KARA HAVUC ANTOSIYANINLERININ
KOPIGMENTASYON ILE KARARLILIKLARININ
DEGISIMI

BETUL BAY

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLIGI
ANA BILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

MERSIN
TEMMUZ - 2015



KARA HAVUC ANTOSIYANINLERININ
KOPIGMENTASYON ILE
KARARLILIKLARININ DEGISIMI

BETUL BAY

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLIGI
ANA BILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Danisman
Prof. Dr. Niizhet I. TURKER

MERSIN
TEMMUZ - 2015



Betiil BAY tarafindan Prof. Dr. Niizhet I. TURKER damsmanliginda hazirlanan
“Kara Havug Antosiyaninlerinin Kopigmentasyon ile Kararlihklarinin Degisimi”
baglikli bu calisma asagida imzalart bulunan jiri tyeleri tarafindan oy birligi ile

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Niizhet I. TURKER %ﬁ&&,{/\

Prof. Dr. H. ibrahim EKiZ

Prof. Dr. M. Umit UNAL

Yukaridaki  Jiiri karart Fen Bilimleri Enstitiisii = Yonetim  Kurulu’nun
24799,/ 205 tarih ve ..2Ql5..23.../..327....... sayili karariyla onaylanmistir.

-~

Prof ’DI’ AyIa CELIK
HErls‘q’a,l Muduru ﬁ

\\0 i /

Bu tezde kullamlan 6zgiin bilgiler, sekil, gizelge ve fotograflardan kaynak gostermeden alinii yapmak 5846 sayils
Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine tabidir.




Bay, B., 2015. Kara Havug¢ Antosiyaninlerinin Kopigmentasyon ile Kararliliklarinin Degisimi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

ANTOSIYANIN ESASLI GIDA BOYALARININ KARARLILIKLARININ
KOPIGMENTASYON ILE iYILESTIRILMESI

BETUL BAY
(074

Bu calismanin temel amaci, kara havugtan elde edilen antosiyanin
oOziitlerinin, farkli kopigment igeren nar ve mandalina kabuklari ile polifenolik
bilesenlerce  zengin  giil  petalleriyle  kopigmentasyonu  saglanarak,
kopigmentasyonun antosiyanin pigmentinin 1s1l ve pH kararliligi iizerindeki
etkisinin arastirilmasidir. Bu amagla, kara havugta bulunan bes adet antosiyaninin
farkli pH’lardaki 1s1l bozunumlar1 (90°C) incelenmistir.

Calisgmanin  ilk asamasinda kara havucgta bulunan antosiyaninler
oziitlenerek saflagtirllmigtir. Saflastirilan antosiyanin pigmentlerine toz haline
getirilmis nar kabugu, mandalina kabugu ve giill petalleri eklenmesi ile
kopigmentasyon tepkimeleri gerceklestirilmistir. Kopigmentasyonu
gerceklestirilen orneklerin pH 1-5.4 araliginda pH kararliligi ve 1s1l kararlilig
incelenmistir.

Referans antosiyanin ¢ozeltisinin ve kopigment eklenmis antosiyanin
cozeltilerinin spektrofotometrik analizleri ve HPLC analizleri yapilmistir.
Spektrofotometrede dalga boyu taramasi yapilarak batokromik kayma ve
kuinoidal baz olugsumu incelenmistir. HPLC’de 280 nm’de fenolik bilesikler, 330
nm’de agillenme, 440 nm’de kahverengilesme, 525 nm’de antosiyanin Ol¢timleri
yapilmistir. Elde edilen kromatogramlarda yeni bir bilesik olusumunun gostergesi
olan yeni pikler saptanmamistir. Ancak, antosiyaninlerin bozunumu sonucu
degradasyon pikleri olustugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kopigmentasyon, 1sil degradasyon, antosiyanin, kara havug

Damsman: Prof. Dr. Niizhet I. TURKER, Mersin Universitesi, Gida
Miihendisligi Ana Bilim Dalu.
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IMPROVEMENT OF THE STABILITY OF ANTHOCYANIN BASED
FOOD COLORANTS VIA COPIGMENTATION

BETUL BAY
ABSTRACT

The main objective of this study was to investigate the effects of
copigmentation on black carrot anthocyanin extracts in terms of pH and thermal
stability. Defined stability of black carrot anthocyanin extracts’ was evaluated
after copigmentation with pomegranate peel, mandarin peel and rose petals, rich
in polyphenolic compounds. For this purpose, thermal degradations (90 ° C) of
five anthocyanins found in black carrot at different pH values were examined.

In the first part of the study, black carrot anthocyanins were purified after
extraction. Copigmentation reactions were carried out by the addition of
pomegranate peel, mandarin peel, and rose petals powders to the purified
anthocyanins pigments. Thermal and pH stability of the samples which were
subjected to the copigmentation were investigated at pH 1-5.4 interval.

Spectrophotometric analysis and HPLC analysis of all reference and
copigmented anthocyanin solutions were carried out. Batochromic shift and
quinoidal base formation were followed via spectrophotometric scan. Formation
of new and different peaks from the reference chromatograms at the wavelenghts
280 nm (phenolic compounds), 330 nm (acylation), 440 nm (browning) and 525
nm (anthocyanin) were investigated. New peaks which indicate the formation of
new compound were not detected. However, as a result of the anthocyanins’
degradation, it has been found that degradation peaks occured.

Key Words: Copigmentation, thermal degradation, anthocyanin, black carrot

Advisor: Prof. Dr. Niizhet I. TURKER, University of Mersin, Department of
Food Engineering.
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P2 : Siyanidin-3-glikozil-galaktozit
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1.GIRIS

Renk, tiiketicilerin duyular1 ile algilayabildigi ilk 6zelliklerden biridir ve
tiiketicilerin giday1 satin alip almama noktasinda nihai kararlarim etkileyen dnemli
bir bilesendir [Giusti ve Wrolstad, 2003]. Bu yoniiyle renk, gidalarin yapisal estetik
parametreleri ve iirlin kalitesinin degerlendirilmesini saglayan en 6nemli faktorlerden

biri olarak degerlendirilmektedir [Gris vd., 2007].

Gidalarin renklendirilmesi amaciyla genellikle sentetik gida boyalar1 tercih
edilmektedir. Sentetik gida boyalariin ucuz olmasimin yam sira, 151k, oksijen,
sicaklik ve pH kararliliklarimin yiiksek olusu sentetik gida boyalarinin tercih edilme
sebepleri arasinda gosterilebilir. Ancak, son yillarda, sentetik boyalarin kullanimina
getirilen yasal kisitlamalar (6rn. Sudan boyasi) ve sentetik boyalarin kullammu
sonucu ortaya ¢ikan ciddi saglik problemleri gida iireticilerini sentetik {iriinler yerine
dogal alternatifler kullanmaya yoneltmistir [Gris vd., 2007; Shikov vd., 2008].

Antosiyaninler birgok meyve ve sebzeye kirmizi, mavi ve mor rengini veren,
dogada yaygin olarak bulunan fenolik renk pigmentleridir. Antosiyaninler,
renklendirici 6zelliklerine ek olarak, gii¢lii bir antioksidan kaynagidir. Bu nedenle,
kardiyovaskiiler rahatsizliklarin ve diyabetin Onlenmesinde, kanser riskinin
azaltilmasinda 6nemli bir rol iistlenmektedir. Ancak, antosiyaninlerin islenmesi ve
depolanmasi sirasinda kolay bozunmasi antosiyaninlerin kullamminda kisitlamalar
yaratmaktadir. Antosiyaninler, gevresel faktorlerden etkilenerek kolaylikla renksiz
tiirevlerine ve ¢oziinmeyen kahverengi pigmentlere doniisebilmektedir [Kirca vd.,

2006; Patras vd., 2010; Wang ve Xu, 2007].

Onemli bir antosiyanin kaynag olan kara havugta iki tanesi acilsiz, {i¢ tanesi
tek acilli olmak iizere siyanidin tiirevli bes antosiyanin bulunmaktadir. Acilsiz
antosiyaninler  siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit ve  siyanidin-3-ksilozil-
galaktozit iken; agilli antosiyaninler ise; sinapik, ferulik ve kumarik asitlerle

acillenmis siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit’lerdir [ Turker vd., 2004].
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Gidalarin  korunmasi ve raf Omiirlerinin uzatilmasi amaciyla 1s1l islem
uygulanmasi gida sanayiinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir [Wang ve Xu,
2007]. Isil ve pH kararliliklarinin diisiik olusu nedeniyle antosiyaninlerin genellikle
151 islem gérmemis ve asitligi yiiksek olan gidalarda kullamldigr bildirilmistir
[Giusti ve Wrolstad, 2003]. Bu nedenle antosiyanin pigmentlerinin kararliliklarinin
arttiritlmasina yonelik kopigmentasyon caligsmalar1 yapilmaktadir. Kopigmentasyon
olgusu, in vivo ve in vitro kosullarda antosiyanin kararliligim artirmak igin yaygin
olarak kullanilan yontemlerden biridir [Awika, 2008].

Kopigmentasyon ¢esitli etkilesim mekanizmalar1 ile gergeklesebilir. En
onemli kopigmentasyon mekanizmalar1 molekiil-i¢i ve molekiiller-arasi etkilesimler
ile gerceklesen mekanizmalardir. Molekiil i¢i kopigmentasyon, kopigmentlerin
antosiyanin molekiiliiniin kromoforuna seker molekiilii araciligiyla kovalent baglarla
baglanmasi sonucu olusmaktadir. Molekiiller arasi kopigmentasyon ise; renkli
antosiyanin molekiilii ile renksiz kopigment molekiillerinin kovalent olmayan

etkilesimi olarak ifade edilir [Cavalcanti vd., 2011].

Bu calismada, antosiyanin oOziitlerinin, farkli kopigment iceren meyve
endiistrisi atigi kabuklarla (nar kabugu, mandalina kabugu gibi) ve polifenolik
bilesenlerce zengin giil petalleri ile kopigmentasyonu saglanarak, kopigmentasyonun
antosiyanin pigmentinin 1sil ve pH Kararliligi tizerindeki etkisi arastirilmustir. Bu
amagla kara havucgta bulunan bes adet antosiyaninin farkli pH’lardaki 1si1l

bozunumlar1 incelenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. ANTOSIYANINLER

Antosiyaninler, dogada yaygin olarak bulunan, pek ¢ok meyve ve sebzenin
kendine Ozgili, maviden kirmiziya, rengini veren, suda ¢Oziinebilir nitelikte renk
pigmentleridir [Pacheco-Palencia ve Stephen, 2010; Patras vd. 2010; Wang ve Xu,
2007].

Dogada, siyanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin ve malvidin
olmak iizere alti farkli antosiyanin aglikonu bulunmaktadir. Bu antosiyaninler, B
halkalarinda bulunan hidroksil ve metoksil gruplarinin sayis1 ve yerine gore ¢esitlilik
gostermektedir [Sadilova vd., 2006]. Antosiyaninler, 2-fenilbenzopirilyum
(flavilyum katyonu) ve flavilyum tuzlarimin polihidroksi ve polimetoksi tiirevlerinin

glikozitleri olan fenolik maddelerdir [Wang ve Xu, 2007].

Sekil 2.1. Antosiyanidin molekiil yapisi
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Cizelge 2.1. Temel antosiyanidinler, radikal gruplari, maksimum absorbans
gosterdikleri dalga boyu degerleri ve molekiil agirliklar:

Antosiyanidin R, R, Amax Agfg]lfgljizlg)
Pelargonidin H H 494 271
Siyanidin OH H 506 287
Peonidin OCH; H 506 301
Delfinidin OH OH 508 303
Petunidin OCHjs OH 508 317
Malvidin OCH;3 OCH;3 510 331

Antosiyaninlerde hidroksillenme derecesi arttikca renk maviye donmektedir.
Molekiildeki —OH bag sayisina gore sirasiyla pelargonidin, siyanidin ve delfinidin
antosiyanidinlerinde mavimsi rengin artist s6z konusudur. Buna karsilik
glikosillenme ve metillenme ise rengin kirmizi1ya ddnmesine neden olmaktadir. Buna
ornek olarak kirmizi rengin siyanidinden peonidine dogru artmasi verilebilir

[Saldaml1, 2014].

2.1.1. Antosiyaninlerin Yapisi

Antosiyaninler, flavonoid grubuna ait suda c¢oziinebilen glikozit yapida
polifenolik maddelerdir. Tiim fenolik maddeler gibi ana iskeletinde C-6 (A halkas1),
C-3 (C halkas1), C-6 (B halkasi) konfigiirasyonuna sahip 15 karbon atomu
bulunmaktadir. Ilk alti karbondan olusan fenolik yap1 A halkas1 olarak tammlanirken,
son alti karbondan olusan fenolik yapi B halkasi olarak tanimlanmaktadir.
Antosiyanin pigmentlerinin bu formu antosiyanidin (flavilyum katyonu) olarak

adlandirilmaktadir [Barry, 2013; Jettanapornsumran, 2009].
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2.1.1.1. .Glikozillenme

OH
Sekil 2.2. Antosiyanidin-3-Glikozit’in Yapisi

Antosiyanidinler ¢ok kararsiz olmalar1 nedeniyle dogada nadir olarak bulunan
pigmentlerdir. Antosiyanidinlerin glikozitleri olan antosiyaninler ise suda ¢6ziinen ve
bilesimlerinde bir veya birden fazla seker molekiilii bulunan bilesiklerdir.
Antosiyaninler, glikoz (glu), ramnoz (rha), ksiloz (xyl), galaktoz (gal), arabinoz (ara)
rutinoz (rut) ile glikozillenmis olmalarindan dolayr antosiyanidinlere nazaran suda
daha fazla ¢oziiniirler ve kararliliklar1 daha yiiksektir. Antosiyaninler genellikle C
halkas1 tizerinde C-3 pozisyonunda bulunan hidroksil grubu ile bag yaparak
glikozillenmektedirler. Bunun yam sira, baska sekerler C-3, C-5, C-7
pozisyonlarinda bulunan hidroksil gruplarina glikozidik baglar aracilifiyla
baglanarak da glikozillenme vyapabilmektedir [Barry, 2013; Jettanapornsumran,
2009].

2.1.1.2 Agillenme

Antosiyaninlerde aromatik ve/veya alifatik asitler gibi ii¢iincii bir bilesen de

molekiile baglanabilir. Buna agillenme denir.

Antosiyaninlerin genel olarak agillenme yaptig organik asitler sinnamik asit,
kumarik asit, sinapik asit ve kafeik asit gibi aromatik asitler ile asetik asit, malik asit,
malonik asit, oksalik asit ve siiksinik asit gibi alifatik asitlerdir [Jettanapornsumran,
2009].
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Sekil 2.3. Aromatik organik asitler

o) 0
0 0
OH OH
HO HO s
HO OH
0]
OH 0 0
Asetik Asit Malik Asit Malonik Asit Okzalik Asit

Sekil 2.4. Alifatik organik asitler

2.1.2. Antosiyaninlerin Kararliligina Etki Eden Faktorler

Antosiyanin pigmentlerinin flavilyum ¢ekirdeginde bir elektron eksik
oldugundan oldukga reaktif bilesiklerdir. Reaksiyonlar genellikle pigment renginin

acilmasi seklinde gerceklesmektedir.

