
ACN’ler Uzerine olumsuz etkisi daha fazla olmustur. Kitosanin, g¢esitli etki
mekanizmalart bulunmaktadir. Bunlarin basinda igerdigi pozitif yiikk sayesinde,
negatif yliklii bilesiklere iyonik bag ile baglanarak etki etmesidir. Ancak, bunun
yaninda kitosanin, hidrojen kopriisii (bagl) veya Van-der waals bagi yardimiyla
bilesikleri adsorbe etme yetenegi de bulunmaktadir (Kurtbay vd. 2008, Quintela vd.
2012). Bu duruma o6rnek olarak, protein gibi pozitif yikli bilesiklerin, kitosan ile
durultma isleminden sonra azalmasi verilebilir. Laboratuarimizda yapilan bir
calismada, nar sulart 0.5 g/L kitosan ile soguk durultma teknigi kullanilarak
berraklastirilmis ve bu islem sonucunda monomerik ACN miktarinda %12 oraninda

azalma saptanmistir (Kog 2013).

Jelatin, kazein, albumin ve kitosanin, ACN miktar iizerine etkisi belirlenirken, bu
durultma yardimci maddeleri bentonit ile birlikte kullanildig1 i¢in, kontrol olarak,
sadece bentonit ile durultulan iiziim suyu dikkate alinmistir. Buna gore, uygulamalar
sonucunda, kazein ve jelatin ile durultulan drneklerin ACN miktar1 ile bentonit
Oornegi arasindaki fark gozlemlenmemistir. Albumin ise, ACN miktarinda %2
diizeyinde bir azalmaya neden olsa da, bu farkin kontrol 6rnegine esdeger oldugu
belirlenmistir (p>0.01). Buna karsin, “bentonit+kitosan” kombinasyonu ile bentonit
Ornegi arasinda goriilen farkin (%10.5) tesadiiften ileri gelmedigi, bu farkin

istatistiksel olarak Gnemli derecede oldugu bulunmustur (p<0.01).

Fang vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, bayberry meyve suyu rengi ve fenolik madde

igerigi iizerine, durultma isleminin etkisini arastirmiglardir. Bu ¢alismada, “ksantan
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(0.3 g/L)+kitosan (0.1 g/L)” kombinasyonlar1 ile durultulan bayberry sularinda,

toplam monomerik ACN miktariin %11 oraninda azaldig1 gézlemlenmistir.

4.3.2 Antosiyanin dagilim ve miktar analiz sonug¢lari

Durultma yardimci maddelerinin  ACN’ler (izerine olan etkilerini incelemek
amaciyla, toplam monomerik ACN miktar1 yaninda, HPLC yontemi ile de ACN
analizi yapilmistir. Uziim suyunda hakim olan ACN malvidin-3-glikozit olmasindan
dolay1, kromatogramlarda elde edilen piklerin alanlar1 toplanarak, “toplam ACN
miktar’” “mv-3-glu” olarak hesaplanmistir. Cizelge 4.8’de toplam ACN miktar
verilirken, cizelge 4.9’de ise, {izim suyundaki 5 farkli ACN miktar1 ile farkli
durultma yardimct maddeleri ile yapilan durultma sonucunda bu ACN’lerdeki

degisimler verilmektedir.

Durultulmus iiziim suyu orneklerinin toplam ACN miktar1 icin yapilan varyans
analizler sonuglarina gore, durultma yardimci maddelerinin arasindaki farkin,
istatistik olarak 6nemli diizeyde oldugu saptanmistir (p<0.01, EK 1, Cizelge 3). Bu
nedenle; elde edilen verilere Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmis ve kontrol
ornegi ile bentonit arasinda goriilen farkin 6nemli diizeyde olmadigi, buna karsin
kitosan ile durultulan 6rnek ile kontrol érneklerinin birbirlerinden 6nemli seviyede
farkli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8). Bunun yaninda, bentonit ile durultulan
ornek ile, “bentonittkazein” ve “bentonit+albumin” kombinasyonlar: ile durultulan
ornekler arasinda fark bulunmazken, “bentonittjelatin® ve “bentonitt+kitosan”
kombinasyonlar1 ile durultulan 6rnekler arasindaki farkin 6nemli oldugu

goriilmiistiir.

Jelatin, meyve suyu ve sarap gibi alkollii iceceklerde, bulaniklia neden olan
polifenolleri uzaklastirmak i¢in kullanilmaktadir. Daha 6ncede deginildigi iizere,
jelatin  yiksek molekdlli polifenollere etkili olup, 06zellikle polifenollerin
polimerizasyon etkisi arttik¢a, jelatinle interaksiyona girerek uzaklasma olasiligr da
artmaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz 2009). Jelatin, meyve suyu pH araliginda
pozitif yiiklii olup, negatif yiiklii polifenollerle, iyonik bag yardimiyla etkilesime
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girmekte ve flok olusturmaktadir. Olusan bu floklar biiylidiikge, yer g¢ekimi ile
¢okelmektedir. Iste olusan bu floklar siiriiklenirken, bir kissm ACN’i de
beraberlerinde stiriikleyerek, ortamdan wuzaklagsmasimni saglamaktadir. Floklar
blyiidiikce, siiriklenen ACN miktari, yani kayba ugrayan ACN miktar1 da
artmaktadir (Turfan vd. 2011, Tirkyilmaz vd. 2012). Kisaca jelatin, ACN’lere

dogrudan olmasa da, dolayli olarak etki etmektedir.

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

Turfan vd. (2011), iki farkli proses ile iiretilen nar suyunun (danelenmis narin
preslenmesi ve bitin meyvenin preslenmesi ile), ACN iceriklerinin, dretim
prosesinden nasil etkiledigini, HPLC yontemi ile yaptiklar1 ACN analizi ile ortaya
koymuslardir. Calismada, durultma asamasinda nar sulari, 0.4 g/L (daneden iiretilen
meyve suyu), 2 g/L (biitlin meyveden iiretilen meyve suyu) dozlarinda jelatin ile
berraklastirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda durultma isleminin, danelenmis nar
suyunun ACN miktarinda %4 diizeyinde azalmaya neden oldugu, buna kars: biitiin
meyveden Tlretilmis meyve suyunda ACN kaybmin %19 diizeyine ulastig
saptanmistir. Kabuklari ile preslenerek {iretilen nar suyunun polifenol igerigi, diger
nar suyuna gore yliksek olup, ayni zamanda bu meyve suyunun icerdigi fenolik
bilesiklerin molekiil agirlig1 da ayni sekilde yiiksektir. Bu nedenle, biitiin meyveden
iiretilen meyve suyunun durultmasinda jelatin, daha biiyiik floklar olusturmus ve
bunun sonucunda da daha yiiksek miktarda ACN’in siiriiklenmesine neden olmustur
(Turfan vd. 2011).
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Durultmada kullanilan jelatin kombinasyonu, ACN miktarinda yiiksek diizeyde
azalmaya neden olurken, albumin ve kazein durultma yardimci maddelerinin etki
mekanizmasi, jelatin ile ayni olmasina ragmen, albumin ve kazein bu diizeyde
azalmaya neden olmamistir. Yapilan calismalarda albuminin, yiiksek diizeyde
polimerize olmus tanenler lizerine etkili oldugu belirlenmistir (Sarni-Machado vd.
1999, Ribéreau-Gayon vd. 2006c). Ancak son yillarda yapilan arastirmalarda,
albuminin aynm1 zamanda, flavan-3-ol’lerin monomerlerinden olan katesin ve de

epikatesin ile de giiclii interaksiyonlar gerceklestirdigi goriilmiistir.

Cizelge 4.8 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlari ile durultulan
iziim suyunun ACN miktarlari

Kombinasyon ACN miktar1 (mg/L)
Durultulmamug
Kontrol - 3574191 A~
Durultulmusg
0.2 g/L Bentonit - 332+19.7 AB
0.05 g/L Kitosan - 240+3.32 C
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 267+7.28 C
0.05 g/L Kazein 333+1.13 AB
0.05 g/L Albumin 314+1.34 B
0.05 g/L Kitosan 247+4.81 C

*Degerler, aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.01).
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Cizelge 4.9 Farkli durultma yardimc1 maddeleri ve kombinasyonlari ile durultulan {iziim suyunun farkli ACN miktarlarinda goriilen degisim*

ACN miktar1 (mg/L)

79

Kombinasyon Mv-3-glu Pn-3-glu Dp-3-glu Cy-3-glu Cy-3,5-diglu
Durultulmams
Kontrol - 151.95A"  313A 143 A 20.5 A 2
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 141.45B 29.2B 13.3A 19.6 AB 1.9
0.05 g/L Kitosan - 104.67C 21 C 7.9C 175C 1.45
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 110.35C 22.3C 10.1B 17.8C 1.8
0.05 g/L Kazein 142.55 B 289B 136 A 19.5 AB 1.9
0.05 g/L Albumin 137 B 28.1B 109B 19.3B 2.1
0.05 g/L Kitosan 107.15C 219C 8.2C 176 C 1.7

*Degerler, aritmetik ortalama=tstandart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark, nemlidir (p<0.01).