Gidalarin  iglenmesi ve depolanmasi sirasinda kolay bozunmalari,
kararlibiklariin ~ diisiik  olmasi1  antosiyaninlerin ~ kullamminda  kisitlamalar
yaratmaktadir. Antosiyanin Kararliligina etki eden baslica faktorler pH ve sicakliktir.
Bunun yan sira, 151k, oksijen, metalik iyonlarin ve enzimlerin varlifi, proteinler,
seker, fenolik kofaktorler, askorbik asit, siilfit gibi faktorler de antosiyanin kararlilig
tizerinde etkili olan diger faktorlerdir [Cavalcanti vd., 2011; Pacheco-Palencia ve
Stephen, 2010; Sadilova vd., 2006].

2.1.2.1. pH

Antosiyaninler, pH degisimlerine karsi olduk¢a duyarli pigmentlerdir. Diistik
pH degerine sahip asidik ortamlarda, alkali ortamlara nazaran kararliliklar1 daha
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yiiksektir. Diisiik pH degerlerinde mor-kirmuzi, daha yiiksek pH degerlerinde ise

yesil-mavi renk alirlar.

Notr ve hafif
asidik pH degerleri
Notr kuinoidal bazlan
(Mor-Menekse)
A
+H* -H HH* H
-H* R, +H*
OH
AH+ O
pH=<2 Flavilyum katyonu Ho O Os R;
(Kirmizi-Turuncu) = Rs
OH
FH Ry Ry = H, OH, or OCH;4
-H20 Kl// R3 = O-glikozit
+ H2
3<pH<6

Karbinol psddobazi Calkon
(Renksiz) (Renksiz)
B C

Sekil 2.5. Antosiyanin molekiiliiniin denge formlar1 kuinoidal baz (QB), flavilyum
katyonu (FC) karbinol veya psédébaz (PB) ve ¢alkon (CH)

Cok diisik pH degerlerinde (pH<2) antosiyanin pigmentinin flavilyum

katyonu (AH+) ortama hakim olmaktadir. pH 2 - 4 araliginda ise; ortamda mavi
renkli kuinoidal baz formu (A) baskin durumdadir. pH 3 - 6 araliginda degisim
gosterirken antosiyanin pigmentinin flavilyum katyonunun C2 konumuna suyun
niikleofilik atagi sonucunda renksiz karbinol psddobaz formu olusmaktadir. pH
degerleri 4 - 6 araliindan degisim gosterirken antosiyanin pigmentinin dort
formunun da (flavilyum katyonu, susuz kuinoidal bazi, renksiz karbinol ve soluk sar1
renkli ¢alkon formu) ortamda bulundugu goriilmektedir. pH 5 ve 6 degerleri arasinda
sadece iki formun hakim oldugu goriilmektedir. Bunlar sirasiyla; karbinol psédobaz
(B) ve calkon (C) formudur. Denge halindeyken hangi formun hakim oldugu,
ortamin pH degerine baghidir. pH degerlerinde meydana gelen artig ile birlikte

karbinol veya psddobaz formunun (B) miktar1 artarken, buna paralel olarak flavilyum
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katyonu formu (AH ) aym diizeyde azalir. pH degeri degistikge bu dort farkli yapi
birbirine doniisebilir [Castafieda-Ovando vd., 2009; Cavalcanti vd., 2011; Limo6n vd.,
2013].

Alkali bir antosiyanin ¢ozeltisinin renginin, pH degerinin asidik degerlere
getirilmesi ile degistirilmesi miimkiindiir. Bu durumda, antosiyanin molekiiliiniin
denge formlar1 flavilyum formunun baskin oldugu tarafa kayar ve ortam yine kirmz
renk alir. Bununla birlikte, pH degeri ¢ok yiiksek oldugu kosullarda kararsiz iyonik
calkonlar olusmus durumdadir ve ortam pH degerinin degistirilmesi ile tekrar
antosiyanin pigmetinin canli renk formlarinin elde edilmesi, antosiyanin molekiilii
degrede oldugundan miimkiin degildir [Rein, 2005]. Sekil 2.5. antosiyanin kararliligi

iizerinde pH etkisinin 6nemini 6zetlemektedir.
2.1.2.2. Sicaklik

Antosiyanin bozunumu iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olan bir diger faktor
de sicakliktir. Uriiniin renk kalitesi ve beslenme &zellikleri iizerinde belirgin bir
etkisi olan antosiyanin pigmentleri 1s1l islem sirasinda kolayca pargalanabilmektedir.
Isitmamn siddeti ve siiresi antosiyanin kararlilig: lizerinde gii¢lii bir etkiye sahiptir
[Patras vd., 2010]. Isil islem gergeklestirilen ortamin sicakligina bagli olarak, 1sil
bozunum, o6zellikle oksijen varliginda kahverengi pigmentlerin olusumuna neden
olmaktadir [Cavalcanti vd., 2011].

Isil islem sirasinda, 1s1l islem sicakligi ve siiresinin artis1 antosiyanin ve
kopigment miktarini, dolayisiyla kopigmentasyon kompleksini etkilemektedir.
Bunun sonucunda, ana absorbsiyon pikinde hiperkromik etki ve batokromik kayma
meydana gel mektedir [Bakowska vd., 2003].

pH 2-4 degerlerinde sicaklik artis1 glikozidik baglarin hidrolizi ile antosiyanin
pigmentinin glikozil kisimlarimin bozunmasina neden olmaktadir. Bu durum

glikozidik formlara nazaran antosiyanin aglikonunun kararlih@mn disiik olusu
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sonucunda daha ¢ok renk kaybina yol agmaktadir. Calkon olusumunun antosiyanin

pigmentinin 1s1l bozunumunun ilk basamagi oldugu kabul edilmektedir [Rein, 2005].

HO 0.0

0-glikozid
0
S Ara
tinler

7 H
~—  n i
7 0-glkodd S OH
HO
R:

Sekil 2.6. Antosiyanin monoglikozitin 1s1l bozunumu (pH 3,7) (Rein, 2005)

2.1.2.2.1. Antosiyaninlerin Bozunma Kinetigi

Yapilan aragtirmalar, antosiyaninlerin, meyve sular1 ve konsantrelerinde
bozunma reaksiyonunun birinci mertebe reaksiyon kinetigine gore gercgeklestigini
gostermektedir. Caligsmalar, antosiyanin konsantrasyonuna karsi zaman grafigi
cizildiginde tstel bir egri, antosiyanin konsantrasyonunun dogal logaritmasina karsi

zaman grafigi ¢izildiginde ise lineer bir dogru elde edildigini ortaya koymustur.

Sadilova ve arkadaslarinin (2006) olusturdugu 1si1l bozunum semasina gore
(Sekil 4.14.) antosiyaninler bozunurken ilk once deglikozillenme ile ksilozil
molekiiliiniin antosiyanin molekiilinden ayrildigi tespit edilmistir. Ksilozil
molekiillerinin pargalanmasimin ardindan ortaya ¢ikan ara iirliniin de antosiyanin
tirevli oldugu bildirilmistir. Sekil 4.14. incelendiginde acilli ve agilsiz

antosiyaninlerin bozunma mekanizmalarinin birbirinden farkli oldugu goriilmektedir.

Acilsiz antosiyaninlerde deglikozillenme sonucu ii¢ sekerli antosiyaninlerin
iki sekerli antosiyaninlere, iki sekerli antosiyaninlerin tek sekerli antosiyaninlere
donistiigii tespit edilmistir. Deglikozillenme tepkimelerinin ardindan antosiyanin
aglikonu aciga ¢iktign goriilmiistiir. Aglikonun pargalanmasi ile de fenolik asit ya da
fenolik aldehit olustugu saptanmustir [Sadilova vd., 2006].
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Agilli antosiyaninlerde de deglikozillenme ile sekerlerin antosiyanin
molekiiliinden ayrilmasi sonucu agilsiz antosiyaninlerde oldugu gibi antosiyanin

aglikonu ve fenolik asit agi1ga ¢iktig1 belirlenmistir [Sadilova vd., 2006].

Wang ve Xu (2007) yaptiklar1 ¢aligmada 60 - 90°C aralifinda bogiirtlen
antosiyaninlerinin  birinci mertebe reaksiyon kinetigine gore bozundugunu
bildirmislerdir. 8,90 °Brix bogiirtlen suyunda 60 - 90°C araliginda antosiyaninlerin
yartlanma Omiirlerinin sicaklik artisina paralel olarak azaldigi ve degerlerinin

sirastyla 16,7; 8,8; 4,7 ve 2,9 sa olarak bulundugu rapor edilmistir.

Kirca ve arkadaglart (2007a) tarafindan yapilan calismada, kara havug
antosiyaninlerinin bozunma kinetiginin de birinci mertebe reaksiyon kinetigine gore
gerceklestigi bildirilmistir. pH 4,3 degerinde 45 °Brix kara havug antosiyanin
konsantresinde 70, 80 ve 90°C igin reaksiyon hiz sabitleri sirasiyla, 0,78x10°%,
1,68x1073, 3,57x107 dk™ olarak bulunmustur.

2.1.2.3 Oksijen

Oksijen molekiiliiniin, antosiyaninlerin bozunma siire¢lerini hizlandirdig
bilinmektedir. Ortamda bulunan oksijenin elimine edilmesi 1sil bozunuma karsi
koruma saglamaktadir. Yiiksek ortam sicakligina ek olarak, ortamda oksijenin varlig
tiziimsii meyvelerden elde edilen meyve sularimin ve ayristirilmis antosiyaninlerin
bozunumu tizerinde ciddi bir etkiye sahiptir. Oksijen kaynakli antosiyanin
instabilitesi ozellikle pH degisimlerinden etkilenmektedir. Oksijen varliginda pH ne
kadar yiiksekse antosiyanin bozunumunun da o 6l¢iide kuvvetli oldugu bilinmektedir
[Cavalcanti vd., 2011; Rein, 2005].

2.1.2.4 Isik
Isik, antosiyaninlerin biyosentezi igin gerekli bir unsur iken; aym zamanda

antosiyanin bozunumunu da hizlandirdigt bilinmektedir. Karanlikta muhafaza

edildiklerinde antosiyaninlerin renklerinin daha stabil oldugu goriilmektedir.
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Kearsley ve Rodriguez’in yaptiklari galisma sonucunda aym kosullarda, oda
sicakliginda, biri 1sik altinda, biri karanhikta muhafaza edilen antosiyaninler
arasindaki farkin 24 saatlik siirenin sonunda acikga goriilebildigi bildirilmistir
[Cavalcanti vd., 2011].

2.1.2.5 Konsantrasyon

Antosiyanin konsantrasyonunda meydana gelen artisin renk kararliliginin
artisina katkida bulundugu bildirilmektedir. Skrede ve arkadaslari yaptiklar1 ¢aligma
ile antosiyanin konsantrasyonun arttirilmas: sonucu renk kararliligi daha yiiksek ¢ilek

surubu elde edilebilecegini tespit etmislerdir [Cavalcanti vd., 2011].

Sadilova ve arkadaslarn yaptiklari ¢alismada agil grubunda metoksillenmenin
antosiyanin pigmentinin 1s1l kararliligim arttirdigim bildirmislerdir. Bunun yamn sira
1s1l islem esnasinda artan kati madde miktarlarina paralel olarak antosiyanin
yikimimin da arti@i gbzlenmistir. Bunun da, daha yiiksek kati madde igeren
cozeltilerde molekiillerin birbirlerine olan yakinliklarinin artig1 ile reaksiyona girme
isteklerinin artmasi sonucu ortaya ¢iktig diistiniilmektedir. Sonug olarak molekiil-i¢i
ve molekiiller-arast kopigmentasyon, glikozillenme ve acillenme derecesinin artisi

antosiyanin pigmentinin pH, 1s1 ve 1s1k kararliligim artirmaktadir [Patras vd. 2010].

2.2. ANTOSIYANINLERIN KOPIGMENTASYONU

Kopigment molekiiliiniin antosiyanin pigmentine baglanmasi sonucu arada
olusan baglar, flavilyum iyonunda bulunan suyun niikleofilik ataginin 6nlenmesine
yardimc1 olmaktadir. Niikleofilik su atagimn Onlenememesi durumunda renkli
flavilyum 1yonu renksiz psddobaz formuna doniisecektir. Bunun sonucunda da renk
kayiplart meydana gelecektir. Antosiyanin ve kopigment molekiilii arasinda meydana
gelen molekiiler etkilesimler hiperkromik etki ve batokromik kayma meydana
gelmesine neden olur. Verilen bir pH degerinde, antosiyanin ¢ozeltilerinin renk
yogunlugunun artis1 hiperkromik etki olarak ifade edilirken; antosiyanin-kopigment

kompleksinin goriiniir bolgedeki maksimum absorbansinin dalga boyunda meydana
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gelen degisim batokromik kayma olarak ifade edilmektedir [Bakowska vd., 2003;
Istanbullu, 2007].

Yapilan aragtirmalar, bitkilerde renk kararliligim saglayan ana mekanizmanin
antosiyaninler ile diger fenolik maddeler, daha genel bir tammlamayla kopigmentler
(sinapik asit, rozmarinik asit, kafeik asit, gallik asit, tanik asit v.b.) arasindaki
molekiiler etkilesimler oldugunu gostermektedir [Bakowska vd., 2003].
Kopigmentasyon olgusu ilk olarak Willstétter ve Zollinger tarafindan 1916 yilinda
ortaya atilmugtir. Ortama tannik asit ya da gallik asit ilavesi yapildiginda iiziim
antosiyanininin, oenin (malvidin 3-glikozit), renk yogunlugunun maviden kirmiziya
degistigini bildirmislerdir [Awika, 2008]. Dogal halde kararsiz olarak bulunan
antosiyaninlerin kararlih@g kopigmentasyon ile dogrudan veya zayif bag
etkilesimleriyle arttirilabilmektedir [Rein, 2005].

Son yillarda yapilan ¢aligsmalar, kopigmentasyon sonucunda elde edilen gida
boyalarimin daha parlak ve renk acisindan daha kararli oldugunu gdstermektedir.
Kararliligin arttirilmasina  yonelik bir ¢alisgma olan kopigmentasyon, renkli
antosiyaninin diizlemsel polarize cekirdek formuna (flavilyum iyonu, kuinoidal

formlar1) kopigment molekiiliiniin tutunmasiyla olusmaktadir [Dangles vd., 1992].

Antosiyanin molekiiliiniin aglikon yapisi kopigmentasyon hizint ve derecesini
onemli Olgiide etkilemektedir. Kopigmentasyon derecesini etkileyen faktorlerden

bazilar1 arasinda pH, ¢6zeltinin iyonik giicii, sicaklik ve pigment-kopigment oram
sayilabilmektedir [Awika, 2008].

Kopigmentasyon  tepkimeleri  bir ka¢  farkli  mekanizma ile
gerceklesebilmektedir. Bu tepkimelerden en Onemlileri ise; molekiiller-arasi ve
molekiil-igi  etkilesimler aracilifiyla gerceklesen tepkimelerdir. Antosiyanin
pigmentlerinin kendi aralarinda birlesmesi ya da metaller ile kompleks olusturmasi
sonucunda da kopigmentasyon tepkimeleri gergeklesebilmektedir [Cavalcanti vd.,
2011].
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2.2.1. Molekiil-i¢gi Kopigmentasyon

Kopigmentasyonun en etkili sekillerinden biri aromatik ve/veya alifatik
asitlerin antosiyanidin ¢ekirdegine seker molekiili araciligi ile agillenmesidir
(molekiil-i¢i kopigmentasyon) [Istanbullu, 2007]. Bu kopigmentasyon prosesinde
kopigment, antosiyanin molekiiliinlin bir parcasidir ve kopigmentasyon,
antosiyaninlerin kromofor gruplari ile antosiyanin yapisinda bulunan kopigmentin,
kovalent bag yaparak ayni seker molekiiliine baglanmasi sonucu olusmaktadir

[Cavalcanti vd., 2011].

Aglikon Seker Kopigment Asit

< - L B L | E—

Molekiil-igi
kopigmentasyon

—j

Sekil 2.7. Molekiil-i¢i kopigmentasyon

Acil gruplarimin sayisi, yapisi, antosiyanin pigmentinin seker molekiiliine
baglanma pozisyonu molekiiller-i¢i kopigmentasyon iizerinde etkili parametrelerdir.
Kovalent bag olusumu nedeniyle molekiiller i¢i kopigmentasyonun molekiiller arasi
kopigmentasyona gore daha etkili oldugu disiiniilmektedir [Jettanapornsumran,
2009].

Saraplarin olgunlagsmasi ve yillanmas: ile birlikte zaman igerisinde
antosiyanin konsantrasyonunda azalma meydana geldigi, bununla birlikte A ve B tipi
vitisinler ve diger piranoantosiyaninler gibi antosiyanin tiirevli triinlerin olustugu
tespit edilmistir. Olusan bu bilesiklerin antosiyaninlerden daha fazla renk
kararliligina sahip olduklar1 bildirilmistir [Oliveira vd., 2014].
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Meyve suyu iretiminde antosiyanin kaybi Onemli bir faktor olarak
gortiilmektedir. Brenes ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada, kirmuzi {iziim
antosiyaninlerinden yapilan model meyve suyunda ortamda askorbik asit varliginda,
25 ve 35 °C’ de depolamanin antosiyanin kararliligina etkisi incelenmistir. Kofaktor
olarak biberiye polifenolleri (0, 0,2 ve % 0,4) kullamlmistir. Kofaktor eklenmesinin
meyve sularinda daha yogun kirmizi renk gozlenmesine, hiperkromik etkiye (%178)
ve batokromik kaymaya (23 nm) sebep oldugu bildirilmistir. Depolama sirasinda
antosiyanin ve askorbik asit bozunumunun birinci mertebe reaksiyon kinetigine gore

gergeklestigi tespit edilmistir [Brenes vd., 2005].

2.2.2. Molekiiller-arast Kopigmentasyon

Molekiiller-arast kopigmentasyon, renkli antosiyanin molekiilii ile renksiz
kopigment molekiilinin molekiiller-arasi kovalent olmayan etkilesimi olarak
tammlanmaktadir. Molekiiller-arasi kopigmentasyonun hem flavilyum katyonu hem
de antosiyaninin kuinoidal baz formu arasinda hidrojen baglarinin olugsmasi ya da

hidrofobik etkilesim yolu ile gerceklestigi dne siiriilmektedir [Istanbullu, 2007].

¢ !

¢ .

Sekil 2.8. Molekiiller-arasi kopigmentasyon

Kopigmentasyon siireci, kirmiz1 saraplarda iizim kompozisyonu ve renk
arasindaki iliski lizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Ayrica yillanmus saraplarin
rengini belirleyen yeni pigmentlerin olusumunun gerceklestigi birinci asama olarak
goriilmektedir. Sarap yapiminda kullanilacak tiziimiin karakteristik yapisi ve sarap
prosesine bagli olarak degisim gostermekle birlikte, flavonoidler ve hidroksisinamoil
tirevlerinin kirmuz1 saraplarda etkin olan kopigmentler arasinda bulunudugu

belirtilmistir [Gonzalez-Manzano vd., 2009].
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Kopigmentasyon sirasinda renkli antosiyanin ile renksiz kopigment molekiilii
arasinda meydana gelen zayif etkilesimler sonucunda sandvi¢ tipi bir yap1
olusmaktadir. Kompleks olusumu sirasinda kromenol (renksiz bilesik) ve koyu
kirmiz1 flavilyum iyonu arasindaki denge flavilyum iyonunun oldugu tarafa dogru
kaymaktadir. Bunun sonunda saraplarin renk yogunlugunun arttigi bildirilmistir

[Kunségi-Maté vd., 2006].

Jettanapornsumran [2009] tarafindan yapilan ¢alismada Asen ve arkadaslari
ile Brouillard ve arkadaslarina gore molekiiller arasi kopigmentasyonun arkasindaki
mekanik itici gli¢lerin hidrojen bag ve hidrofobik etkilesimler oldugu bildirilmistir.
Antosiyanin pigmentinin molekiil yapisimn da kopigmentasyon derecesi iizerinde
etkili oldugu saptanmustir. Ornegin, 3-monoglikozit antosiyanininin en yogun renk
degerlerine pH 3,5-4,2 araliginda ulastign tespit edilirken, 3,5-diglikozitlerin, 3-
acilglikozit-5-glikozitin en yogun renk degerlerine pH 3,1 degerinde ulastig1 ortaya

konulmustur [Jettanapornsumran, 2009].

Euterpe oleracea meyvesinde dogal olarak bulunan ve disaridan eklenmis
polifenolik kofaktorlerin, meyvenin renk kararlilig izerindeki etkilerinin arastirildig
bir calismada kofaktor olarak Afrika kizil cayr ve biberiye ilave edilmistir. Afrika
kizil g¢ayr ilave edilmis Orneklerde antosiyanin renginin %45,5 daha yogun,
antosiyanin kararliligimn ise kopigmente olmamus Orneklere gore %40,7 arttigi,
biberiye polifenollerinin de aym kopigmentasyon etkisini gostererek renk
yogunluguna katkida bulundugu gézlemlenmistir [Pacheco-Palencia ve Stephen,
2010].

Cilek antosiyaninlerinin 1s1l kararliliklarinin incelendigi bir c¢aligsmada,
kopigment kaynag olarak fenolik bilesenlerce zengin giil yaprag eklenmesi
sonucunda  riiniin  tadinda herhangi bir degisiklik olusmazken, ¢ilek
antosiyaninlerinin 1s1l bozunumunun yavasladigi gézlemlenmistir. Isitma siiresinin
artmasi ile birlikte pigment konsantrasyonunda azalma gozlemlenmistir. iki saat
sonunda kopigmente olmamus Ornekte bulunan pigment konsantrasyonu %63 iken

kopigmente olmus 6rnekte bulunan pigment miktar1 %70’tir [Shikov vd., 2008].
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Kirca ve arkadaslarimin yaptiklar1 calismaya gore, cilek receli gibi cilek
tiirevli {rtinlerin rengi proses ve depolama sirasinda bozunmaya karsi duyarli ve
kararsiz bir yapidadir. Bu nedenle, bu iirlinlerin renk kararliliklarimin dogal gida
boyalar1 veya antosiyanin kaynakli iiriinler yardimiyla arttirilmas: gerekmektedir.
Cilek suyuna, kopigment olarak ferulik asit, sinapik asit ve rozmarinik asit gibi
fenolik asitler eklenmesi sonucu ¢ilek suyunun renk kararliligimin artti g1 gézlenmistir

[Kirca vd., 2007b].

2.2.3. Molekiillerin Kendi Aralarinda Birlesmesi

Cavalcanti ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada (2011), antosiyanin
molekiillerinin kendi aralarinda birlesmesi sonucu kararliliklarinin artisimn ilk olarak
Asen ve arkadaslar1 tarafindan fark edildigi bildirilmistir. Antosiyanin
konsantrasyonunun (siyanidin 3,5-diglikozit) 10 M’dan 10 M’a artirilmasi sonucu
Beer’s Yasasindan pozitif bir sapma meydana gelmektedir. Bunun sonucunda
goriiniir bolgede antosiyanin pigmentinin maksimum dalga boyunun degistigi ve
verilen bir pH degerinde daha yogun bir renge sahip oldugu tespit edilmistir
[Cavalcanti vd., 2011].

o A%
v &

Sekil 2.9. Molekiillerin kendi aralarinda birlesmesi

2.3. KARA HAVUC ANTOSIYANINLERI

Kara havugta temel olarak tiimii siyanidin tiirevleri olan iki tanesi agilsiz, ii¢
tanesi acilli bes farkli antosiyanin bulunmaktadir. Agilsiz antosiyaninler siyanidin-3-
ksilozil-glikozil-galaktozit ve siyanidin-3-ksilozil-galaktozit; diger {igii ise sinapik,
ferulik ve kumarik asitlerle agillenmis siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit’lerdir
[Montilla vd., 2011].

16



Bay, B., 2015. Kara Havug¢ Antosiyaninlerinin Kopigmentasyon ile Kararliliklarimn Degisimi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

0 0 Q
chOQ/vLOH H3COU\)LOH /@/\\J\OH
HO
HO HO

OCH,3
Sinapik asit Ferulik asit Kumarik asit
Sekil 2.10. Kara havugta bulunan agilli antosiyaninlere baglanan aromatik asitlerin
yapilari
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Cy 3-(2"Xyl-6"-p-coumaroylGlc-Gal) : R1:H RZ:H
Cy 3-(2"Xyl-6"-feruloylGlc-Gal) : R1:H RZ:H
Cy 3-(2"Xyl-6"-sinapoylGlc-Gal) : R1=H RZ:H

Sekil 2.11. Kara havugta bulunan agilli antosiyaninlerin kimyasal yapilari

2.4. POLIFENOLIK BILESENLER
2.4.1. Nar (Punica granatum L.) Kabugu Fenolik Bilesenleri

Nar, Iran, ABD (Kaliforniya), Tiirkiye, Misir, Italya, Hindistan, Sili ve
Ispanya gibi tropikal ve subtropikal bolgelerde, farkli mikroklima bélgelerinde,

yetistirilebilen bir meyvedir [Fischer vd., 2011].

Nar, meyve kabugu ve mezorkarpinda bulunan polifenoller, 6zellikle hidroliz

olabilen tanenler, agisindan zengin bir meyvedir. Tanen fraksiyonu, temel poliol
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molekiillerinin gallik asit ve ellajik asit esterlerinden olusmaktadir [Fischer vd.,
2011].

Nar kabugu, meyve Oziitiine kiyasla polifenolik bilesenler yoniinden oldukca
zengindir [Li vd., 2006]. Nar kabugunda baskin olan polifenolik bilesen hidrolize
edilebilir tanenlerden olan ellajitanenler iken, punikalajin, galloyl-HHDP-hekzosit,

granatin B, digalloyl-HHDP-glukonik asit ve bis-HHDP-hekzosit yoniinden oldukca

zengindir. Bunun yam sira, nar meyve oziitinde de ellajik asit ve tlirevleri ile gallik

asite rastlamlmaktadir [Fischer vd., 2011; Kelebek ve Canbas, 2010].

OH

OH

HC

O

(@)

OH

OH
Sekil 2.12. Nar kabugu fenolik maddelerinden punikalajin ve ellajik asit

2.4.2. Mandalina (Citrus reticulata) Kabugu Fenolik Bilesenleri

Fenolik bilesenlerce zengin meyve 6ziinde en ¢ok bulunan flavon glikoziti
hesperidin iken, buna ek olarak, kabukta narirutin, hesperidin ve naringin
bulunmaktadir. Eksi mandalina tiirlerinde ise naringin yant sira, neohesperidin ve
neoeriositrin baskin olarak bulunmaktadir [Levaj vd., 2009]. Ayrica, Hayat ve
arkadaglarinin (2011) yaptiklar1 ¢alismaya gore, mandalina tiirlerinde gallik asit, p-
hidroksibenzoik asit, vanilik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit varligi tespit

edilmistir.
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Sekil 2.13. Mandalina kabugu fenolik maddelerinden narrirutin, hesperidin ve

naringin

Levaj ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada (2009), Peterson ve arkadaslarimin
mandalina ve tatli portakal tiirlerinde (Citrus sinensis) en fazla bulunan flavanon
glikozitinin hesperidin oldugunu ortaya koyduklarina deginmislerdir. Bunun yam
sira, eksi portakal tirlerinde (Citrus aurantium) naringin, neohesperidin ve
neoeriositrin flavanon glikozitlerinin baskin olan fenolik maddelerden oldugunu

bildirmislerdir [Levaj vd., 2009].

Turunggillerde aci, keskin tadin kaynaginin naringin oldugu tespit edilmistir.
Naringinin turunggillerin meyve 6ziinde bulunup bulunmamasina gore eksi veya tatli
lezzete sahip oldugu bilinmektedir. Bu 6zelliklerine ek olarak flavanoidler sagliga

yararlt biyoaktif bilesenlerdir. Bazilar1 giiclii antioksidan 6zellik gosterirken, bu
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ozellikleri sayesinde kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin olusum riskini

azalttiklar1 bilinmektedir [Levaj vd., 2009].

On dort farkli yabani mandalina genotipinde yapilan analizler sonucunda
mandalinalarin hidroksibenzoik asit, hidroksisinnamik asit ve klorojenik asit i¢erdigi
belirlenmistir. Calisilan mandalina kabuklarinda en fazla bulunan fenolik asitin
ferulik asit oldugu, bununla birlikte kafeik asit, p-kumarik asit, sinapik asit ve
klorojenik asit icerdigi tespit edilmistir [Zhang vd., 2014].

2.4.3. Giil (Rosa damascena) Petalleri Fenolik Bilesenleri

Fenolik bilesikler, antioksidan potansiyellerinin 6nemli bir belirleyicisi
olmakla birlikte, dogal antioksidan kaynaklardir. Giil petalleri fenolik bilesenler
yoniinden olduk¢a zengindir. Ozellikle gallik asit agisindan ¢ok zengin oldugu tespit
edilmistir. Petalden elde edilen ekstraktlar, diger ekstratlar ile karsilastirldiginda,
kafeik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve gallik asitlere ek olarak,
katesin ve epikatesin gibi fenolik asitler bakimindan da zengin oldugu belirlenmistir.
[Baydar ve Baydar, 2013].

Giil petallerinde, kamferol ve kuersetin glikozitleri tespit edilmistir. Schieber
ve arkadaslarimin yaptiklar1 ¢alismaya gore, bol miktarda kamferol 3-O-glikozit ve az
miktarda kuersetin 3-O-ramnozit bulundugu saptanmustir [Schieber vd., 2005]. Ham
ve saflagtirilmis ekstrakta, kamferol glikozitleri toplam bilesenlerin %65°1 oraninda
bulunuyor iken, bu oranin %30°u kamferol 3-O-glikozittir [Shikov vd., 2008].