Puskas ve Milji¢ (2012) yaptiklar1 calismada, sarap iiretim tekniginin, Cabernet
Sauvignon kirmizi sarabinin, fenolik madde ve renk igeriklerine olan etkilerini
incelemislerdir. Arastirmada, durultma islemi 0.2 g/L albumin ve 0.2 g/L jelatin ile
gergeklestirilmistir. Arastirma sonunda, albumin, flavan-3-ol’lerde %56 azalmaya
neden olurken, katesin miktarinda %28, epikatesin miktarinda ise, %30 diizeyinde
azalma gorilmiistiir. Bunun yaninda, albumin ile durultmada ACN miktarinda %11
dizeyinde azalma meydana gelmistir. Jelatin ise, ACN miktarinda %30 diizeyinde
azalmaya neden olmustur. Bu arastirma sonucunda, jelatinin, albuminin olusturdugu

floktan daha biiyiik floklar olusturarak daha fazla ACN siiriikledigi iddia edilmistir.

Yapilan bagka bir calismada ise, yumurta albumini, katesin ve epikatesin miktarinda
sirasiyla, %72 ve 73 oraninda azalmaya neden olurken, bu degerler jelatin i¢in, %0
ve 3 oldugu belirlenmistir (Balik vd. 2007). Bu arastirma sonuglarina gore, jelatin
yiiksek molekiil agirlikli polifenollere baglanabilirken, albumin molekiil agirligi az,
monomer yapidaki polifenollere baglanarak, daha kiigiik floklar olusturdugu sonucu
cikarilmaktadir. Albumin gibi protein bazli olan kazeinin de ACN’lerde azalma
meydana getirmemesinin nedeni olarak, ayni sekilde olusturdugu flok boyutlarinin

kiiciik olmasi1 oldugu diistiniilmiistiir.

Calismamizda sadece kitosan ile durultulan 6rnekteki ACN miktarinda durultma
islemi yapilmamis kontrol Ornegine gore %38 oraninda azalma goriiliirken,
“bentonitt+kitosan” kombinasyonunda, bentonit 6drnegine gore, %26 oraninda azalma
meydana gelmistir. Laboratuarimizda yapilan, nar sularmin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri tlizerine durultma isleminin etkisinin incelendigi bir ¢aligmada, nar sulari,
soguk durultma teknigi uygulanarak, 0.5 g/L. dozunda kitosan ile berraklagtirilmistir.
Kitosan ile durultulan nar sularinda, HPLC yontemi ile belirlenen ACN miktarinda,

baslangi¢ 6rnegine gore, %15 oraninda azalma saptanmistir (Kog 2013).

Asagida verilen sekil 4.8’te lizlim suyuna ait ACN dagilim kromatogrami verilmistir.
Kromatogramda verilen piklerden 5 tanesi, ticari olarak (retilen standart maddeler
yardimiyla tanimlanmistir. Sekil 4.8’de belirlenmis olan ACN pikleri sirasiyla; cy-

3,5-diglu, cy-3-glu, dp-3-glu, pn-3-glu ve mv-3-glu oldugu belirlenmistir.
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Tanimlanmayan diger piklerin ise, pt-3-glu ve iiziimde bulunan tiim bu ACN’lerin p-
kumarik ve kafeik asitle agillesmis formlar1 olabilecegi diisiiniilmektedir (Garia-

Beneytez vd. 2003).

Durultulmus iiziim suyu Orneklerinin cesitli ACN miktarlart i¢in yapilan varyans
analizler sonuclarina gore, durultma yardimct maddelerinin arasindaki farkin,
istatistik olarak 6nemli diizeyde oldugu saptanmistir (p<0.01, EK 1, Cizelge 5, 6, 7,
8). Bu nedenle; elde edilen verilere Duncan ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmis ve
Ornekler arasinda, sadece kitosan ve bentonitin kontrol 6rneginden farkli oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, kitosan ve jelatinin, bentonit ile olan kombinasyonu, bentonit
orneginden farkli iken, diger kombinasyon orneklerinde fark goriilmemistir. (Cizelge

4.9).

LoBBEEBEE ¢

Sekil 4.8 Uziim suyundaki ACN’lerin HPLC kromatogrami (520 nm)
1.Cy-3,5-diglu, 2. Cy-3-glu, 3. Dp-3-glu, 4. Pn-3-glu, 5. Mv-3-glu

Sadece bentonit kullanilarak yapilan durultma sonucunda; mv-, pn- ve dp-3-glu
miktarlarinda %7-8 oraninda azalma saptanirken, sadece kitosan ile durultulan
orneklerde, bu ACN’lerde yaklasik %3045 oraninda azalma saptanmistir. Bentonit
kombinasyonlari ile durultulan 6rneklerden jelatin ve kitosan; mv-, pn- ve dp-3-glu
miktarinda Onemli seviyede azalmaya neden olmustur. “Bentonit+kitosan”
kombinasyonu, bu ACN’lerde sirasiyla, %24, 25 ve 39 oraninda azalma meydana
getirmistir. Jelatin ile durultmada ise, mv-, pn- ve dp-3-glu miktarinda ortalama %23
oraninda azalma goriilmistiir. Bunun yaninda “bentonit+albumin” kombinasyonu,

dp-3-glu’i yiiksek oranda (%18) uzaklagtirmistir.
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Toplam ACN miktarinda mv-3-glu, yaklasik olarak %57 oraninda paya sahiptir. Mv-
3-glu’i, %10 oraninda pay ile pn-3-glu takip etmektedir. Kirmizi iiztimlerde yapilan
calismalarda benzer sonuclar bulunmustur. Bu calismalarda kirmizi iiziimiin basat
ACN’in mv-3-glu (%60-67) oldugu belirtilirken, bunu pn-3-glu’in (%9-10) izledigi
ve pn-3-glv’in kirmizi iiziimde bulunan ikinci O6nemli ACN oldugu ortaya

konulmustur (Castillo- Sdnchez vd. 2008).

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

Calismamizda, durultmanin ACN’ler (izerine etkisini belirlemek amaciyla, iki farkli
yontem kullanilmigtir. Bu yontemler, spektrofotometrik (pH-differansiyel) ve HPLC
yontemleridir. pH-differansiyel yontemi; basit, hizli ve de ayn1 zamanda duyarli bir
yontem olarak tanimlanmaktadir. HPLC yonteminde ise, ters faz Kromatografi ile,
PDA dedektor sayesinde, ACN’ler, polarite farklarindan yararlanarak, bireysel olarak
ayrilabilmekte ve standartlar yardimiyla her bir ACN ayr1 ayr1 tanimlanabilmektedir
(Lee vd. 2008).

Birgok arastirict daha yiiksek ACN miktar1 elde edilmesi nedeniyle, HPLC yontemini
daha kesin ve gilivenilir bulmaktadir (Sanchez-Moreno vd. 2003, Wu vd. 2006).
Calismamizda da, iki yontem arasinda yiiksek fark bulunmus olup, HPLC yontemi
ile daha fazla ACN miktar1 hesaplanmistir (Sekil 4.9). Nitekim kontrol 6rnegi ile
kiyaslandiginda, iki yontem arasinda %35°lik bir fark goriilmektedir.

Lee vd. (2008), yaptiklar1 ¢aligmada, bu iki yontemi karsilastirmak igin, ticari olarak
tiretilen cesitli kirmizi meyve sularinda (nar, yabanmersini, iizim suyu vb.) toplam
monomerik ACN miktarlarin1 belirlemislerdir. Calisma sonucunda, HPLC yontemi
ile analiz edilen O&rneklerin ACN miktarlarinin ¢ok daha yiiksek oldugu
gozlemlenirken, {iziim sularinda iki yoOntem arasinda, %78 oraninda fark
bulunmustur. Iki yéntem arasindaki farkin, yontemlerde kullanilan ¢dzgenlerin farkli

olmasindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Lee vd. 2002, Lee ve Finn 2007).
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Antosiyanin Miktan
(ng/L)

Eontrol | Bentonit | Kitozan | Bend+Jel | Bend+Eaz | Ben+Alb | Bent+Eit
O3pektrofotometr1| 233,05 2199 2052 219 2233 215 2083
OHFLC 357,05 331,9 23995 266,75 3333 314,15 246.8

Sekil 4.9 Farkli yontemlerle durultulan iiziim sularindaki antosiyaninlerin
spektrofotometrik ve HPLC yontemleri ile hesaplanan miktarlar

Sekil 4.10°de, iki yontem arasindaki korelasyon grafigi verilmistir. Bilindigi gibi,
korelasyon, iki degisken arasindaki dogrusal iligkinin yonuni ve gucinu belirtir ve
+1 ile —1 arasinda degisir. Incelenen iki degisken arasinda bulunan korelasyon
katsayist (r) 0.5—1 arasinda ise, bu durum, iki degisken arasinda yiiksek korelasyon
oldugunu gosterir. Buna goére, arastirmamizda ACN’leri belirlemek igin
kullandigimiz iki yOntem arasinda yiliksek korelasyon oldugu goriilmektedir
(r=0.877). Benzer olarak, bu iki yontemi karsilastirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada,
kirmizi {iztim suyu kullanilmis ve iki yontem arasindaki“r” degerinin 0.948 oldugu
belirlenmistir (Lee vd. 2008). Amerika kokenli “elderberry” ve Avrupa kokenli
“elderberry” meyvelerinin icerdikleri ACN’lerin incelendigi bir ¢alismada, ACN
analizi spektrofotometrik pH-differansiyel ve HPLC yontemi ile gergeklestirilmis ve
bu iki yontem arasindaki “r” degerinin, 0.98 oldugu belirtilmistir (Lee ve Finn 2007).
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Spektrofotometrik yéntem

Sekil 4.10 Spektrofotometrik ve HPLC yontemleri ile belirlenen ACN
miktarlar arasindaki dogrusal iligki
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4.3.4 Polimerik renk degerleri

Kontrol 6rnekleri ve durultulmus iiziim sularinda, polimerik renk ve polimerik renk

oranlar1 belirlenmis ve sonuglar, Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlari ile durultulan
UzUm suyunun polimerik renk degeri ve orani

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

*Degerler, aritmetik ortalama+tstandart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark, dnemlidir (p<0.01).

Durultulmug iiziim suyu Orneklerinin polimerik renk ve polimerik renk oram
degerleri i¢in yapilan varyans analizleri sonuglarina gore, polimerik renk agisindan
durultma yardimci maddelerinin arasinda goriilen farkin kontrol ornegine esdeger
oldugu saptanirken (p>0.01), polimerik renk oram1 degerleri arasindaki farkin
istatistik olarak dnemli diizeyde oldugu tespit edilmistir (p<0.01, EK 1, Cizelge 10).
Bu nedenle; elde edilen verilere Duncan g¢oklu karsilastirma testi uygulanmis ve
kontrol 6rnekleri ile durultma uygulanmis 6rnekler arasinda goriilen farkin onemli
diizeyde olmadigi, tespit edilen farkin ise, “bentonit+jelatin” ile “bentonit+albumin”

uygulamalari arasindaki farktan kaynaklandig belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Durultma uygulamalar1 sonunda goriilen en diisiik polimerik renk orani, bentonit-

jelatin kombinasyonu ile durultulan 6rnekte saptanmistir. Jelatin ile durultma islemi
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sonucunda polimerik renk orami azalisinin, durultma islemi sirasinda meyve
suyundan esmer renkli bilesiklerin uzaklagmasi nedeniyle meydana geldigi
distiniilmektedir. Tirkyilmaz vd. (2012), siyah havu¢ suyunda, toplam monomerik
ACN ve polimerik renk orani iizerine, pastorizasyon ve durultmanin (bentonit 0.715
g/L—jelatin 7.5 mL/L—kizelsol 2.6 mL/L) etkisini incelemislerdir. Arastirma
sonucunda, durultma isleminden sonra polimerik renk oraninin 6nemli derecede

azaldig goriilmiistiir.

Polimerik renk oraninin, baz1 {iriinler harig, hi¢bir islem gérmemis meyve sularinda
%10 degerine yakin olmasi gerektigi belirtilmektedir (Cemeroglu vd. 2010).
Polimerik renk oraninin artmasi, bir yandan ACN’lerin pargalandigini, diger yandan
da esmerlesme reaksiyonlari sonucunda kahverengi melanoidin pigmentlerinin

olustugunu gostermektedir (Giusti ve Wrolstad 2001).

Antosiyaninler, pH basta olmak {izere, sicaklik, 151k, enzim, kopigmentler, oksijen,
enzim, askorbik asit gibi bircok faktorden etkilenmektedir (Cevallos-Casals ve
Cisneros-Zevallos 2004, Cavalcanti vd. 2011). Bunun yaninda ACN’lerin
stabiliteleri, Onemli derecede yapilarina, olustuklart matrikse baghh oldugu
belirtilmektedir (Wrolstad vd. 2005). Calismamizda, {izim {iretiminin proses
asamalarindan biri olan enzimasyon islemi sirasinda, liziim maysesi, kullanilan
enzimin optimum ¢alisma sicaklig1 olan 50°C’ye 2 h siire ile maruz birakilmistir. Bu
islem ile, bir yandan {iziim suyunda bulunan ve ACN’lerin pargalanmasina neden
olan diger enzimler inaktif hale getirilmis, diger yandan da kabukta bulunan
ACN’lerin lizim suyuna gegmesi saglanmistir. Yapilan bu islem, tiriiniin polimerik

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

Literatiirde, 1sitma sirasinda ACN’lerin hangi mekanizma ile pargalandig ile ilgili
kesin bir agiklama bulunmamaktadir. Bununla birlikte, termal degradasyonun ilk
asamasinin  ACN’lerin heterosiklik halkasimnin agilmasi ile basladigi, ACN’in
yapisinda bulunan ve onun stabilitesini artiran glikozitin kaybolmasi sonucunda,

renksiz ¢alkon molekiillerinin olustugu belirtilmektedir (Rodriguez-Saona vd. 1999).
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Daha ileri asamalarda, olusan ¢alkon molekiilleri kondensasyon ve polimerizasyon

asamalarindan sonra, kahverengi melanoidin pigmentlerine doniismektedir.

Yapilan bir ¢alismada, iiziimden ekstrakte edilen ACN ekstraktinda, polimerik renk
orani tayini yapilmis ve polimerik renk oranin %22 oldugu bildirilmistir (Cevallos-
Casals ve Cisneros-Zevallos 2004, Reyes ve Cisneros-Zevallos 2007). Bu yontemin
temeli, polimerik molekdllerin, bisulfit cozeltisine direngli olmasina, buna karsin
ACN’lerin bisiilfit ile reaksiyona girerek ortamdan uzaklagmasina dayanmaktadir
(Wrolstad 1976). Cevallos-Casals ve Cisneros-Zevallos (2004) yaptiklari ¢alismada,
kirmizi tatli patates ve mor misir ACN’lerinin stabiliteleri ile ticari dogal (ACN) ve
sentetik renk Kkatkilarimin stabilitelerini  karsilastirmislardir. Calismada kirmizi
tiztimden elde edilen ACN igeren ticari renk katkisinin termal stabilitesini saptamak
amaciyla iiriin, 99°C’de 2 h siireyle 1stya maruz birakilmis ve bu 1sitma sonunda

polimerik renk orani %29 olarak belirlenmistir.

Pastorizasyon ve durultmanin ACN’ler ve polimerik renk Uzerine olan etkisinin
arastirildig bir calismada, siyah havug¢ suyu, durultulmus ve durultulmamis olarak,
90°C’de 15 dak. siireyle pastdrize edilmistir (Tiirkyllmaz 2009). Arastirmada,
durultulmus ve pastorize edilmemis siyah havu¢ suyunun polimerik renk orani %15
iken, pastorizasyondan sonra bu deger %22 diizeyine ylikselmistir. Bu artis,
pastorizasyon isleminde, termal degradasyon sonucu ACN’lerin pargalandigi ve daha
sonrasinda olusan tiriinlerin polimerize olarak esmer renkli bilesikler olusturmasi ile
aciklanmaktadir (Tirkyilmaz 2009, Tirkyillmaz vd. 2012). Bu g¢alismaya paralel
olarak laboratuarimizda yiiriitiilen, nar suyu konsantreleri {izerine olan bir ¢aligmada,
nar suyu polimerik renk oraninin, pastérizasyondan sonra sadece %3 oraninda arttig

gozlenmistir (Turfan 2008).

Yabanmersini suyu iretim basamaklarinin, yabanmersini renk ozellikleri iizerine
etkisini incelemek amaciyla, pastorizasyon ve depektinizasyon asamalarindan sonra,
polimerik renk orani belirlenmistir (Hager vd. 2008). Bu ¢alismada, depektinizasyon
(40°C 1 h) asamasindan sonra, {iriiniin polimerik renk oran1 %20 artarak, %10.5’ten

%13.2’ye ylikselmigtir
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4.3.5 Reflektans renk degerleri

Uziim sularmin durultma isleminden dnce ve sonra renklerinde olusan degisimler,
materyalin renginin reflektans spektrofotometresi ile CIE L*, a*, b*, C* (kroma) ve
h° (hue) degerlerinin Slgiilmesi ile izlenmistir. Bu dlglimlere iliskin veriler Cizelge

4.11°de verilmistir.