Kuersetin Kamferol

Sekil 2.14. Giil petalleri fenolik maddelerinden kuersetin ve kamferol
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. KARA HAVUC ANTOSIY ANINLERININ OZUTLENMESI

Bu calismada Mersin’de bulunan yerel marketlerden temin edilen kara havug,
sitrik asit (Merck, 1.00242.1000, Germany), kaba filtre kagidi, cam hazneli
pargalayic1 (8011ES, HGB2WTS3, USA) ve santrifij (MEDIFRIGER BL-S,
SELECTA, Spain) kullanilmustir.

Kara havug, 0,1 M sitrik asit ¢ozeltisi igerisine konularak parcalayicida
parcalanmis ve kaba filtreden gegirilmistir. Askida kalan partikiilleri uzaklastirmak

i¢in santrifiijleme islemi yapilmustir.

3.2 ANTOSIYANIN OZUTLERININ SAFLASTIRILMASI

Orziitiin saflastirilmas1 icin Amberlite XAD7 (Sigma, 37380-43-1, Germany)
recine, cam kolon (ildam, Teflon musluklu, 325 mL), vakumlu evaporatér (BUCHI
Rotavapor R-3000, Switzerland), metanol (Merck, 1.06008.2500, Germany),
hidroklorik asit (%37’lik, Merck, 1.00314.2500, Germany), dondurarak kurutucu
(TELSTAR, Cryodos-50, Spain) ve saf su kullanilmisgtir.

Kaba filtreden gegirilerek santrifiijlenen 6ziit, Amberlite XAD7 reginesi ile
doldurulmus cam kolonlarda saflastirilmistir. Reg¢ine doldurulmus cam kolondan
metanol gecirilerek reginenin aktiflestirme iglemi yapilmustir. Ardindan metanolii
uzaklastirmak icin %0,01 HCl (h/h) iceren saf su gecirilmistir. Oziit kolona
yiklenmis ve asitli su gecirilerek antosiyanin ve fenolik maddeler disindaki tiim
bilesenlerin uzaklasmasi1 saglanmistir. Kolonda tutulan antosiyaninler %0,01 HCI

(h/h) igeren metanol ile kolondan alinmistir [Rodrigez-Saona ve Wrolstad, 2001].
Elde edilen saf antosiyanin o6ziiti vakumlu evaporatorde 35-40°C’de

deristirilmig, ardindan dondurarak kurutulmus ve buzdolabinda (+4°C) muhafaza

edilmistir.
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Sekil 3.1. Saflastirilmus kara havug antosiyaninlerine ait HPLC kromatogram

3.3. ANTOSIYANIN PIGMENTLERININ KOPIGMENTASYONU

Kopigmentasyon deneyleri sirasinda etiv (SELECTA, DIGITHEAT
2001245, Spain), ogiticii degirmen (IKA WERKE M20, Germany), terazi
(Sartorius, BP221 S, Germany), ultrasonik su banyosu (elma, Transsonic 460/H,
Germany), santrifiij ((MEDIFRIGER BL-S, SELECTA, Spain), filtre (0,45um HV,
Millipore Durapore Membrane Filters, Ireland) ve UV/VIS spektrofotometre
(ANALYTK JENA AG, SPECORD 210 PLUS, Germany) kullamlmustir.
Kopigmentasyonu gerceklestirilmis orneklerin pH kararliliginin belirlenebilmesi
amaciyla disodyum hidrojen fosfat (Merck, 1.06586.0500, Germany), sitrik asit
(Merck, 1.00242.1000, Germany) ve pH metre (Hanna Instruments), kullanilmustir.

Kopigmentasyon deneyleri nar kabugu ve mandalina kabugu gibi meyve
kabuklar1 ile giil petalleri kullamlarak gergeklestirilmigtir. Kabuklar ve petaller
etivde 40°C’de kurutulduktan sonra oOgiitiicli degirmende ogiitiilerek toz haline
getirilmistir. Kopigment kaynag olarak nar ve mandalina kabuklar1 ile giil petalleri
eklenmis  antosiyanin  ¢Ozeltilerinin  ve  referans  Orneklerin  UV/VIS
spektrofotometrede spektrumlar1 alinarak batokromik kayma (Akmax) ve
hiperkromik etki (AABS) belirlenmistir. En fazla batokromik kayma gosteren
antosiyanin kopigment kompleksi i¢in optimum derisim oram %2 olarak
belirlenmistir. Kurutulan antosiyanin 6ziitleri bilinen hacimdeki %0,01’1ik HCI ile
yaklagik 1,00 = 0,05 ABS olacak sekilde ¢oziindiiril miistiir.
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Antosiyanin pigmentlerinin kopigmentasyonu icin toz kopigment kaynaklari
1,00 £ 0,05 ABS olacak sekilde ¢oziindiiriilen 6rnek icerisine %2 oramnda eklenerek
iki saat kopigmentasyonun gerceklesmesi icin ultrasonik su banyosunda
bekletilmistir. Kopigmentasyon deneylerinin ardindan, toz kopigmentleri
uzaklastirmak amaciyla santrifiijleme islemi (+4°C, 18000 rpm, 15 dakika)
yaptlmistir. Orneklerin pH kararliliklarinin belirlenebilmesi icin Mcllvain tampon
¢ozelti protokoliine gore disodyum hidrojen fosfat — sitrik asit tampon ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Hazirlanan tampon ¢ozeltiler dengeye gelebilmeleri i¢in bir saat
karanlikta bekletilmistir. Ardindan referans ve kopigmentasyonu gerceklestirilen
antosiyanin drnekleri tampon ¢ozeltiler ile seyreltilerek pH’s1 istenilen degere (pH 1,
2,2, 2,8, 3,2, 3,6, 4,2, 4,8 ve 54) ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin dengeye
gelmesi i¢in 1ki saat karanlikta bekletilmis ve 0.45 um’lik filtreden siiziildiikten sonra
spektrofotometrede 450-700 nm dalga boylar1 araliginda spektrumlari alinmistir.

Oda sicakliginda referans ve kopigment eklenmis antosiyanin 6ziitlerinde pH 1-
5,4 araliginda kopigmentasyon tepkimeleri gerceklestirilmistir. Ancak, pH 1 ¢ozeltisi
tampon ¢Ozeltisi olmadigindan, %0,01 HCl (W/h) igeren saf su oldugundan dolayz,
elde edilen sonuglarda sapmalar goriilmiistiir. Bu nedenle, pH 1 6l¢iim sonuglari

degerlendirilmeye alinmamustir.

3.4 HPLC ANALIZLERI

Antosiyanin pigmentlerinin analizlerinde Chemstation (Chem32) yazilim
sistmine sahip, pompa (Agilent 1200, G1311A), gaz giderici (Agilent 1200,
G1322A), diod array dedektor (Agilent 1200, G1315D) ve enjektorden (autosampler,
Agilent 1200, G1229A) olusan Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

kullanilmustir.

Hareketli faz olarak %100 asetonitril (Merck, 1.00030.2500, Germany) (A)
ve %4’lik o-fosforik asit (%85°lik, Merck, 1.00563.2500, Germany) (B) ile
olusturulan gradient program kullamilmustir. Lineer gradient program %6 A (0 dak.),
%25 A (18,33 dak.) ve hareketli fazin akis hiz1 1 mL/dak. olarak ayarlanmstir [Durst
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ve Wrolstad, 2001]. Ters faz C18 kolon (Zorbax SB-C18, 4,6 x 50 mm, 1,8um)

kullanilmustir.

Referans ve kopigment eklenen antosiyanin ¢ozeltilerinin  UV/VIS
spektrofotometrede spektrumlari alindiktan sonra 50 pL 6rnek alinarak dogrudan
HPLC’ye enjekte edilmistir. 280 nm, 330 nm, 440 nm ve 525 nm dalga boylarinda

kromatogramlari elde edilmistir.

3.5. ISIL KARARLILIK DENE Y1

Isil kararlilik deneyleri, pH 1-5,4 araliginda referans antosiyanin ¢ozeltisinde
ve kopigment eklenmis antosiyanin c¢ozeltilerinde 90°C’de su banyosunda
(MEMMERT WB 14, Germany) gergeklestirilmistir. Baslangi¢ absorbans degerleri
yaklagik 1.00 + 0,05 olarak ayarlanan referans ve kopigmentasyon yapilmis
antosiyanin ¢Ozeltileri cam deney tiiplerine iicer paralel olacak sekilde dagitilmstir.
Su banyosunda bekletilen tiiplerden merkezde bulunan tiipe digital termokupl
yerlestirilmis ve sicaklik 90 + 0,01 gosterdigi an deneyin 0. dakikas1 olarak deney
baslatilmistir. 0, 30, 60, 120, 240 ve 360. dakikalarda su banyosundan ¢ikartilan
ornekler buzlu su igerisinde hemen oda sicaklifina sogutularak 525 nm’deki

absorbanslar1 kaydedilerek hesaplamalar yapilmustir.

3.6. ANTOSIYANIN SPEKTRAL FOTOMETRE ANALIZLERI
3.6.1. Monomerik Antosiyanin Tayini

Monomerik antosiyanin tayini i¢in 0,025 M potasyum kloriir (KCI) (Merck,
1.04935, Germany) tamponu (pH 1), 0,4 M sodyum asetat (CH3;CO,Na.3H,0)
(Merck, 1.06267.1000, Germany) tamponu (pH 4,5), saf su, UV/VIS
spektrofotometre (ANALYTK JENA AG, SPECORD 210 PLUS, Germany) ve
quartz absorbans 6l¢iim kiiveti kullamlmustir. Spektrofotometrik 6l¢timler, érneklerin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda (Amx=525nm), saf suya Kkarsi

yapilmustir.
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Referans ve kopigmentasyona birakilmis 6rneklerin monomerik antosiyanin
igerigi, Fuleki ve Francis (1968) tarafindan gelistirilmis pH-differansiyel metoduna
gore yapilmistir. pH-diferansiyel metodunun ilkesi, monomerik antosiyaninlerin pH
1,0°da renkli flavilyum formunun egemen olmasina dayanmaktadir. Buna gore ortam
pH 1,0 ve pH 4,5 oldugu zaman Olgiilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan

antosiyanin konsantrasyonu ile orantilidir.

Absorbans okumalar1 kara havug antosiyaninlerinin maksimum absorbans
verdigi 525 nm dalga boyunda, diisiik diizeyde bulunan bulanmkligin belirlenmesi igin
ise; 700 nm’ de yapilmustir [Giusti ve Wrolstad 2001].

Antosiyanin miktar1 biitiin orneklerde, siyanidin 3-glikozit cinsinden
(MA= 445,2; ¢ = 29.600) esitlik 3.2’ye gore hesaplanmistir [Giusti ve Wrolstad
2001].

A= (A525 nm A7OO nm)pH 1.0 — (ASZS nm A700 nm)pH 4.5 (3-1)
Monomerik Antosiyanin Miktar1 (%) = (A* MA *SF x1000) /(e l) (3.2)

A= Absorbans degeri

MA= Antosiyanin pigmentinin molekiil agirlig
SF= Seyreltme faktorii

e= Molar absorpsiyon Katsayisi

I= Absorbans 6l¢lim kiivetinin hiicre kalinligt (1cm)

3.6.2 Renk Yogunlugu, Polimerik Renk ve Kahverengilesme

Renk yogunlugu, polimerik renk ve kahverengilesme tayini i¢in potasyum
metabisiilfit (K,S,05) (Merck, 1.05057.1000, Germany) ¢6zeltisi, 0,025 M potasyum
kloriir (KCl) (Merck, 1.04935, Germany) tamponu (pH 1), saf su, UV/VIS
spektrofotometre (ANALYTK JENA AG, SPECORD 210 PLUS, Germany) ve

quartz spektrofotometre kiiveti kullamlmustir.
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Olgiimler Giusti ve Wrolstad (2001)’1n bisiilfit agartma metoduna gore
yapilmistir. Bu yontemde K,S,0s5 ¢ozeltisi ilavesi ile birlikte dogal haldeki
monomerik antosiyaninler bisiilfitle reaksiyona girerek renksiz bilesikler
olusturmaktadir. Kahverengi pigmentlerin tayini amaciyla 420 nm’de okuma

yapilmustir.

Giusti and Wrolstad (2001) protokolii kullamilarak; antosiyaninlerin
par¢alanma Olgiitleri olarak degerlendirilen renk yogunlugu, polimerik renk,
polimerik renk oram ve kahverengilesme degerleri belirlenmistir. Bu amagla,
ornekler i¢in, monomerik antosiyanin miktar1 tayininde oldugu gibi, 0,025 M KCI
tampon ¢ozeltisi (pH 1,0) kullamlarak uygun bir seyreltme oram saptanmistir. Bu
seyreltme orammna gore Ornekler saf suyla seyreltilmistir. ki ayr1, 1 cm hiicre
kalinligindaki, quartz kiivetin her birine seyreltilmis Orneklerden 2,8 mL alinip,
birinin tizerine 0,2 mL K;S,05 (%20, w/v, K,S,0s) ¢ozeltisi eklenmis, ornekteki
monomerik antosiyaninlerin renksiz kompleks olusturmasi saglanmistir. Buna karsin,
"polimerik antosiyanin-tanen" kompleksleri ve "melanoidin” pigmentleri ise,

bisiilfite kars1 direng gostererek renklerini korumusglardir.

Diger kiivete ise, bisiilfit ¢ozeltisi yerine 0,2 mL saf su eklenerek her iki
kiivet 15 dk siireyle denge olusumu igin karanlikta beklemeye birakilmislardir. Bu
siire sonunda, her iki kiivetteki ¢ozeltilerin absorbans degerleri 420 nm, 525 nm ve
700 nm dalga boylarinda 6l¢iilmiistiir. Ol¢iimler saf suya kars1 yapilmistir. Olgiim
sonuglart asagida belirtildigi gibi renk yogunlugu, polimerik renk, polimerik renk

orani ve kahverengilesme olarak degerlendirilmistir.

3.6.2.1. Renk yogunlugu

Renk yogunlugu, K,S,05eklenmemis kiivette bulunan 6rneklerin, 525 nm ve
420 nm dalga boylarindaki absorbanslar1 toplamu olarak tammlanmaktadir. Renk
yogunlugu esitlik 3.3 kullamlarak hesaplanmustir [Giusti ve Wrolstad 2001].

A= (As20 nm — A700nm ) + (As25nm — Az00nm) * SF (3.3)
SF= Seyreltme Faktorii
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3.6.2.2. Polimerik Renk

Polimerik renk; K,S;0s uygulanmis kiivette bulunan 6rneklerin 525 nm ve
420 nm dalga boylarindaki absorbanslari toplamu olarak tanimlanmaktadir. Esitlik
3.4 kullamlarak hesaplanmistir [Giusti ve Wrolstad 2001]..