Bilindigi gibi, CIE L*a*b* sisteminde L* degeri aydinlik derecesi (lightness) olarak
tanimlanmakta ve bu deger 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasinda degismektedir. CIE a*
degeri, 0 ile 60 arasinda degismekte olup, pozitif a* degerleri kirmizi, negatif a*
degerleri ise, yesil rengi gostermektedir. CIE b* degerleri de, 0 ile 60 arasinda
degismekte; pozitif b* degerleri sari, negatif b* degerleri ise, mavi rengi
gostermektedir. a* ve b* degerlerinin 0 olmasi, cismin renksiz (akromatik) oldugunu
gostermektedir. CIE C* (kroma, chroma) degeri, renk doygunlugu veya renk
yogunlugu (saturation) ile ilgili bir nitelik olup 0 ile 60 arasinda degismekte ve renk
diizleminin merkezinde 0 (mat, dull) ve merkezden uzaklastik¢a parlak (vivid) tonlar
artmaktadir. h® (hue) degeri ise, renk tonu veya renkle ilgili bir nitelik olup, 0°-360°
arasinda degismekte; 0° ve 360° kirmizi, 90° sar1, 180° yesil ve 270° mavi olarak

degerlendirilmektedir (Wrolstad vd. 2005).

Durultulmus tiziim suyu Orneklerinin reflektans renk degerleri icin yapilan varyans
analizler sonuglari, durultma yardimci maddelerinin aralarindaki farkin, istatistik
olarak &nemli diizeyde olmadigini gostermistir (p>0.01). Bununla birlikte, h°
degerinde ise, %95°lik 6nem diizeyinde ornekler arasinda fark oldugu goriilmiistiir
(p<0.05, EK 1, Cizelge 12). Bu nedenle, Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonucunda,
“bentonit+kitosan” kombinasyonu ve sadece kitosan ile durultulan 6rneklerin kontrol

orneklerinden 6nemli seviyede farkli oldugu belirlenmistir (EK 1, Cizelge 13).

Sadece kitosan ile durultulan ©rnegin h° degerinde 7%lik artig goriiliirken,
“bentonit+kitosan” kombinasyonunda 4.5° diizeyinde artis saptanmustir. ACN igeren
gidalarda h°® degerinde goriilen artis, ACN’lerin parcalandiginin ve sar1 renk

olustugunun gostergesidir. Ancak durultma isleminde, bu azalis, ACN’lerin floklar
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ile birlikte ortamdan wuzaklasmas: ile meydana gelen ACN kaybi1 olarak
yorumlanmaktadir (Turfan 2008).

Cizelge 4.11 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlari ile durultulan
UzUm suyunun reflektans renk degerleri

Kombinasyon L* ax b* C* Rn°
Durultulmamug
Kontrol - 2595 503 048 506 55
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 25.72 462 0.65 4.66 8.0
0.05 g/L Kitosan - 26.1 425 094 435 125
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 25.58 5.03 0.50 5.06 5.8

0.05 g/L Kazein 2587 439 0.76 446 99
0.05 g/L Albumin 26.06 5.09 050 510 6.2
0.05¢g/L Kitosan ~ 25.67 4.23 0.93 433 125

Toplam monomerik ACN miktarlari ile reflektans renk degerleri arasindaki iliskiyi
ortaya koymak amaciyla, iki analiz yontemi arasinda korelasyon aranmistir. C* ve a*
degeri ile, ACN miktar1 arasinda orta derecede korelasyon goriiliirken (sirastyla
r=0.576 ve r=0.582), h° degeri ile yiiksek diizeyde korelasyon (r=0.728) oldugu

belirlenmistir.

4.4 Geri Kazamim (Recovery) Testi

Geri kazanim testi liziim suyunda basat ACN olan, mv-3-glu standardi kullanilarak
belirlenmistir. ~ Geri kazanim testinde elde edilen degerler, ¢izelge 4.12°de
verilmistir. Bu degerler, ektraksiyon isleminden 6nce ornege ilave edilen mv-3-
glv’in, yaklasik %97’sinin geri kazanildigin1 gostermektedir. Bu deger, ACN’lerin

analiz siirecindeki kayiplariin kabul edilebilir diizeylerde oldugunu gostermektedir.

73



Cizelge 4.12 Uziim suyu ACN’lerinin geri kazanimlari

Ornekteki Eklenen Hesaplanan Geri .
s teﬁﬁ:i & ACN miktari ACN ACN miktar1 kazanim 0?; rltifr?az;n(lor/n ) Ort(%/loe;ma
(mg) miktar1 (mg) (mg) (%) ’
Mv-3-glu 12.77 134 191.45 89 86.5 97.2

72.77 134 185.97 84

100.82 67 166.43 98 97.0

100.82 67 165.36 96

120.36 33.5 156.10 106 108.0

120.36 33.5 157.65 110

Uziimsii meyveler ve kirmizi sarapta bulunan antosiyanidinlerin, HPLC yontemi ile
tanimlandig1 bir aragtirmada; ¢ilek, kirmizi lahana, bilberry ve Cabernet Sauvignon
kirmizi sarabi kullanilmistir (Nyman ve Kumpulainen 2001). Arastirmada kullanilan
antosiyanidinlerden, ¢ilek 6rneginde bulunan siyanidinde %96, pelargonidinde %79
oraninda geri kazanim elde edilmistir. Kirmizi sarapta ise, siyanidinden ve
peonidinden sirasiyla %99 ve 103 kazanim goriiliirken, bu deger malvidinde ise, %67
diizeyinde olmustur. Zhang vd. (2004) yaptiklart ¢alismada, ACN tayinlerinde
kullanilan HPLC yontemlerini, bilberry meyvesi kullanarak karsilagtirmiglardir.
Arastirmada yapilan geri kazanim analizi sonucunda, siyanidin glikozitinin geri

kazanimi %102 olarak belirlemislerdir.

4.5 Durultmanin Uziim Suyunun Antioksidan Aktivitesi Uzerine Etkisi
Spektrofotometrik yontemle antioksidan aktivite tayininde gerekli olan troloks
standart egrisi hazirlanmig ve elde edilen verilere dogrusal regresyon analizi
uygulanmis ve troloks egrisini tanimlayan esitlik belirlenmistir (Sekil 4.11). Bu

esitlik kullanilarak {iziim sularinda, antioksidan aktivite diizeyi hesaplanmistir.

Uziim sularinin antioksidan aktivitesi, durultma asamalarinda belirlenmis ve sonuglar

cizelge 4.13’de verilmistir.
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Cizelge 4.13 Farkli durultma yardimci maddeleri ve kombinasyonlar1 ile durultulan
liziim sularinin antioksidan aktivitesinde goriilen degisim

Kombinasyon Antioksidan aktivite (mM/mL)

Durultulmamug
Kontrol - 15.3+0.7
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 15.24+0.14
0.05 g/L Kitosan - 14.440.6
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 14.6+0
0.05 g/L Kazein 14.3+0.3
0.05 g/L Albumin 14.5+0.1
0.05 g/L Kitosan 15.1+0.4

Durultulmug iiziim suyu Orneklerinin antioksidan aktivite degerleri i¢in yapilan
varyans analizler sonuglari, durultma yardimci maddelerinin arasindaki farkin,
istatistik olarak 6nemli diizeyde olmadigin1 gostermistir (p>0.01, EK 1, Cizelge 14).
Villafio vd. (2006) yaptiklar: caligmada, sarap tiretim prosesinin sarap fenolik madde
icerigi ve antioksidan aktivite ilizerine etkisini incelemislerdir. Calismada, durultma
isleminde, albumin (0.05 g/L) ve jelatinin (0.05 g/L), bentonit (0.4 g/L) ile
kombinasyonundan yararlanmiglardir. Arastirma sonunda, durultma yapilmamig
ornekler ile, durultma yapilmis orneklerin antioksidan aktivitesi arasindaki farkin

onemli olmadig1 belirlenmistir.

Son yillarda yapilan birgok arastirmada, ACN’lerin 6nemli diizeyde antioksidatif
etkilerinin bulundugu saptanmistir (Tsuda vd. 1994, Kalt vd. 2000) ve sahip
olduklar1 antioksidan etki nedeniyle ACN’lerin bir¢ok kronik hastaligi onleyici etki
gosterdigi ortaya konulmustur (Gil vd. 2000). Bu nedenlerden dolayi, ¢calismamizda,
durultma yapilmig ve yapilmamis iiziim sularmin ACN miktarlar ile antioksidan

aktivite degerleri arasinda bir iligski olup olmadig1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Ancak
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yapilan dogrusal regresyon analizi sonucu, diisiik korelasyon katsayisi (r=0.350) elde
edilmis ve liziim sularindaki ACN miktart ile antioksidan aktivite arasinda iliskinin

olmadig1 belirlenmistir.

80 4 y =4.1548x+ 2142 R?=0.9968

inhibisyon (%)

0 = T T T
0 5 10 15 20

Troloks konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.11 Troloks standart egrisi

4.6 Durultmanin Uziim Suyunun Baz Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Etkisi

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

analizler yapilmis ve bu analizlerin sonuglar ¢izelge 4.14’de verilmistir.

Durultulmus {iziim suyu 6rneklerinin briks, pH ve titrasyon asitligi sonuglari i¢in
yapilan varyans analizler sonuglarina gore, durultma yardimci maddelerinin
arasindaki farkin, briks ve titrasyon asitligi i¢cin dnemli olmadig: tespit edilirken
(p>0.01, EK 1, Cizelge 15, Cizelge 18), pH sonuglar1 arasindaki farkin istatistik
olarak 6nemli diizeyde oldugu saptanmustir (p<0.01, EK 1, Cizelge 16). Bu nedenle;
pH verilerine Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmis ve pH degerleri arasinda,
kitosan ile kontrol Orneklerinin ve ‘“bentonit+kazein” ile “bentonit+jelatin”

orneklerinin pH’larinin farkli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.14 Durultulmamis ve durultulmus 6rneklerin bazi analitik dzellikleri*

Kombinasyon pH Titrasyon  Briks(%)
asitligi*(g/L)
Durultulmamug
Kontrol - 3.79t0 AB** 0.59+0 26.87+0
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 3.79+0.01 AB  0.6+0.01 26.84+0.04
0.05 g/L Kitosan - 3.74+0.01 C 0.56+0 26.70+0.01
0.2 g/L bentonit  0.05 g/L Jelatin 37740 B 0.57+0.02 26.77+0.01
0.05 g/L Kazein 3.80+0.02 A 0.55+0.02 26.77+0.2
0.05 g/L Albumin  3.78+0.01 AB  0.55+0.01 26.69+0.01
0.05 g/L Kitosan ~ 3.79t0 AB  0.57+0.01 26.70+0.1

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

3.2.2.1 baglikli, durultma yardimc1 maddelerinin hazirlanmasi boliimde de belirtildigi

gibi, kitosan sitrik asit ¢ozeltisi i¢inde ¢Oziindiiriilerek hazirlanmistir. Bu sekilde,

durultma islemi amaciyla triine eklenen kitosan, riintin pH seviyesinde azalmaya

neden olabilecegi diistiniilmiistiir. Bunun yaninda, “bentonit+kazein” kombinasyonu

ile durultulmus oOrnek ile, “bentonittjelatin” ile durultulmus {iiziim suyunun

pH’larinin farkli oldugu belirlenmistir. Bu durumun, durultma yardimci maddesinin

hazirlanmasi ile baglantili oldugu olasiligi bulunmaktadir. Ciinkii kazein sodyum

karbonat ¢6zeltisi igerisinde hazirlanmis ve bu sekilde kullanilmistir. Bunun sonucu

olarak, pH seviyesinin yiikseldigi sanilmaktadir.
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5. SONUCLAR

Aragtirma sonunda elde edilen sonuglar, maddeler halinde asagida sunulmustur.

1. Uziim suyu ACN’leri iizerine, kullanilan durultma yardimci maddesinin

dozundan ¢ok, tirt daha fazla etkiye sahiptir.

2. Uziim suyunun durultulmasinda, ACN’leri en iyi diizeyde koruyup, en diisiik

bulaniklik diizeyini (4.2-4.4 NTU) saglayan ‘“bentonit+kazein”

“bentonit+albumin” uygulamalari 6nerilmektedir.

3. Uziim suyunun durultulmasinda, albiimin ve kazeinin, jelatine gére daha

basarili sonuglar sagladigi belirlenmistir.

4. Durultma sirasinda yiiksek ACN kaybina neden oldugu i¢in {iziim suyu

uretiminde kitosan kullanimi 6nerilmemektedir.

5. Farkli durultma yardimci maddelerinin fenolik maddeler iizerine etki diizeyi

farklidir.
» Bentonit, kafeik ve klorojenik asitin,
Kazein ve albumin, katesin, kafeik asit, klorojenik asit ve epikatesinin,

>
» Jelatin, kafeik, katesin ve klorojenik asitin,
>

Kitosan ise, Kkafeik ve Kklorojenik asitin  meyve suyundan

uzaklastirilmasinda daha etkilidir.

6. Kalecik karasi tiziim ¢esidinin basat ACN’inin, mv-3-glu (%57) oldugu, bunu

pn-3-glu’in (%10) takip ettigi belirlenmistir.

78



KAYNAKLAR

Adams, D. 2006. Phenolics and ripening in grape berries. American Journal of
Enology and Viticulture, 57, 249-256.

Anaga, A., Georgiev, V., Ochieng, J., Phills, B. and Tsolova, V. 2013. Production of
anthocyanins in grape cell cultures: A potential source of raw material for
pharmaceutical, food, and cosmetic industries. In: The Mediterranean Genetic
Code- Grapevine and Olive, Poljuha, D. and Saldonja, B. (ed.), The Florida
A&M University College of Agriculture and Food Science, 247— 287,
Florida.

Anomin, 2008. Web Sitesi: http://www.meved.org.tr/ userfiles/file/
sektor istatistikler/turkiye meyve suyu endustrisi istatistiki degerlendirme
2000_08.pdf, Erisim Tarihi: 14.07.2013.

Anonymous, 2011. Web Sitesi: http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx, Erigim
Tarihi: 15.07.2013.

Balik, J. 2003. Effect of bentonite clarification on concentration of anthocyanins and
colour intensity of red and rose wines. Journal of the American Society for
Horticultural Science, 30, 135-141.

Balik, J., Kyselakova, M., Veverka, J., Tfiska, J., Vrchotova, N., Totusek J. and
Lefnerova, D. 2007. The effect of clarification on colour, concentration of
anthocyanins and polyphenols in red wine. Acta Horticulturae, 754, 563-568.

Barén, R., Mayen, M., Merida, J. and Medina, M. 1997. Changes in phenolic
compounds and colour in pale Sherry wines subjected to fining treatments.
Zeitschrift fuer Lebensmittel-Untersuchung und —Forschung, 205, 474-478.

Brouillard, R. 1983. The in vivo expression of anthocyanin color in plants.
Phytochemistry, 22, 1311-1323.

Bosanek, C.A., Silliman, K., Kirk, L.L. and Frankel, E.N., 1996. Total phenolic
content and antioxidant potential of commercial grape juice. Journal of the
American Dietetic Association, 96, 9-35.

Boulton, R. 2001. The copigmentation of anthocyanins and its role in the color of red
wine: A critical review. American Journal of Enology and Viticulture, 52,
67-87.

Buglione, M. and Lozano, J. 2002. Nonenzymatic browning and chemical changes
during grape juice storage. Journal of Food Science, 67, 1538-1543.

79


http://www.meyed.org.tr/%20userfiles/file/%20sektor_istatistikler/turkiye_meyve_suyu_endustrisi_%20istatistiki%20degerlendirme%202000_08.pdf
http://www.meyed.org.tr/%20userfiles/file/%20sektor_istatistikler/turkiye_meyve_suyu_endustrisi_%20istatistiki%20degerlendirme%202000_08.pdf
http://www.meyed.org.tr/%20userfiles/file/%20sektor_istatistikler/turkiye_meyve_suyu_endustrisi_%20istatistiki%20degerlendirme%202000_08.pdf
http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx

Castillo-Sanchez, J.X., Garcia-Falcon, M.S., Martinez-Carballo, E., Martins-Dias,
L.R. and Mejuto, X.C. 2008. Phenolic compound and colour stability of
Vinhdo wines: Influence of wine-making protocol and fining agents. Food
Chemistry, 106, 18-26.

Cavalcanti, R.N., Santos, D.T. and Meireles, M.A.A. 2011. Non-thermal stabilization
mechanisms of anthocyanins in model and food systems-An overview. Food
Research International, 44, 499-509.

Cemeroglu, B. ve Karadeniz, F. 2009. Meyve suyu Uretim teknolojisi, Meyve ve

Sebze Isleme Teknolojisi, Cilt I. Cemeroglu, B. (ed.), Bizim Biiro Basimevi,
391692, Ankara.

Cemeroglu, B., Yemenicioglu, A. ve Ozkan ,M. 2009. Meyve ve sebzelerin bilesimi,
Meyve ve Sebze Isleme Teknolojisi, Cilt I. Cemeroglu, B. (ed.), Bizim Buro
Basimevi, 1-236, Ankara.

Cevallos-Casals, B.A. and Cisneros-Zevallos, L. 2004. Stability of anthocyanin-
based aqueous extracts of Andean purple corn and red-fleshed sweet potato
compared to synthetic and natural colorants. Food Chemistry, 86, 69—77.