A= (A420 nm ~ A700 nm ) + (A525 nm ~ A700 nm) * SF (3-4)

SF= Seyreltme Faktorii
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. KARA HAVUC ANTOSIYANINLERI

Kara havugta hepsi siyanidin tiirevli olan iki tanesi agilsiz, ii¢ tanesi tek-agilli
bes farkli antosiyanin bulunmaktadir. Agilsiz antosiyaninler siyanidin-3-ksilozil-
glikozil-galaktozit ve siyanidin-3-ksilozil-galaktozit; agilli antosiyaninler ise sinapik,
ferulik ve kumarik asitlerle agillenmis siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit’lerdir
[Montilla vd., 2011]. Bu antosiyaninler arasinda ferulik asit ile agillenmis siyanidin-
3-ksilozil-glikozil-galaktozit’in en yiiksek miktarda bulundugu bilinmektedir
[Sadilova vd., 2006].

Antosiyaninlerin yiiksek sicaklik ve pH degerlerinde kolay bozunma
egiliminde oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, son yillarda antosiyaninlerin 1sil
kararliligim ve pH kararliligim arttirmak igin yapilan kopigmentasyon ¢aligmalar1 hiz
kazanmugtir. Bu ¢alismada saflastirilmig referans antosiyanin 6ziitii ve nar kabuklari,
mandalina kabuklari, giil petalleri ile kopigmentasyonu gergeklestirilmis antosiyanin
oziitinin pH kararliigt ve 90°C’de 1sil kararlilign incelenmigtir. Ayrica,
termodinamik Ol¢limler yapilarak Onerilen matematiksel modele uygunlugu

tartisilmustir. Elde edilen sonuglar ekler dizininde verilmistir.

4.1.1. Kara Havug Suyunun Spektral Ozelikleri

Referans kara havug spektrumu Sekil 4.1° de verilmistir.

1.500 T T T

525 nin

/ \
ABS M,

1 L 1
0'000400 450 500 550 600

Dalga boyu

Sekil 4.1.Referans kara havug suyu spektrumu (A s 525 nm, Abs: 1,144)
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Kara havug suyunun spektral 6zelligini yansitan Sekil 4.1.’de goriildiigii gibi
kara havu¢ suyunun maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu 525 nm olarak

belirlenmistir.

4.2. SAFLASTIRILMIS KARA HAVUC ANTOSIYANINLERININ
KOPIGMENTASYONU

Nar kabugunun punikalajin, galloyl-HHDP-hekzosit, granatin B, digalloyl-
HHDP-glukonik asit ve bis-HHDP-hekzosit gibi fenolik bilesenler yoniinden zengin
oldugu bilinmektedir. Bunun yam sira nar kabugunda, ellajik asit ve tiirevleri ile
gallik asite de rastlamlmaktadir [Fischer vd., 2011]. Mandalina kabuklarinda da bol
miktarda narirutin, hesperidin, naringin, p-kumarik ve ferulik asit gibi fenolik
bilesenler bulundugu bilinmektedir [Hayat vd., 2011; Levaj vd., 2009]. Giil
petallerinde bulunan olas1 fenolik maddelerin ise gallik asit, kamferol, kuersetin,
kafeik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, katesin ve epikatesin oldugu
tespit edilmistir [Baydar ve Baydar, 2013; Schieber vd., 2005]. Nar kabugu,
mandalina kabugu ve giil petallerinde bulunan 6zellikle halka yapidaki fenolik
maddelerin kara havugta bulunan antosiyaninler ile zayif etkilesimler olusturarak

kopigmentasyona neden olabilecegi diisliniilmiistiir.

Nar kabuklari, mandalina kabuklar1 ve giil petalleriyle kopigmentasyon
yapilmis Orneklerde maksimum dalga boyunda (A, absorbans (ABS) artisi
(hiperkromik etki) ve maksimum dalga boyundaki kayma (batokromik kayma)
kopigmentasyonun gerceklestigini gostermektedir. Kara havug antosiyaninlerinin
spektral Ozelliklerindeki batokromik kayma kopigmentasyonu isaret etmektedir.
Cizelge 4.1.°de goriildiigli gibi absorbansta ¢ok fazla degisiklik olmamakla birlikte,
kopigmentasyon Oncesi referans kara havug¢ antosiyanin ¢Ozeltisinin maksimum
dalga boyu 525 nm iken, nar kabugu, mandalina kabugu ve giil petalleri ile
kopigmentasyon sonrasi 531-532 nm’ye yiikseldigi gdzlemlenmistir.
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Cizelge 4.1. Referans ve kopigmente kara havug antosiyanin ¢ozeltileri kmax ve ABS

degerleri

Ornek’ Amax ABS
Referans kara havug antosiyanin ¢ézeltisi 525 nm 1,129
Kopigment 1"+ Kara havug 6ziitii 531 nm 1,044
Kopigment 27"+ Kara havug 6ziitii 531 nm 0,951
Kopigment 3"+ Kara havug 6zitii 532 nm 1,096

* nar kabugu, ** mandalina kabugu, *** giil petalleri
1: Tablodaki degerler 6rneklerin pH kararlilik deneyleri pH 2,8 verilerinden alinmustir.

4.3 KOPIGMENTASYONUN pH KARARLILIGI UZERINE ETKISI
4.3.1. pH Etki Mekanizmasinmin Matematiksel Yaklagimu

Kopigmentasyon deneyleri Oncesinde ve sonrasinda referans kara havug
antosiyanin ¢dozeltisi ile nar kabugu, mandalina kabugu ve giil petalleri ile
kopigmentasyonu yapilmis antosiyanin g¢ozeltilerinin termodinamik davramsimn
incelenmesinde, Figueiredo ve arkadaslarinin (1996) gelistirdikleri matematiksel

yaklagim kullanilmustir. Buna gore;

AH" «&5CP (1)
CP+H,0« % 5B+H"* )
CP<« X SA+H* 3)

Burada, AH": Flavilyum katyonu; CP: Molekiil-aras1 kompleks;

B: Hemiasetal ve kalkon; A: Kuinodal formlarim, K< : Hidratlanma denge sabitini;
K" Deprotonlanma denge sabitini ve K, : Flavilyum:Kompleks denge sabitini

ifade etmektedir. Bu durumda bir antosiyanin ¢6zeltisinin toplam derisimi (Cy);

C, =|AH " |+[cP]+[A]+[B] 4)
ABS =, . |AH " |+ e [CP]+ &,[A] (5)
ABS,=¢, .C; (6)
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Burada, ABS: Cozeltinin herhangi bir pH degerindeki goriiniir bolge
maksimum absorbansini; ABS,: Cozeltinin pH<2,2 degerindeki goriiniir bolge
maksimum absorbansini; ¢: Degisik formlarin molar absorpsiyon katsayilarim ifade

etmektedir.

Sekil 4.2.°de referans kara havug antosiyanin ¢ozeltisinin, Sekil 4.3.’te ise nar
kabuklar1 ile kopigmentasyon yapilmus kara havug antosiyanin ¢ozeltisinin, Sekil
4.4.°te mandalina kabuklar1 ile kopigmentasyon yapilmus kara havug antosiyanin
cozeltisinin, Sekil 4.5’te giil petalleri ile kopigmentasyon yapilmus kara havug
antosiyanin ¢ozeltisinin farkli pH degerlerinde, oda sicakliginda, gergeklestirilen

termodinamik 6lgtimlerinden elde edilen spektrumlar1 goriilmektedir.

Absorbans

400 450 500 550 600 650 700
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.2. Referans antosiyanin ¢6zeltisi termodinamik 6lgiim spektrumlari: (1) pH
2,2;(2) pH 2,8; (3) pH 3,2; (4) pH 3,6; (5) pH 4,2; (6) pH 4,8; (7) pH 5,4
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Absorbans

400 450 500 550 600 650 700
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.3. Nar kabuklar1 ile kopigmente antosiyanin ¢ozeltisi termodinamik 6l¢lim
spektrumlari: (1) pH 2,2; (2) pH 2,8; (3) pH 3,2; (4) pH 3,6; (5) pH 4,2; (6) pH 4,8;
(7)pH5,4

2.5

Absorbans

700

400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4. Mandalina kabuklar1 ile kopigmente antosiyanin ¢ozeltisi termodinamik
ol¢tim spektrumlari: (1) pH 2,2; (2) pH 2,8; (3) pH 3,2; (4) pH 3,6; (5) pH 4,2; (6)
pH 4,8; (7) pH 5,4
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Sekil 4.5. Gil petalleri ile kopigmente antosiyanin ¢ozeltisi termodinamik Slglim
spektrumlart: (1) pH 2,2; (2) pH 2,8; (3) pH 3,2; (4) pH 3,6; (5) pH 4,2; (6) pH 4,8;
(7)pH 5,4

Goriniir bolgede, ¢ok asidik ortamda (pH<2,2) antosiyanin ¢ozeltisinde baskin
olan form flavilyum katyonu (AH") formudur. Bu nedenle, &lgiilen absorbans
dogrudan AH" katyonunun derisimini ifade etmektedir. Ortam pH’simn artis1 ile
birlikte (pH 2,2-3,6) kuinoidal form olusmaya baslamaktadir. Goriiniir bolgede
spektrumun sag kolunda, pH artis1 ile yiikselen bir tepe olugsmaya baslamaktadir
(Sekil 4.2., 4.3., 4.4. ve 4.5.). Olusan bu yeni absobans bandi kuinoidal bazlara
ozgudir [Figueiredo vd., 1996].

Yiksek pH’daki goriiniir bolge spektrum bandindan, sadece flavilyum
katyonunun baskin oldugu pH<2,2’deki spektrum band: ¢ikarildiginda geriye kalan
spektrum kuinoidal bazina aittir. Sekil 4.6., 4.7., 4.8. ve 4.9°da pH’ya bagli olarak

kuinoidal form olusumundaki artis gézlenmektedir.
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Sekil 4.6. pH 2,2 referans kara havug antosiyanin spektrumu ¢ikarilarak elde edilmis
farklt pH degerlerindeki kuinoidal baz spektrumlari: (1) pH 5,4; (2) pH 4,8; (3) pH
4,2: (4) pH 3,6; (5) pH 3,2; (6) pH 2,8
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Sekil 4.7. pH 2,2 nar kabuklar1 ile kopigmentasyon tepkimelerine birakilmug kara
havug antosiyanin spektrumu ¢ikarilarak elde edilmis farkli pH degerlerindeki
kuinoidal baz spektrumlari: (1) pH 5,4; (2) pH 4,8; (3) pH 4,2; (4) pH 3,6; (5) pH

3,2;(6) pH 2,8
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Sekil 4.8. pH 2,2 mandalina kabuklar1 ile kopigmentasyon tepkimelerine birakilmisg

kara havug antosiyanin spektrumu ¢ikarilarak elde edilmis farkli pH degerlerindeki

kuinoidal baz spektrumlari: (1) pH 5,4; (2) pH 4,8; (3) pH 4,2; (4) pH 3,6; (5) pH

3,2; (6) pH 2,8
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Sekil 4.9. pH 2,2 giil petalleri ile kopigmentasyon tepkimelerine birakilmus kara
havug antosiyanin spektrumu c¢ikarilarak elde edilmis farkli pH degerlerindeki
kuinoidal baz spektrumlari: (1) pH 5,4; (2) pH 4,8; (3) pH 4,2; (4) pH 3,6; (5) pH
3,2; (6) pH 2,8
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Sekil 4.6., 4.7., 4.8. ve 4.9. incelendiginde mandalina kabuklar1 ve giil
petalleri ile gerceklestirilen kopigmentasyon tepkimeleri sonucunda antosiyanin
molekiiliiniin kararliligimn artmasi ile birlikte flavilyum iyonunun baskin oldugu,
dolayistyla kuinoidal baz olusumun daha az oldugu goriilmektedir. Referans
antosiyanin ¢Ozeltisi ile kopigment eklenen antosiyanin ¢ozeltilerinin kuinoidal baz
goriiniir bolge spektrumlari karsilastirildiginda, mandalina kabuklar1 ve giil petalleri
ile kopigmentasyon yapilmig antosiyanin ¢ozeltisinde pH-bagimli kararlihgin daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Nar kabuklari ile kopigmentasyon yapilmis antosiyanin
cozeltisinde ise kuinoidal baz olusumunun referans antosiyanin ¢ozeltisi ile benzer
bir davrams sergiledigi goriilmiistiir. Literatiirde [Figueiredo vd., 1996] genellikle,
kuinoidal tabammn nétr pH degerlerine yakin olustugu kabul edilmektedir. Ancak,
Sekil 4.6., 4.7., 4.8. ve 4.9.daki spektrumlardan kuinoidal bazin asidik pH
degerlerinde olusmaya basladigi ve yliksek pH degerlerinde baskin form oldugu
goriilmektedir. Bu bulgular Figueiredo ve arkadaglarimn (1996) Onerdikleri
matematiksel yaklagim ile uyumludur.

Denklem (5) ve (6) birbiriyle oranlandiginda;

i+1+ ! (thp + Kfp)
ABS, K,  |H'] 0
ABS 1 | &cp 1 &, K CP

Kl € ant ’ [H +J

gAH*
denklemi elde edilmektedir.

ABS,
ABS

a karsili cizildiginde (Se 10., 4.11., 4.12. ve 4. eneyse
k lk[I-;L_*] izildiginde (Sekil 4.10., 4.11., 4.12 4.13) d |

verilerle modelin uyumlu oldugu gdzlenmistir.
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. 1
Sekil 4.10. Referans kara havug antosiyaninin ABSS ’a karsilik denklem
ABS |H * |
(7)’ye gore egrisi

ABS,/ABS
=

0.5

O T T T T T T 1
0 50000 100000 150000 200000 250000 300000
1/H*

Sekil 4.11. Nar kabuklar1 ile kopigmente edilmis kara havug antosiyanin ¢dzeltisinin
ABS,_ ,

ABS

1
a karsilik [—] denklem (7)’ye gore egrisi
H +
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Sekil 4.12. Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis kara havug antosiyanin

. AB 1 -
¢Ozeltisinin S, ’a karsilik denklem (7)’ye gore egrisi
ABS |H H |
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Sekil 4.13. Giil petalleri ile kopigmente edilmis kara havug antosiyanin ¢ozeltisinin
ABS, |
ABS

1
a karsilik denklem (7)’ye gore egrisi
|H " |

Sonug olarak, goriiniir bolge maksimum dalga boyunda kayma meydana
gelmesi kopigmentasyonun gerceklestiginin bir gostergesidir. HPLC analizleri
sonucu referans antosiyanin ¢ozeltilerinde goriilen bilesikler disinda kopigmentasyon
yapilmis antosiyanin c¢ozeltilerinde yeni bir bilesik goriilmemesi yapilan

kopigmentasyonun kovalent baglanma ile olusan molekiiller i¢i kopigmentasyon
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olmadigini, zayif etkilesimlerin etkili oldugu molekiiller arasi kopigmentasyon
oldugunu, antosiyanin ve kopigment molekiiliiniin zayif hidrojen baglar1 veya van
der Waals baglar1 ile baglandigim ortaya koymaktadir. Elde edilen verilerin Turker
ve arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 ¢alismadan elde edilen veriler ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Termodinamik dlgtimler [Figueiredo vd., 1996], nar kabuklar1 eklenmis
kara havug antosiyanininin pH kararliliginda herhangi bir degisim olmadigim
gostermistir. Mandalina  kabuklar1 ve giil petalleri ile gergeklestirilen
kopigmentasyon tepkimeleri sonucunda alinan termodinamik ol¢imler artan pH
degerlerinde kuinoidal baz olusumunun daha az oldugunu, dolayisiyla antosiyanin
molekiillerinin daha kararli hale geldigini gostermistir. Literatiirde, kopigmentin,
flavilyum katyonu ve kuinonoidal form ile etkilesime girerek, katyonun
hidratlanmasini engelledigi ve daha yiiksek pH degerinde de daha fazla flavilyum
katyonu bulunmasina neden oldugu one siiriilmektedir [Figueiredo vd., 1996;
Figueiredo vd., 1999].