Charlton, A.J., Nicola, J.B., Khan, M.L., Moir, A.J.G., Haslam, E., Davies, A.P. and
Williamson, M.P. 2002. Polyphenol/peptide binding and precipitation.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, 1593-1601.

Chatterjee, S., Chatterjee, S., Chatterjee, B.P. and Guha, A.K. 2004. Clarification of
fruit juice with chitosan. Process Biochemistry, 39, 2229-2232.

Cuyckens, F. and Claeys, M. 2004. Mass spectrometry in the structural analysis of
flavonoids. Journal of Mass Spectromtry, 39, 1-15.

Celik, H., Celik, S., Marasali Kunter, B., Séylemezoglu, G., Boz, Y., Ozer ve C.,
Atak, A. 2005. Bagcilikta Gelisme ve Uretim Hedefleri, Turkiye Ziraat
Mihendisligi IV. Teknik Kongresi. Bildiri Ozetleri Kitabu, Cilt II, 565-588.

Déavalos, A., Bartolomé, B. and Cordovés, C.G., 2004. Antioxidant properties of
commercial grape juices and vinegars. Extending Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 52, 48-54.

Diblan, S. ve Ozkan, M. 2013. Cesitli durultma yardimc1 maddelerinin kirmiz1 sarap
antosiyaninleri lizerine etkisi. Gida, 38, 47-54.

Doner, LW., Bécard, G. and Irwin, P.L. 1993. Binding of flavonoids by

polyvinlypolypyrrolidone. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 41,
753-757.

80



Fang, Z., Zhang, M., Du, W. and Sun, J. 2007. Effect of fining and filtration on the
haze formation in bayberry (Myrica rubra Sieb.Et.Zucc.) juice. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 55, 113-119.

Ferreira, R.B., Picarra- Pereira, M.A., Monteiro, S., Loureiro, V.B. and Teixeira,
A.R. 2002. The wine proteins. Trends in Food Science and Technology, 12,
230-239.

Francis, F.J. 1985. Blueberries as a colorant ingredient in food products. Journal of
Food Science, 50, 754—756.

Fuleki, T. 1969. The anthocyanins of strawberry, rhubarb, radish and onion. Journal
of Food Science, 34, 365-369.

Garcia- Beneytez, E., Cabello, F. and Revilla, E. 2003. Analysis of grape and wine
anthocyanins by HPLC-MS. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51,
5622-5629.

Gil, M.1., Tomas-Barberan, F.A., Hess-Pierce, B., Holcroft, D.M. and Kader, A.A.
2000. Antioxidant activity of pomegranate juice and its relationship with
phenolic composition and processing. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 48, 4581-4589.

Giusti, M.M. and Wrolstad, R.E. 2001. Unit F1.2. Anthocyanins. Characterization
and measurement with UV-visible spectroscopy, In: Current Protocols in
Food Analytical Chemistry. Wrolstad, R.E. and Schwartz, S.J. (eds.), John
Wiley & Sons, 1-13, New York, NY

Gonzélez-Paramés, A.M., Lopes da Silva, F., Martin-L6pez, P., Macz-Pop, G.,
Gonzélez-Manzano, S., Alcalde-Eon, C., Pérez-Alonso, J.J., Escribano-
Bailon, T., Rivas-Gonzalo, J.C. and Santos-Buelga, C. 2006. Flavanol-
anthocyanin condensed pigments in plant extracts. Food Chemistry, 94, 428—
436.

Gomez-Plaza, E., Gil-Mufioz, R., Lopez-Roca, J.M., De La Hera-Orts, M.L. and
Martinez-Cultillas, A. 2000. Effect of the addition of bentonite and
polyvinylpolypyrrolidone on the colour and long-term stability of red wines.
Journal of Wine Research, 11, 223-231.

Giilcti, M. 2008. Durultma yardimci maddelerinin {iziim suyu kalitesi iizerine
etkileri. Ylksek Lisans Tezi (Basilmamis). Namik Kemal Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisti, Gida Miihendisligi Anabilim Dal1, 144, Tekirdag.

He, Q., Shi, B. and Yao, K. 2006. Interactions of gallotannins with proteins, amino
acids, phospholipids and sugars. Food Chemistry, 95, 250-254.

81



Hager, T., Howard, L.R. and Prior, R.L. 2008. Processing and storage effects on
monomeric anthocyanins, percent polymeric color, and antioxidant capacity
of processed blackberry products. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 56, 689—695.

Harbertson, J.F., Picciotto, E.A. and Adams, D.O. 2003. Measurement of polymeric
pigments in grape berry extracts and wines using a protein precipitation assay
combined with bisulphate bleaching. American Journal of Enology and
Viticulture, 54, 301-306.

lacopini, P., Baldi, M., Storchi, P. and Sebastiani, L. 2008. Catechin, epicatechin,
quercetin, rutin and resveratrol in red grape: Content, in vitro antioxidany
activity and interactions. Journal of Food Composition and Analysis, 21,589—
598.

Kalt, W., Mcdonald, J.E. and Donner, H. 2000. Anthocyanins, phenolics and
antioxidant capacity of processed lowbush blueberry products. Journal of
Food Science, 65, 390-393.

Kerio, L.C., Wachira, F.N., Wanyoko, J.K. and Rotich, M.K. 2012. Characterization
of anthocyanins in Kenyan teas: Extraction and identification. Food
Chemistry, 131, 31-38.

Kirca, A. ve Ozkan, M. 2010. Degisik amagl bazi test ve analiz ydntemleri, Gida
Analizleri, Cemeoglu B. (Ed.), Bizim Biiro Basim evi, 168178, Ankara.

Kog, B. 2013. Nar sularinin ¢esitli durultma yardimeir maddeleri ile durultulmasi ve
konsantrelerin depolanmasi siirecinde bilesimdeki degisimler. Doktora Tezi
(basilmamis), Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida
Miihendisligi Anabilim Dali, 238, Ankara.

Kurtbay, H.M., Bekci, Z., Merdivan, M. and Yurdakoc, K. 2008. Reduction of
ochratoxin a levels in red wine by bentonite, modified bentonite, and
chitosan. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56,2541 2545.

Le Bourse, D., Jégou, S., Conreux, A., Villaume, S. and Jeandet, P. 2010. Review of
preparative and analytical procedures for the study of proteins in grape juice
and wine. Analytica Chemica Acta, 667, 33-42.

Lee, J., Durst, RW. and Wrolstad, R.E. 2002. Impact of juice processing on
blueberry anthocyanins and polyphenolics: comparison of two pretreatment.
Journal of Food Science, 67, 1660-1667.

Lee, J. and Finn, C.E. 2007. Anthocyanins and other polyphenolics in American

elderberry (Sambucus canadensis) and European elderberry (S. nigra)
cultivars. Journal of the Science of Food and Agriculture, 87, 2665-2675.

82



Lee, J., Rennaker, C. and Wrolstad, R.E. 2008. Correlation of two anthocyanin
quantification methods: HPLC and spectrophotometric methods. Food
Chemistry, 110, 782-786.

Lee, W.C., Yusof, S., Hamid, N.S.A. and Baharin, B.S. 2007. Effects of fining
treatment and storage temperature on the quality of clarified banana juice.
Food Science and Technology, 40, 1755-1764.

Monagas, M., Gomez-Cordovés, C., Bartolomé, B., Laureano, O. and Ricardo da
Silva, J.M. 2003. Monomeric, oligomeric and polymeric flavan-3-ol
composition of wines and grapes from Vitis vinifera L. Cv. Graciano,
Tempranillo and Cabernet Sauvignon. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 51, 6475— 6481.

Morris, J.R. and Main, G.L. 1995. Fining agents for wine. Proc.14™ NM Conf.1995,
(nttp://www.uark.edu/depts/ifse/grapeprog/articles/nmc14wg.pdf).

Nyman, N.A. and Kumpulainen, J.T. 2001. Determination of anthocyanidins in
berries and red wine by high-performance liquid chromatography. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 49, 4183-4187.

Ozkan, M., Kirca, A. ve Cemeroglu, B. 2010. Gidalara uygulanan bazi 6zel analiz
yontemleri, Gida Analizleri. Cemeroglu, B. (ed.), Bizim Grup Basimevi, 85—
155, Ankara.

Patras, A., Brunton, N.P., O’Donnell, C. and Tiwari, B.K. 2010. Effect of thermal
processing on anthocyanin stability in food: mechanisms and kinetics of
degradation. Trends in Food Science and Technology, 21, 3-11.

Poncet- Legrand, C., Edelmann, A., Putaux, J.-L., Cartalade, D., Sarni- Manchado, P.
and Vernhet, A. 2006. Poly (L-proline) interaction with flavan-3-ols units:
Influence of the molecular structure and the polyphenol/protein ratio. Food
Hydrocolloids, 20, 687-697.

Puskas, V.S. and Milji¢, U.D. 2012. Effects of fining on phenolic compounds and
colour of red wine obtained with addition of increased amounts of grape solid
phase in pomace. Hemijska Industrija, 66, 727—734.

Reyes, L.F. and Cisneros-Zevallos, L. 2007. Degradation Kkinetics and colour of
anthocyanins in aqueous extracts of purple- and red-flesh potatoes (Solanum
tuberosum L.). Food Chemistry, 100, 885-894.

Ribéreau-Gayon, P., Glories, Y., Maujean, A. and Dubourdieu, D. 2006a. Nitrogen

Compounds, In: Handbook of Enology, Vol. 2. Aquitaine Traduction, 109—
139, Bordeaux, France.

83


http://www.uark.edu/depts/ifse/grapeprog/articles/nmc14wg.pdf

Ribéreau-Gayon, P., Glories, Y., Maujean, A. and Dubourdieu, D. 2006b. Phenolic
Compounds, In: Handbook of Enology, Vol. 2. Aquitaine Traduction, 141—
203, Bordeaux, France.

Ribéreau-Gayon, P., Glories, Y., Maujean, A. and Dubourdieu, D. 2006c.
Clarification and stabilization treatments: Fining wine, In: Handbook of
Enology, Vol. 2. Aquitaine Traduction, 301-332, Bordeaux, France.

Rodriguez- Saona, L.E., Guisti, M.M. and Wrolstad, R.E. 1999. Color and pigment
stability of red radish and red-fleshed potato anthocyanins in juice model
systems. Journal of Food Science, 64, 451-456.

Rozek, A., Achaerandio, I., Almajano, M.P., Glell, C., Lépez, F. and Ferrando, M.
2007. Solid foodstuff supplemented with phenolics from grape: Antioxidant
properties and correlation with phenolic profiles. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 55, 5147-5155.

Sanchez- Moreno, C., Cao, G., Ou, B. and Prior, R.L. 2003. Anthocyanin and
proanthocyanidin content in selected white and red wines. Oxygen radical
absorbance capacity comparison with nontraditional wines obtained from
highbush blueberry. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 4889-
4896.

Sarni- Manchado, P., Cheynier, V. and Moutounet, M. 1997. Reactions of
polyphenoloxidase generated caftaric acid o-quinone with malvidin-3-O-
glucoside. Phytochemistry, 45, 1365-1369.

Shahidi, F., Arachchi, J.K.V. and Jeon, Y.J. 1999. Food applications of chitin and
chitosans. Trends in Food Science and Technology, 10, 37-51.

Siebert, K.J., Troukhanova, N.V. and Lynn, P.Y. 1996. Nature of polyphenol-
protein interaction. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 44, 80-85.

Siebert, K. J. 2006. Haze formation in beverages. Food Science and Technology, 39,
987-994.

Skrede, G., Wrolstad, R.E. and Durst, R.W. 2000. Changes in anthocyanins and
polyphenolics during juice processing of highbush blueberries (Vaccinium
corymbosum L.). Journal of Food Science, 65, 357-364.

Soleas, G.J., Diamandis, E.P. and Goldberg, D.M. 1997. Wine as a biological fluid:
history, production, and role in disease prevention. Journal of Clinical
Laboratory Analysis, 11, 287-313.

Soyer, Y., Koca, N. and Karadeniz, F. 2003. Organic acid profile of Turkish white

grapes and grape juices. Journal of Food Composition and Analysis, 16, 629—
636.

84



Stankovic, S., Jovic, S., Zivkovic, J. and Pavlovic, R. 2012. Influence of age on red
wine colour during fining with bentonite and gelatin. International Journal of
Food Properties, 15, 326-335.

Quintela, S.,Villaran, M.C., De Armentia, I.L. and Elejalde, E. 2012. Ochratoxin A
removal from red wine by several oenological fining agents: bentonite, egg
albumin, allergen-free adsorbents, chitin and chitosan. Food Additives and
Contaminants, 29, 1168-1174.

Tiwari, B.K., Patras, A., Brunton, N., Cullen, P.J. and O’Donnell C.P. 2010. Effect
of ultrasound processing on anthocyanins and color of red grape juice.
Ultrasonics Sonochemistry, 17, 598-604.

Tsuda, T., Ohshima, K., Kawakishi, S. and Osawa, T. 1994. Antioxidative pigments
isolated from the seeds of phaseolus vulgaris L. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 42, 248-251.

Turfan, O. 2008. Nar suyu konsantresi dretimi ve depolama sirecinde
antosiyaninlerdeki degisimler. YUksek Lisans Tezi (basilmamis), Ankara
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Miihendisligi Anabilim Dali, 140,
Ankara.

Turfan, O., Tiirkyllmaz, M., Yemis, O. and Ozkan, M. 2011. Anthocyanin and colour
changes during processing of pomegranate (Punica granatum L., cv.
Hicaznar) juice from sacs and whole fruit. Food Chemistry, 129, 1644-1651.

Tirkyllmaz, M. 2009. Siyah havug konsantresi Uretimi ve depolama
strecinderenkteki degisimler. Doktora Hazirlilk Calismasi (basilmamis),
Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Miihendisligi Anabilim
Dali, 119, Ankara.

Tiirkyilmaz, M., Yemis, O. and Ozkan, M. 2012. Clarification and pasteurization
effects on monomeric anthocyanins and percent polymeric colour of black
carrot (Daucus carota L.) juice. Food Chemistry, 134, 1052-1058.

Valls, J., Millan, S., Pilar Marti, M., Borras, E. and Arola, L. 2009. Advanced
separation methods of food anthocyanins, isoflavones and flavanols. Journal
of Chromatography A, 1216, 7143-7172.

Villafio, D., Fernandez- Pachén, M.S., Troncoso, A.M. and Garcia- Parrilla, M.C.
2006. Influence of enological practices on the antioxidant activity of wines.
Food Chemistry, 95, 394-404.

Wrolstad, R.E., Durst, R.W. and Lee, J. 2005. Tracking color and pigment changes in
anthocyanin products. Trends in Food Science and Technology, 16, 423-428.

85



Wu, X., Beecher, G.R., Holden, J.M., Haytowitz, D.B., Gebhardt, S.E. and Prior,
R.L. 2006. Concentrations of anthocyanins in common foods in the United
States and estimation of normal consumption. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 54, 4069—-4075.

Yeh, Y.A., Herenyiora, M. and Weber, G. 1995. Quercetin synergistic action with
carboxyamidotriazole in human breast carcinoma cells. Life Sciences, 57,
1285-1292.

Yilmaz, Y. and Toledo, R.T. 2004. Major flavonoids in grape seeds and skins:
antioxidant capacity of catechin, epicatechin, and gallic acid. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 52, 255-260.

Zhang, Z., Kou, X., Fugal, K.and McLaughlin, J. 2004. Comparison of HPLC

methods for determination of anthocyanins and anthocyanidins in bilberry
extracts. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52, 688—691.

86



EKLER

EK 1 Varyans Analizi ve Duncan Coklu Karsilagtirma Testi Sonuglari

EK 2 Uziim Suyu ACN Kromatogramlari

87



EK 1 Varyans Analizi ve Duncan Coklu Karsilagtirma Testi Sonuglari

Cizelge 1 Uziim sularimin durultulmasiyla meydana gelen monomerik ACN
miktarindaki degisime iligskin varyans analizi

Serbestlik Kareler Kareler F =
Varyasyon kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Durultma 6 1053.79  175.63 46.51 0.000"
Hata 7 26.43 3.78
Genel Toplam 13 1080.22

*: p<0.01

Cizelge 2 Uzim suyu durultma isleminin toplam monomerik ACN* etkisinin
Duncan testi ile karsilastiriimasi

Kombinasyon Toplam mono. ACN (mg/L)
Durultulmamug
Kontrol - 233.1£3.75 A**
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 219.9+0.14 BC
0.05 g/L Kitosan - 205.2+1.70 E
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 219.0£2.69 DE
0.05 g/L Kazein 223.3+0.14 BC
0.05 g/L Albumin 215.0+0.21 B
0.05 g/L Kitosan 208.3+1.48 CD

*Toplam monomerik ACN degerleri, aritmetik ortalamatstandart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
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Cizelge 3 Uziim sularmin durultulmasiyla meydana gelen ACN miktarindaki (HPLC
yontemi) degisime iliskin varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F )
Varyasyon kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Durultma 6 26217.3 436966 63.67 0.000"
Hata 7 480.4 68.6
Genel Toplam 13 26697.7

*: p<0.01

Cizelge 4 Uziim suyu durultma isleminin ACN miktar1* (HPLC yéntemi) etkisinin
Duncan testi ile karsilastirilmasi

Kombinasyon ACN miktar1 (mg/L)
Durultulmamug
Kontrol - 357.1+1.91  A**
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 331.9+9.66 AB
0.05 g/L Kitosan - 240.0+3.32 C
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 266.8+7.28 C
0.05 g/L Kazein 333.3+1.13 AB
0.05 g/L Albumin 314.2+1.34
0.05 g/L Kitosan 246.8+4.81

*ACN miktarlari, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01).