4.4, 1SIL ISLEMIN ANTOSIY ANIN BOZUNUMU UZERINE ETKISI

Referans ve kopigment eklenmis kara havug orneklerinin 1s1l kararliligr farkli
pH degerlerinde 90°C sicaklikta hem spektrofotometrik yontemlerle hem de HPLC
kromatogramlari izlenerek degerlendirilmistir. Genel olarak, antosiyaninlerin birinci
mertebe veya yalanci-birinci mertebe kinetik ile bozunduklar1 kabul edilmektedir.
Saflagtirilmis referans ve kopigmente edilmis kara havug Orneklerinin hem
monomerik antosiyanin miktarlar1 hem de toplam pik alanlar1 incelendiginde,
ozellikle 1s1l islemin bagslarinda birinci mertebe kinetik davranisi gostermedikleri
gozlenmigtir. Aym davrams tim pH degerlerinde goriilmekle birlikte, pH degeri
diistiikce belirginlestigi gdzlenmistir.

Kara havug antosiyaninlerinin 1s1l bozunumunu inceleyen bir ¢alismada Sekil

4.14’te verilen mekanizma onerilmistir [Sadilova vd., 2006].
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Siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit  Siyanidin-3-ksilozil-galaktozit Styanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit-sinapik
[M=743 [M]#=581 [M[+=949
Styanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit-ferulik
IM]=919
Siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit-kumarik
[M}+=889
l Parcalanma

Deglikozilasyon Deglikozilasyon

Siyanidin-3- gukozil-galaktozit Sivanidin-3-galaktozit Siyanidin-3- glukozil-galaktozit-sinapik
IM]*=611 IM]*=449 [M}-=817

Styanidin-3- glukozil-galaktozit-ferulik
(M]-<787

Styanidin-3- glukozil-galaktozit-kumarik
[M]-=757

l Parcalanma

Deglikozilasyon Deglikozilasyon

Pargalanma Sinapik-galaktozit-glukozit

[M+H]+=549
Ferulik-galaktozit-glukozit
[MsH=519
Kumarik-galaktozit-ghikozit
[MsH=489
i Deglikozilasyon

Styanidin
(MJ+=287 Sinapik asit
Pargalanma Parcalanma [M+H]+=225
/ \ Ferulik asit
o o [M+H]+=105
Protokatesik asit Floroglusinaldehit Kumarik asit
[M+H]+=155 [M+H]+=1 55 [M+H]+=165

Sekil 4.14. Siyanidin tiirevli agilli ve agilsiz kara havug antosiyaninlerinin 1sil
bozunum akim semasi [Sadilova vd., 2006]
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Cizelge 4.2. Kara havugta bulunan antosiyaninlerin ve bozunum tiriinlerinin HPLC
alikonma stireleri [Sadilova vd., 2006]

(AhkonmaRStiiresi)(dk)
P Siyanidin 44,2
P1 Siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit 24,9
P2 Siyanidin-3-glikozil-galaktozit 24,9
P3 Siyanidin-3-ksilozil-galaktozit 25,5
P4 Siyanidin-3-galaktozit 25,6
P5 Siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit-sinapik 28,7
P6 Siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit-ferulik 30,6
P7 Siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit-kumarik 32,1
P8 Siyanidin-3-glikozil-galaktozit-sinapik 34,1
P9 Siyanidin-3-glikozil-galaktozit-ferulik 36,1
P10  Siyanidin-3-glikozil-galaktozit-kumarik 36,7
P11  Sinapik-galaktozit-glikozit 32,1
P12  Ferulik-galaktozit-glikozit 30,1
P13  Kumarik-galaktozit-glikozit 26,1

Cizelge 4.2°’de kara havug antosiyaninleri ile bu antosiyaninlerin bozunum
irinleri ve alikonma siireleri verilmistir. Bu mekanizmaya gore acilsiz olan
antosiyaninlerden siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit (P1) ksiloz sekerinin
kopmasiyla yine bir antosiyanin olan siyanidin-3-glikozil-galaktozite (P2)
doniismekte; siyanidin-3-ksilozil-galaktozit (P3) ise siyanidin-3-galaktozite (P4)
doniismektedir. Her iki bozunum iiriinii de ardindan siyanidine par¢alanmaktadir. P1
ve P2 ile P3 ve P4 antosiyaninlerinin HPLC kromatogramlari incelendiginde

birbirlerine olduk¢a yakin alikonma siirelerine sahip olduklar1 goriillmektedir.

Kara havugta bulunan agilli antosiyaninler sinapik (P5), ferulik (P6) ve
kumarik (P7) asitle agillenmis siyanidin-3-ksilozil-glikozil-galaktozit’lerdir. Agilli
antosiyaninler ise once ksilozil sekerini kaybetmekte ardindan glukoz sekerini
kaybederek yeni agilli antosiyanin bozunma firiinlerine doniismektedir. Ardindan

siyanidin ve aromatik asitlerine pargalanmaktadirlar.
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Bu durumda, unimolekiiler birinci mertebe kinetik yerine bozunum
tirtinlerinin de kirmiz1 renk veren antosiyaninlerin oldugu bir dizi seri birinci mertebe

kinetik mekanizmas1 6nermek daha dogru olacaktir.

keq ke . . . ,
P, - P, > P — Renksiz bozunma iiriinleri

3 kg . . . .
P; - P, - P — Renksiz bozunma iiriinleri

5 ] k11 . . . ;
Ps - Pg = P;; — P veya renksiz bozunma iiriinleri
6 9 k12 . . . ;
P, = Py = P, — P veyarenksiz bozunma iiriinleri

k7 k1o k13 . . . ,
P, - P,y — P;3 — P veya renksiz bozunma iiriinleri

Bu yeni mekanizma Onerisine gore elde edilen kromatogramlar yeniden
degerlendirilmistir. Isil islem Oncesinde referans saf kara havug antosiyanin 0ziitiine
ait HPLC kromatogramu Sekil 4.15°te verilmistir. Isil islem oncesinde, kara havugta
bulunan P1, P3, P5, P6 ve P7 pikleri haricinde 525 nm dalga boyunda absorbans
gOsteren antosiyanin bulunmamaktadir.

0 280

") 330 nm
10 515 nn

Sinval (mAU)

Zaman

Sekil 4.15. Evaporasyon Oncesi saflagtirilmus referans kara havug antosiyaninlerine
ait HPLC kromatogram

(P1)’in bozunumu sonucu (P2) olusmaktadir. Her iki pikin alikonma siiresi
birbirine ¢ok yakin oldugundan, tam ayrigsma saglanamamis ve P2, P1 {izerinde omuz

seklinde goriilmiistiir. Yeni olusan pik ise P1+2 olarak adlandirilmistir (Sekil 4.16).
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\
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Sekil 4.16. Giil petalleri ile kopigmente edilmis kara havuc¢ antosiyaninleri 1sil
deneyler sonrasina ait HPLC kromatogram (pH 2,8, 30. dk)

Kara havugta bulunan agilsiz antosiyaninlerden olan (P3)’iin bozunumu
sonucu (P4) olusmaktadir. Bu iki pikin de alikonma siireleri birbirine ¢ok yakin
oldugu icin tam ayrisma saglanamamus, az miktarda olan P3 piki 1s1l islem

sonrasinda P3+4 olarak adlandirilmustir (Sekil 4.17).

P6

24 P1+2
P5

24

1[

Sinyal (mAU)

14

P7 P8 P9+10

i eI

O e e

|
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zaman (dakika)

Sekil 4.17. Giil petalleri ile kopigmente edilmis kara havug antosiyaninleri 1sil
deneyler sonrasina ait HPLC kromatogram (pH 4,2, 30. dk)
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Sinapik (PS5), ferulik (P6) ve kumarik (P7) asitlerle agillenmis siyanidin-3-
ksilozil-glikozil-galaktozitlerin bozunumu sonucu sirasityla siyanidin-3-glikozil-
galaktozit-sinapik (P8), siyanidin-3-glikozil-galaktozit-ferulik (P9) ve siyanidin-3-
glikozil-galaktozit-kumarik (P10) olustugu saptanmistir. Ancak, P9 ve P10’un
alikonma siiresi birbirine ¢ok yakin oldugundan, tam ayrigsma saglanamams ve P10,
P9 iizerinde omuz seklinde goriilmiistiir. Yeni olusan pik P9+10 olarak
adlandirilmistir (Sekil 4.18 ve 4.19).

P6
24
5] P1+2 P5
=)
< 15
E
<
>
£ 1d
n
p7 P9+10
5 P34
ol MN‘J ‘
—— 7 T T T[T T T T[T
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zaman (dakika)

Sekil 4.18. Mandalina kabuklari ile kopigmente edilmis kara havug antosiyaninleri
1s1l deneyler sonrasina ait HPLC kromatogrami (pH 4,2; 60. dk)
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P6
4(
33 P5
34 P1+2
25
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<
IS
2 1
»
1 P1 P8/ P9+10
T L N A
Zaman (dakika)

Sekil 4.19. Referans kara havug antosiyanin ¢ozeltisi 1si1l deneyler sonrasina ait
HPLC kromatogram (pH 2.8; 120. dk)

Kopigmentasyon ¢esidinden ve pH degerlerinden bagimsiz olarak tiim 1s1l
islem goren tiim antosiyanin Oziitlerinde aym davranis gozlenmistir. Saflagtirilmug
kara havug antosiyanin drneklerinde bulunmayan P8-10 piklerinin evapore edilerek
deristirilmis 6rneklerde de bulunmasi, ayn1 zamanda agilli antosiyaninlerin de toplam
antosiyanin igerisinde oranlarimn diismesi vakum evaporasyon isleminin de pigment

kararlih@gm olumsuz etkiledigini géstermektedir.
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P1+2 P6
44
P5
34
=)
<
£
= 24
>
=
(%2}
P7
14 P8P9+1O
N UM
L T N N R O SO L F L N S
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Zaman (dakika)

Sekil 4.20. Isil deneyler oncesi referans kara havu¢ antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram: (pH 2,2, 0. dk)

Onerilen bu mekanizmaya gére énce toplam pik alani/monomerik antosiyanin
tizerinden birinci mertebe bozunum kinetigi yaklagiminin yanlis oldugu gosterilmis,
ardindan her pikin 1s1l islem davranisi ayr1 ayr1 birinci mertebe tepkime kinetigine

gore incelenmistir.

dcC,
Ty —W = kCA
C
In—20 — kt

Bu esitlikte C4, antosiyanin ¢ozeltisinin baslangig konsantrasyonunu (525

nm’deki absorbans degerini), C, ise herhangi bir zaman dilimindeki

konsantrasyonunu, k birinci mertebe tepkime sabitini ve t ise 1s1l islem siiresini
(dakika) gostermektedir.

InC, veya ln%’ya karsi t grafigi cizildiginde orijinden gecen dogrusal

Ca

egrinin egimi tepkime hiz sabitini vermektedir.
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4.4.1. Toplam Alan Uzerinden Antosiyanin Bozunumunun incelenmesi

Sekil 4.21., 4.22., 4.23. ve 4.24’te goriildiigli gibi kopigmentasyondan
bagimsiz olarak toplam alan {izerinden [nC,-zaman grafigi dogrusal egri
vermemektedir. Bu nedenle literatirde yalancit birinci mertebe yaklasimina
rastlanmaktadir [Harbourne vd., 2008].

~

3

ul
Wl

In CA (HPLC Toplam Pik Alam)
w IN

N
i

1 T T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Zaman (dakika)

Sekil 4.21. Referans kara havug antosiyanin ¢ozeltisi toplam alan-zaman grafigi:
A-pH22; A-pH3,6;0—-pH4,2, 0—-pH54*
*Diger pH degerlerine ait toplam alan verileri Ek 1°de verilmistir.
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o
=
o

In CA (HPLC Toplam Pik Alam)
N w H wv
208
o

[EnY
1

0 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Zaman (dakika)

Sekil 4.22. Nar kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢dzeltisi toplam alan-
zaman grafigi: A—pH 2,2; A-pH3,6;0-pH4,2; 0—pH5,4*
*Diger pH degerlerine ait toplam alan verileri Ek 2°de verilmistir.

In CA (HPLC Toplam Pik Alani)

0 T T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Zaman (dakika)

Sekil 4.23.Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢dzeltisi toplam
alan-zaman grafigi: A —pH 2,2; A-pH 3,6;0—-pH4,2; o—pH54*
*Diger pH degerlerine ait toplam alan verileri Ek 3’te verilmistir.
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(o))

(O3]

B

w

N

In CA (Toplam HPLC Pik Alam)
=
1

0 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Zaman (dakika)

Sekil 4.24. Giil petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢dzeltisi toplam alan-
zaman grafigi: A—pH2,2; A-pH3,6;0—-pH4,2; o—pH5,4*
*Diger pH degerlerine ait toplam alan verileri Ek 4’te verilmistir.

Orneklerde bulunan toplam antosiyanin miktarim siyanidin-3-glikozit (cyd-3-
glu) cinsinden veren spektral Ol¢iimlerde HPLC kromatogramlarini dogrular
niteliktedir.

6.000

5.000 é é

4.000 -

o
<>
»>

3.000 - a

2.000

In(Cyd-3-glc) (mg/L)

1.000 -

0.000 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Zaman (dakika)

Sekil 4.25. Referans antosiyanin ¢dzeltisi monomerik antosiyanin bozunumu: A — pH
2,2; A-pH3,6;0—-pH 4,2, 0—pH54*

* Diger pH degerlerine ait monomerik antosiyanin (Mmg/L) verileri Ek 5’te verilmistir.
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Sekil 4.26. Nar kabugu ile kopigmente antosiyanin ¢dzeltisi monomerik antosiyanin
bozunumu: A —pH 2,2; A-pH 3,6;0—pH4,2; o—pH5,4*

* Diger pH degerlerine ait monomerik antosiyanin (mg/L) verileri Ek 6°da verilmistir.
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Sekil 4.27. Mandalina kabugu ile kopigmente antosiyanin ¢ozeltisi monomerik
antosiyanin bozunumu: A —pH 2,2; A-pH 3,6; 0—pH4,2; o—pH5,4*

* Diger pH degerlerine ait monomerik antosiyanin (mg/L) verileri EK 7°de verilmistir.
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Sekil 4.28. Giil petalleri ile kopigmente antosiyanin ¢ézeltisi monomerik antosiyanin
bozunumu: A —pH 2,2; A-pH3,6;0—-pH4,2; o—pH54*

* Diger pH degerlerine ait monomerik antosiyanin (mg/L) verileri EK 8’de verilmistir.