Cizelge 5 Uziim sularinin durultulmasiyla meydana gelen mv-3-glu miktarindaki
degisime iligskin varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F )
Varyasyon kaynagi derecesi toplam1 ortalamasi
Durultma 6 4620.12 770.02 126.32  0.000"
Hata 7 42.67 6.6
Genel toplam 13 4662.79

*: p<0.01
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Cizelge 6 Uziim sularinin durultulmasiyla meydana gelen pn-3-glu miktarindaki
degisime iligskin varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F )
Varyasyon kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Durultma 6 212.829 35.471 101.14  0.000°
Hata 7 2.455 0.351
Genel toplam 13 215.284

*: p<0.01

Cizelge 7 Uziim sularinin durultulmasiyla meydana gelen dp-3-glu miktarindaki
degisime iligkin varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F P
Varyasyon kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Durultma 6 82.817 13.803 124.67 0.000"
Hata 7 0.775 0.111
Genel toplam 13 83.592

*: p<0.01

Cizelge 8 Uziim sularinin durultulmasiyla meydana gelen cy-3-glu miktarindaki
degisime iligkin varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F P
Varyasyon kaynagi derecesi toplam1 ortalamasi
Durultma 6 14.3886 2.3981 83.93 0.000"
Hata 7 0.2000 0.0286
Genel toplam 13 14.5806

*: p<0.01
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Cizelge 9 Uziim suyu durultma isleminin mv-, pn-, dp- ve cy-3-glu miktarlarina* etkisinin Duncan testi ile karsilastirilmasi

ACN miktart (mg/L)

Durultulmamug
Kontrol - 151.95 A** 313 A 143 A 205 A
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 141.45B 29.2B 13.3 A 19.6 AB
0.05 g/L Kitosan - 104.67 C 21 C 79C 175C
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 110.35C 223C 10.1B 178 C
0.05 g/L Kazein 14255 B 28.9B 13.6 A 19.5 AB
0.05 g/L Albumin 137 B 28.1B 109B 19.3B
0.05 g/L Kitosan 107.15C 219C 8.2C 176 C

1.9
1.45

1.8
1.9
2.1
1.7

*Degerler, aritmetik ortalamaztstandart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).



Cizelge 10 Uziim sularinm durultulmasiyla meydana gelen polimerik renk orani
degisimine iligkin varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F P
Varyasyon kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Durultma 6 10.479 1.75 7.89 0.008"
Hata 7 1.55 0.2214
Genel Toplam 13 12.029

*: p<0.01

Cizelge 11 Uziim suyu durultma isleminin polimerik renk orani iizerine etkisinin*
Duncan testi ile karsilagtirilmasi

Kombinasyon Polimerik renk orani (%)
Durultulmamug
Kontrol - 30.0+0.71 AB**
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 29.9+0.64 AB
0.05 g/L Kitosan - 31.0+0.14 A
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 28.5t0.71 B
0.05 g/L Kazein 30.2+0.35 AB
0.05 g/L Albumin 31.0+0 A
0.05 g/L Kitosan 31.0+0 A

*Polimerik renk oranlari, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).

Cizelge 12 Uziim sularmin durultulmasiyla meydana gelen h® degerine iliskin
varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F P
Varyasyon kaynagi derecesi toplam1 ortalamasi
Durultma 6 110.39 18.40 5.87 0.017
Hata 7 21.95 3.14
Genel Toplam 13 132.34

*: n<0.05
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Cizelge 13 Uzim suyu durultma isleminin h® (zerine etkisinin Duncan testi ile

karsilastirilmast
Kombinasyon h°
Durultulmamug
Kontrol - 551+0.64 B**
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 7.95+1.00 B
0.05 g/L Kitosan - 12.5+0.04
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 5.81+3.08 B
0.05 g/L Kazein 0.86+2.08 AB
0.05 g/L Albumin 6.21+0 B
0.05 g/L Kitosan 12.5+2.56 A

*h° degerleri, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 14 Uziim sularinin durultulmasiyla meydana gelen antioksidan aktivite
degisimine iliskin varyans analizi

Serbestlik Kareler Kareler F P
Varyasyon kaynagi derecesi toplami1 ortalamasi
Durultma 6 1.930 0.322 2.14 0.187
Hata 7 1.105 0.158
Genel Toplam 13 3.035

*: p>0.01

Cizelge 15 Uziim sularinin durultulmasiyla meydana gelen briks degisimine iliskin
varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F P
Varyasyon kaynagi derecesi toplam1 ortalamasi
Durultma 6 0.06394 0.01066 1.09 0.449
Hata 7 0.06835 0.00976
Genel Toplam 13 0.13229

*: p>0.01
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Cizelge 16 Uziim sularmin durultulmasiyla meydana gelen pH degisimine iliskin
varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F P
Varyasyon kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Durultma 6 0.005086  0.000848 7.42 0.009
Hata 7 0.000800  0.000114
Genel Toplam 13 0.005886

* p<0.01

Cizelge 17 Uzim suyu durultma isleminin pH* Uzerine etkisinin Duncan testi ile

karsilastirilmast
Kombinasyon pH
Durultulmamug
Kontrol - 3.7940  AB**
Durultulmus
0.2 g/L Bentonit - 3.79+0.01 AB
0.05 g/L Kitosan - 3.74+0.01 C
0.2 g/L bentonit 0.05 g/L Jelatin 3.77¢0 B
0.05 g/L Kazein 3.80+0.02 A
0.05 g/L Albumin 3.78+0.01 AB
0.05 g/L Kitosan 3.79+0.14 AB

*pH degerleri, aritmetik ortalama+tstandart hata olarak verilmistir.
**Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).

Cizelge 18 Uziim sularmin durultulmasiyla meydana gelen titrasyon asitligi
degisimine iligkin varyans analizi

Serbestlik Kareler Kareler F )
Varyasyon kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Durultma 6 0.004871  0.000812 3.30 0.07
Hata 7 0.0017 0.000243
Genel Toplam 13 0.006571

* p>0.01
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Cizelge 19 Uziim sularmin durultulmasiyla ulasilan bulaniklik degerlerine (NTU)
degisimine iligkin varyans analizi

Serbestlik  Kareler Kareler F P
Varyasyon kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Durultma 6 821.3 136.9 13.33 0.002°
Hata 7 71.9 10.3
Genel Toplam 13 893.1

*: p<0.01

Cizelge 20 Uziim sularinin durultulmasryla meydana gelen fenolik madde igeriginin
degisimine iligkin varyans analizi

Serbestlik ~ Kareler Kareler F =
Varyasyon kaynagi derecesi toplami1 ortalamasi
Durultma 6 287956 47993 7.65 0.008
Hata 7 43912 6273
Genel Toplam 13 331868

*: p<0.01
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EK 2 Uziim suyu ACN kromatogramlari
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Sekil 1 Uziim suyundaki ACN’lerin HPLC kromatogramlari
K-1 ve K-2: Durultma yapilmamus,
B-1 ve B-2: 0.2 g/L bentonit ile durultulmus
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Sekil 2 Uziim suyundaki ACN’lerin HPLC kromatogramlari
KIT-1 ve KIT-2: 0.05 g/L kitosan ile durultulmus,
B+KIT-1 ve B+KIT-2: 0.2 g/L bentonit- 0.05 g/L kitosan ile durultulmus

97



@)

BtJ1
4
m

08 8 B HHYHBE s BB YNY YE

25 5 75 10 125 15 175 o) 25 i
5
B2
4
Lﬁﬂ o
e A e e e A s,
o 25 5 75 10 125 15 175 e} 25 rvir]
mAU—
30
=0 BH<OZ1
-
150
100
50 2
O
T T T T T 1T T T T
o 25 5 75 10 125 15 175 o) 25 rrir]
mAU -
0
30 BH<AZ2
0
a0
150
1004 4
0
o]
o

Sekil 3 Uziim suyundaki ACN’lerin HPLC kromatogramlar1
B+J-1 ve B+J-2: 0.2 g/L bentonit- 0.05 g/L jelatin ile durultulmus
B+KAZ-1 ve B+KAZ-2: 0.2 g/L bentonit- 0.05 g/L kazein ile durultulmus.
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Sekil 4 Uziim suyundaki ACN’lerin HPLC kromatogramlar
B+ALB-1 ve B+ALB-2: 0.2 g/L bentonit- 0.05 g/L albumin ile durultulmus
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