Her pik ayr1 ayr1 incelendiginde 1s1l bozunmanmn pH’dan bagimsiz olarak
birinci mertebe reaksiyon kinetigi gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.29 a ve b). Bu da
birinci mertebe kinetik yaklasimim desteklemektedir. Sekil 4.29 a ve b’de giil
petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢o6zeltisinin P1-P7 bozunumlari
gosterilmektedir. Referans antosiyanin ¢ozeltisi, nar kabuklar1 ve mandalina

kabuklari ile kopigmente drneklerde de benzer davrams gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.29. Giil petalleri ile kopigmente edilmis kara havug antosiyaninlerinin 1s1l
islemler sonrast bozunum grafigi (pH 2,2): (a) 0-P1+2; o-P3+4; (b) ¢-P5; A-P6;

0-P7

P8 ve P9+10 piklerinin 1s1l islem siiresince baslangigta arttigi, 1sil islem

stiresinin sonlarina dogru azaldig: tespit edilmistir (Sekil 4.30, 4.31, 4.32 ve 4.33).

Bu davranis seri birinci mertebe kinetik tepkimeye 6zgiidiir.
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Sekil 4.30. Referans kara havug antosiyanin ¢ozeltisi P§+P9+10 konsantrasyon —
zaman grafigi: A—pH2,2; A-pH3,6;0—-pH4,2, 0-pH54
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Sekil 4.31. Nar kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi P8+P9+10
konsantrasyon — zaman grafigi: A—pH 2,2; A-pH3,6;0-pH4,2;0-pH5,4
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Sekil 4.32. Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin c¢ozeltisi
P8+P9+10 konsantrasyon — zaman grafigi: A — pH 2,2; A- pH 3,6; ¢ — pH 4,2;
o—-pH54
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Sekil 4.33. Giil petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi P8+P9+10
konsantrasyon — zaman grafigi: A—pH 2,2; A-pH3,6;0-pH4,2;0-pH5,4

Bu sonuglar Onerilen mekanizmanmn hem kopigmente olmus antosiyaninler
icin gegerli oldugunu, hem de pH degisimlerinden etkilenmedigini gostermistir.
Kopigmente olmus kara havug antosiyaninlerinin tepkime hiz sabitleri her pH degeri

icin hesaplanarak referansa gore degisimler degerlendirilmistir.
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4.5. KARA HAVUC ANTOSIY ANINLERI TEPKIME HIZ SABITi

Diisik pH degerlerinde referans ve kopigment eklenmis antosiyanin
cozeltilerinde P1+2°nin tepkime hiz sabitlerinin fazla degisim gostermedigi
goriilmektedir. pH 5,4 degerinde giil petalleri ile kopigmente olan oOrneklerde
tepkime hizi sabitinde bir miktar artis gézlenmistir. Nar kabugu ile kopigmente
edilen orneklerde ise pH 4.8 degerinde bir artis gdzlenmis, pH 5,4 degerinde ise
azalmakla birlikte diger 6rneklerden daha yiiksek degerde kaldigr gézlenmistir (Sekil
4.34).
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Sekil 4.34. P14+2’nin ¢ — Referans antosiyanin ¢ozeltisi; O- Nar kabuklar ile
kopigmente edilmis; A - Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis; o — Giil
petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltilerinde k degerleri*

*P1+2 antosiyanini k (1/dk) degerleri Ek 9°da verilmistir.

Referans ve kopigmente antosiyanin ¢dzeltileri igerisinde P3+4’iin k degerleri
incelendiginde tim pH degerlerinde kendi icerisinde dalgalanmalar oldugu
gortiilmektedir. Isil kararliligi diisiik olan bu acilsiz antosiyaninin kara havug 0ziiti
icerisinde miktarinin ¢ok diisiik olmasinin (%2-3) ve 1s1l igslemin hemen baslarinda
(60-90 dakika) tamamen bozunmasinin sonuglarin dogru degerlendirilmesini onledigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.35. P3+4°tin ¢ — Referans antosiyanin ¢ozeltisi; O- Nar kabuklari ile
kopigmente edilmis; A - Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis; o — Giil
petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltilerinde k degerleri™*

*P3+4 antosiyanini k (1/dk) degerleri Ek 10°da verilmisgtir.

PS5 antosiyaninlerine ait tepkime hiz sabiti verileri incelendiginde diisiik pH
degerlerinde pH 4,2 degerine kadar bir farklilik olmadigr goriilmektedir. Nar kabugu
ile kopigmente edilmis Orneklerde yine pH 4,8 degerinde ani bir artis oldugu
goriilmektedir. Tim pH degerlerinde referans ile mandalina kabuguyla kopigmente
edilmis P5 tepkime hiz sabitlerinin benzer davrams gosterdigi, gil petalleri ile
kopigmente edilmis P5 tepkime hizimin ise pH 5,4 degerinde yiikseldigi gbzlenmistir.
Bu durum giil petalleri ile kopigmentasyonun P5 antosiyaninini, yiiksek pH
degerlerinde, olumsuz etkiledigini gostermektedir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. P5’in ¢ — Referans antosiyanin ¢ozeltisi; O- Nar kabuklari ile kopigmente
edilmis; A - Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis; o — Giil petalleri ile
kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltilerinde k degerleri*

*P5 antosiyanini k (1/dk) degerleri Ek 11°de verilmistir.

P6 antosiyaninin k degerleri tiim 6rnekler icin pH 2,2-4,2 degerleri arasinda
farklilik géstermemektedir. Artan pH degerleri ile mandalina kabuguyla kopigmente
edilmis P6’min disik k degerine sahip oldugu yani 1sil kararliigimn belirgin
derecede arttigi gozlenmistir. Giil petalleri ile kopigmentasyonun da yiiksek pH
degerinde 1s1l kararlilik iizerinde az da olsa olumlu etki gosterdigi goriilmektedir. Nar
kabugu ile kopigmente edilmis orneklerde diger antosiyaninler ile benzer davrams
gozlenmis, pH 4,8 degerinde tepkime hiz sabitinde ani bir artis gdzlenmistir (Sekil
4.37).
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Sekil 4.37. P6’'nin ¢ — Referans antosiyanin ¢ozeltisi; O- Nar kabuklari ile
kopigmente edilmis; A - Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis; o — Giil
petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltilerinde k degerleri*

*P6 antosiyanini k (1/dk) degerleri Ek 12°de verilmistir.

P7 icin de diisiik pH degerlerinde kopigmentasyonun 1s1l kararlilik tizerinde
olumlu ve olumsuz belirgin bir etkisinin olmadigi, yliksek pH degerinde ise giil
petalleri ile kopigmentasyonun belirgin olumsuz etkisinin oldugu gézlenmistir. Nar
kabugu ile kopigmentasyon, diger antosiyaninlerde de oldugu gibi, pH 4,8 degerinde
k degerinde belirgin bir artis gézlenmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. P7’nin ¢ — Referans antosiyanin ¢ozeltisi; O- Nar kabuklari ile
kopigmente edilmis; A - Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis; o — Giil
petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢dzeltilerinde k degerleri™

*P7 antosiyanini k (1/dk) degerleri Ek 13’de verilmistir.

Tepkime hiz sabiti degerleri genel olarak diisik pH degerlerinde aym
kalmakta, pH degerlerinin artmas: ile birlikte kuinoidal baz olusumu artmakta (yani
denge flavilyum iyonundan kararsiz kuinoidal baz formuna dogru kaymakta), bu da
antosiyanin ~ bozunumunu  hizlandirmaktadir. ~ Kopigmentasyon  esnasinda
kopigmentler ile antosiyaninler arasinda olusan zayif bag etkilesimlerinin (hidrojen
bagi, van der Waals etkilesimi gibi) pH degerlerinin artis1 ile ¢oziildigi
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla, pH>4 degerinden sonra agcilli antosiyaninlerde
kopigmentasyonun 1s1l kararlilik {izerinde pozitif veya negatif etkisinin oldugu
goriilmektedir. P5 ve P7 {izerinde pH>5 degerlerinde giil petalleri ile
kopigmentasyonun  olumsuz  etkisi  oldugu, mandalina  kabuklar1 ile
kopigmentasyonun P6 antosiyanini tlizerinde belirgin pozitif etkisi oldugu
belirlenmistir. Kopigmentasyonun etkisinin tam olarak anlagilabilmesi ig¢in
kabuklarda ve petalde bulunan fenolik maddelerin ayr1 ayr1 incelenmesi

gerekmektedir.
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4.6. % POLIMERIK RENK ve KAHVERENGILESME

Referans ve kopigmente antosiyanin orneklerinde pH’ya bagimli polimerik
renk verilerini karsilagtirabilmek i¢in sonuglar % polimerik renk {izerinden
degerlendirilmistir (Sekil 4.39, 4.40, 4.41 ve 4.42).

Polimerik renk yilizdesi polimerik rengin renk yogunluguna oram olarak
tammlanmaktadir ve Ornegin renginin % kag¢imn polimerize olmus bilesiklerden
kaynaklandiginin bir 6lgiitiidiir. Ornekteki monomerik antosiyaninler bisiilfit etkisi
ile renksiz kompleksler olustururken, polimerik antosiyanin-tanen komplekslerinin,
bistilfite kars1 direng goOstererek renklerini koruduklari bilinmektedir [Giusti ve
Wrolstad, 2001]. Polimerik renk ve polimerik renk oram degerlerinin artisi,
polimerik bilesiklerden kaynaklanan renk yogunlugunun fazla oldugunu

gostermektedir.

Referans antosiyanin ¢ozeltisi ve nar kabuklar1 ile kopigmente edilmis
antosiyanin ¢ozeltisinde pH etkisi net olarak goriilmektedir. Her iki Ornekte de
benzer davranis goriilmiis olup, pH artisi ile 1s1l islem siiresince % polimerik rengin

azaldigi, pH degerlerinin azalmasi ile % polimerik rengin %50’den %60-70 araligina

dogru kaydigr gozlemlenmistir (Sekil 4.39, 4.40).

Nar kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisine ait kinetik
veriler incelendiginde elde edilen sonuglar, pH 3,2 degerinde 360. dakikada
kaydedilen sonuglar nar kabuklari ile kopigmentasyona birakilmis antosiyanin
cozeltisinde, referans antosiyanin ¢ozeltisine gore %30 daha fazla polimerik renk
olustugunu isaret etmektedir. Nar kabuklar1 ile kopigmente antosiyanin ¢ozeltisinde
yiiksek pH degerlerinde diisiik pH degerlerine oranla polimerizasyondaki azaligin
daha belirgin oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.39. Referans antosiyanin ¢ozeltisi % polimerik renk (A —pH 2,2 A-pH 3,6 ¢
—pH4,2 o—-pH 5,4%)

*Diger pH degerlerine ait % polimerik renk verileri Ek 14°te verilmistir.
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Sekil 4.40. Nar kabuklar1 ile kopigmente antosiyanin ¢dzeltisi % polimerik renk (A —
pH22 A-pH3,60—-pH4,2 0—pH5,4%)
*Diger pH degerlerine ait % polimerik renk verileri Ek 15°te verilmistir.
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Mandalina kabuklar1 ve giil petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin
cozeltilerinde % polimerik renk tizerinde pH’min belirgin bir etkisi goriilmemistir.
Mandalina kabuklar: ile kopigmentasyon tepkimeleri gerceklestirilmis antosiyanin
cozeltilerine ait polimerik renk analizleri sonucunda, diisiik pH degerlerinde
polimerik renk oraninda meydana gelen artisin referans antosiyanin ¢dzeltilerinden
yaklasik %7 daha fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.41). Isil islem siiresi arttikga
mandalina kabuklar1 ile kopigmente antosiyanin ¢ozeltisinde referans antosiyanin
¢ozeltisine kiyasla polimerik renk orammn pH 2,8’de %23, pH 3,2’de %29 daha
fazla oldugu belirlenmistir. pH 4,8’de %50-59 araliginda degisim gosteren polimerik
renk oramimn pH 5,4’te %49-64 aralifinda degerlere sahip oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.42.°de goriildiigi gibi, 1s1l islem, giil petalleri ile kopigmente edilmis
antosiyanin c¢ozeltisinde % polimerik renk degerinde bir miktar artisa neden
olmustur. pH 2,2’de sifirinci dakikada polimerik renk oram %56 iken, 360. dakikada
%70’e ulagmustir.

Bu sonuglar, termodinamik Slgiimler ile belirlenen mandalina kabuklar1 ve
gl petalleri ile kopigmente drneklerin pH kararliliklarimn referans ve nar kabuklari

ile  kopigmente antosiyanin Orneklerine kiyasla daha yiiksek oldugunu
desteklemektedir (Sekil 4.41 ve 4.42).
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Sekil 4.41. Mandalina kabuklar1 ile kopigmente antosiyanin ¢dzeltisi % polimerik
renk (A—pH2,2 A-pH 3,6 0—pH4,2 o—pH 5,4%)
*Diger pH degerlerine ait % polimerik renk verileri EK 16°da verilmistir.
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Sekil 4.42. Giil petalleri ile kopigmente antosiyanin ¢dzeltisi % polimerik renk (A —
pH22 A-pH3,60-pH4,2 0—-pH5,4%)

*Diger pH degerlerine ait % polimerik renk verileri Ek 17°de verilmistir.

Referans ve nar kabuklari ile kopigmente edilmis orneklerde 1sil islem
siiresinin ve pH’nin artmasi ile birlikte kahverengilesmenin azaldigi, diisik pH
degerlerinde 1s1l islem siiresince nispeten sabit kaldig gdzlemlenmistir (Sekil 4.43 ve
4.44).
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Sekil 4.43. Referans antosiyanin ¢ozeltisi kahverengilesme degerleri (A —pH 2,2 A-
pH 3,6 0 —pH 4,2 o—pH 5,4%)
*Diger pH degerlerine ait kahverengilesme indisi verileri EK 18°de verilmistir.
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Sekil 4.44. Nar kabuklar1 ile kopigmente antosiyanin ¢dzeltisi kahverengilesme
degerleri (A—pH 2,2 A-pH 3,6 0 —pH 4,2 o—pH 5,4%)
*Diger pH degerlerine ait kahverengilesme indisi verileri EK 19°da verilmistir.

Mandalina kabuklar1 ve giil petalleri ile kopigmente edilmis oOrneklerde
kahverengilesmenin pH’dan bagimsiz olarak pek degisim gostermedigi
gozlemlenmistir. Mandalina kabuklar1 ile kopigmente orneklerde

kahverengilesmenin 0,130-0,09 araliginda, giil petalleri ile kopigmente orneklerde
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0,12-0,08 araliginda degisim gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.45 ve 4.46). Sonug
olarak, mandalina kabuklar1 ve giil petalleri ile kopigmente 6rneklerde 1s1l islemin

kahverengilesme iizerinde belirgin bir etkisi olmadig goriilmiistiir.
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Sekil 4.45. Mandalina kabuklar1 ile kopigmente antosiyanin ¢dzeltisi
kahverengilesme degerleri (A —pH 2,2 A-pH 3,6 0 —pH 4,2 o—pH 5,4%)

*Diger pH degerlerine ait kahverengilesme indisi verileri Ek 20°de verilmistir.
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Sekil 4.46. Gil petalleri ile kopigmente antosiyanin ¢ozeltisi kahverengilesme
degerleri (A—pH 2,2 A-pH 3,6 0 —pH 4,2 o—pH 5,4%)

*Diger pH degerlerine ait kahverengilesme indisi verileri Ek 21°de verilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

1. Kopigmentasyon sonrast orneklerin maksimum dalga boyunda meydana gelen
kayma kopigmentasyonun gerceklestiginin bir gostergesidir. HPLC analizleri sonucu
bozunum {iriinii harici yeni bir pikin olusmamasi kopigmentasyonun hidrojen bag
veya van der Waals bag gibi zayif etkilesimler araciligiyla gergeklesen molekiill er

aras1 kopigmentasyon olduguna isaret etmektedir.

2. Termodinamik oOlglim sonuglart mandalina kabuklar1 ve giil petalleri ile
gerceklestirilen kopigmentasyon tepkimeleri sonucunda 6rneklerin pH kararliliginda
artis meydana geldigini géstermistir. Mandalina kabuklar1 ve giil petallerinin aksine
nar kabuklar1 ile gerceklestirilen kopigmentasyon tepkimelerinin 6rneklerin pH ve

1s1l kararlilig {izerinde belirgin bir etkisi olmadig goriilmiistiir.

3. Toplam antosiyanin miktar1 ilizerinden unimolekiiler birinci mertebe kinetik
mekanizmasi yerine, kara havugta bulunan her antosiyanin ile bozunum iiriinlerinin
dikkate alindigt yeni bir mekanizma Onerilerek tartisilmistir. Mekanizmamn
ayristirtlmig  saf kara havug antosiyaninleri iizerinde ayr1 ayr1 calisilmasi

onerilmektedir.
4. Kopigmentasyonun orneklerin 1s1l kararliligr tizerinde belirli bir kararhilik artig

gostermedigi belirlenmistir. Etkinin belirginlesmesi ic¢in fenolik maddelerin

oziitlenerek kara havug iizerinde farkli derisimlerde uygulanmasi 6nerilmektedir.
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EKLER

Ek 1. Referans antosiyanin ¢ozeltisi toplam alan verileri

(Zj‘arﬂm) pH2.2 |pH2:8 |pH3.2 |pH3.6 |pH4,2 |pH48 |pH5.4
0 633,90 (643,27 [644,47 |1270,60 | 525,03 699,20 |454,30
+23,56 |£9,22 +16,60 |£5,20 +21,77 |£14,08 |£22,27
30 652,70 [629,17 |606,30 |552,70 |502,77 423,77 |340,67
+4,27 |+34,70 [£9,84 [£23,26 |+6,40 +18,31 | +6,45
60 622,83 (635,40 [579,33 [504,00 |435,33 364,50 |264,03
+13,18 (£20,54 |+4,67 |+27,69 |+£15,86 [£8,20 |=+2,25
120 498,23 |530,07 |530,20 (432,63 |362,27 |256,70 | 134,30
+12,59 [£16,40 |+26,61 |£11,89 |=+12,77 |+11,33 [£3,72
240 478,50 [513,03 |493,30 [360,40 (237,93 [128,43 |33,63
+5,86 |+38,43 |+18,89 |+11,07 |[+2823 |+17,39 [+5,24
360 408,65 |467,13 |449,40 (296,30 |232,93 |[58,10 (6,83
+24,63 |£21,54 |+7,78 |+29,18 |[+40,60 |+8,65 |=+1,64

Ek 2. Nar kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢6zeltisi toplam
alan verileri

é;{(?i;‘) pH22 [pH2,8 |pH3,2 |pH3,6 |pH42 |pH48 |pH54
0 642,50 | 647,40 | 610,00 |601,87 |580,13 |477,73 | 351,07
108,44 [+£12,28 | 11,35 432,71 |+20,13 |+37,52 |+42,17
20 629,30 | 629,00 | 640,83 |574,93 |504,83 397,80 | 271,50
+32,34 |+13,55 |+1832 |+10,41 |+8,68 |+4,92 |+9,30
50 585,43 | 568,53 | 589,40 |554,43 | 446,77 | 251,77 | 197,47
+19,86 |£14,96 |£31,95 |+10,50 |+20,26 |+597 |+31,93
120 511,40 |530,13 | 486,40 | 460,77 |321,15 |102,97 |115,50
+1428 425,97 | 5,74 |+11,58 |+23,03 |+2,80 |+66,68
210 414,20 | 519,47 | 396,27 |379,37 |169,63 |8,30  |41,33
+11,23 422,03 |£14,39 [+21,71 |£5,11 |+0,70 |=3,90
260 387,17 |396,27 | 359,20 |330,10 |190,50 |0,00  |9,67
+23,54 |+£33,92 |+£37,74 [£27,10 |£5,99 |+4,62 |+4,65
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Ek 3. Mandalina kabuklari ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi
toplam alan verileri

é:ﬂ:i;) pH22 [pH28 |pH32 |[pH36 |pH42 |pH48 |pH54
5 666,00 | 70507 |619,60 | 61545 |592,57 |58515 |515,20
8,19 |422,30 |£19,00 |+2,46 [+16,65 [£2,05 |%19,50
20 721,33 | 723,90 |542,63 |571,60 |534,75 |488,00 |411,85
30,26 |£1598 [£38,52 |+3,90 |£12,05 [+1,74 |+733
50 671,40 | 61540 | 611,97 |55247 |460,33 |409,50 |301,20
15,62 |£33,24 |£48,90 |+30.81 |£21,70 |£22,49 |+2,69
100 |558.70 |53537 [505,23 (464,50 |387,30 |28057 | 16565
£724 |£2690 [£21,04 |+13,77 |£9,55 |+37,40 |£10,95
oa0 | 516,70 [451,03 [41610 37303 24510 |156.25 |50,52
24,19 |£28,29 [£25,63 |+10,39 |+8,34 |+23,92 |£14,05
w60 | %5143 [406,10 380,00 [32227 |17050 |7463 |1535
28,92 |£8,03 |+31,05 |+18,74 |+31,09 |£10,29 |=0,78

Ek 4. Giil petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢dzeltisi toplam alan
verileri

éi{(?i;‘) pH22 [pH28 [pH32 [pH3,6 [pH42 |pH48 |pH54
; 578,77 596,17 |589,10 |590,57 |567,97 |569,77 | 502,20
12,03 |49,53  |+848 |+£27,67 |+24,61 |+14,55 [£31,09
20 582,63 587,20 |575,07 |562,43 |531,80 |500,23 | 358,37
18,79 |£28,26 |+15,16 |£18,18 |+37,83 |+23,98 |+10,36
50 545,17 564,08 |514,07 |502,60 |474,37 |374,87 |226,03
15,08 |£9,94 | £10,75 |£13,05 |[+11,89 |+9,51 |+4,65
o0 |496.47 [49037 (439,07 (444,87 (335,77 |254,97 | 98,60
5,73 [£2,90 |+697 |£7,92 |46,62  |£10,24 |+540
oa0  |#2833 (40097 (39857 (341,63 |247,97 |104,20 11,10
20,36 | 427,80 | 45,65 |+31,10 |£12,62 |+242 |+030
60 |%07.23 (39800 37053 32980 [18143 57,27 |513
21,72 |+43,92 422,07 |£32,92 [£27,06 |+554 |+0,15
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Ek 5. Referans antosiyanin ¢ozeltisi monomerik antosiyanin (mg/L) verileri

éj{(?i;) pH22 [pH28 |pH32 |pH36 |pH42 |pH48 |pH54
. 147,28 (143,78 | 126,08 |12307 |12357 |12541 11339
£169 |£241  |+0,71 |+13,12 |15,11 |£21,16 |+3,73
20 142,94 (13543 |11255 |12240 121,90 |116,06 | 104,70
£1,35 |£2,17  [£1,24 |+3,73 |+24,30 |43,06 | 17,56
50 139,60 [12324 |93,68 |100,19 |11355 |84,50 |75,98
3,51 |£4,20  |+3,78 |+1424 |£925 | %1551 |£933
o0 |9953 [10537 [9051 (9268 (8984 (6212 |6128
+1,42 |£1,09 +4,01 +21,03 |(£2,43 |£10,42 |[+4,12
a0 |9351 [9401 (8383 (7581 (58,95 (3540 [2154
£7,80 |£524  |£11,37 |+598 |+4,52 |+145 |+23,04
w0 |P>11 [7548 [7L14 (5060 (4843 (1069 |10,19
£10,25 |£1,48  |+7,00 |+12,27 |61 |27 |45,15

Ek 6. Nar kabuklari ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ézeltisi monomerik

antosiyanin (mg/L) verileri

égl:‘i:) pH22 [pH2:8 [pH32 |pH36 |pH42 |pH48 |pH54
0 127,41 118,90 |115,89 (104,70 |85,33 83,16 | 75,98
+0,71 |+0,47 +0,94 |£1,42 +1,55 +0,56 |+1,71
30 115,22 98,69 85,50 |84,66 75,65 72,14 |57,78
+0,94 [+0,71 +0,89 |+0,47 |=£1,32 +0,93 |+1,88
60 106,20 99,36 80,15 |72,47 62,12 61,95 |47,76
+1,42 |+0,71 +1,36 |+0,71 +1,41 +1,42 |+7,56
120 102,20 |88,17 74,64 |57,28 54,44 56,94 |19,04
+1,42 |[+£1,48 +1,89 |£1,07 |=£1,21 +3,25 |[+£2,83
240 57,11 |56,78 54,61 |52,77 43,08 32,40 |7,35
+2,83 |+£1,68 +1,73 | +1,88 +0,81 +2,66 |+5,67
360 44,75 146,09 44,12 43,08 40,75 13,36 |5,51
+3,05 |[£1,83 +2,36 |+1,33 | =£1,19 +4,18 |+4,87
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Ek 7. Mandalina kabuklari ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi

monomerik antosiyanin (mg/L) verileri

Zaman

(dakika) pH2,2 |pH2,8 |pH3,2 |pH3,6 |pH4,2 |pH4,8 |[pH54
0 138,71 (137,04 |113,00 |103,00 |95,07 |74,03 103,59
+2,36 |+5,43 |£3,07 |+6,65 (+4,79 |4,61 +6,61
30 100,69 (101,25 |108,43 |101,03 |73,92 |90,17 |75,98
+2,36 |+2,36 |[+3,78 [+7,56 |+0,94 |£2,13 |+4,25
60 88,06 [89,84 (96,02 [89,56 |78,65 82,72 [59,17
+4,96 |+0,94 |[+3,54 |+1,18 [£0,71 |+5,43 +2,13
120 82,99 (86,28 |72,14 |67,13 (6156 (67,57 [40,30
+0,24 |£13,70 [+4,49 |[+4,72 |+3,31 |£8,74 |=+0,24
240 62,62 [62,01 |50,26 |48,09 [33,12 |26,55 11,97
+3,78 |+2,13 |£1,65 |+,0,47 |[£5,11 |+0,94 |+1,42
360 4498 |37,02 (40,30 |33,18 |18,76 |14,47 10,46
+3,54 |+0,00 |+£1,18 |+3,78 [£8,50 |+1,18 |+1,89

Ek 8. Giil petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ézeltisi monomerik

antosiyanin (mg/L) verileri

é:ﬂl‘i;‘) pH22 |pH2,8 |pH3,2 |pH3,6 |pH42 |pH48 |pH54
. 119,90 |115,06 | 114,05 |113,80 |113,55 |113,39 | 107,71
+024 |4850 |+18 |+11,57 |+2,83 |+2,60 |+8,74
20 116,89 | 108,88 |102,36 |99,69 |98,86 |96,10 |92,34
£10,86 |£17,48 421  |£11,10 |+638 |+4,72 |+1,98
50 102,03 |101,53 |94,68 |92,85 |80,99 |82,49 [92,18
21,02 |£1,18 |424 |+071 |42,13 |£1,89 |+7,63
oo |873% |7481 (7384 (7949 (5BEL 5444 4793
£708 |£331 |+18 |£047 |+024 |+0,94 |+3,14
a0 | 7782 |7364 (6863 (6062 4208 (1954 1887
+14,41 |£22,67 |+£2,47 |+1,18 |+2,36 |+4,72 |£2,63
w0 |7314 |7L64 (6095 (5761 3106 1753 14,70
+0,00 |[£72,50 |[+6,8 +8,50 |[+2,36 |+0,94 |+4,09
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Ek 9. P1+2 antosiyanini k (1/dakika) degerleri

pH 1 2 3 4
2.2 0,0043£0,0004 | 0,0044+0,0002 | 0,0040+0,0016 | 0,0036+0,0002
28 0,0036+0,0005 | 0,0040+£0,0005 | 0,0044+0,0003 | 0,0037+0,0003
3.2 0,0035+0,0001 | 0,0042+0,0003 | 0,0044+0,0002 | 0,0039+0,0002
36 0,0047£0,0003 | 0,00430,0004 | 0,0046=0,0009 | 0,0041%0,0002
4.2 0,0045+0,0005 | 0,0052+0,0014 | 0,0052+0,0004 | 0,0048+0,0002
48 0,0062+0,0018 | 0,0132+0,0004 | 0,0060+0,0014 | 0,0062+0,0001
54 0,0091£0,0006 | 0,0118+0,0005 | 0,0089+0,0023 | 0,0103+0,0001

1- Referans antosiyanin ¢ozeltisi 2- Nar kabuklari ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 3-
Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 4- Giil petalleri ile kopigmente
edilmis antosiyanin ¢dzeltisi

Ek 10. P3+4 antosiyanini k (1/dakika) degerleri

pH 1 2 3 4
2.2 0,0089+0,0010 | 0,0195+0,0028 | 0,0088=0,0041 | 0,0082:0,0006
2.8 0,0084+£0,0006 | 0,0124+0,0007 | 0,0093£0,002 | 0,0078£0,0009
3,2 0,0093£0,0005 | 0,0135£0,0020 | 0,0080+0,0009 |0,0106=0,0002
36 0,0106£0,0023 | 0,0117+0,0025 |0,0112+0,0018 | 0,00960,0007
4.2 0,0100£0,0006 | 0,0110+£0,0007 | 0,0126£0,0025 | 0,0088£0,0008
48 0,0166+0,0055 | 0,0166+0,0100 | 0,0111+0,0023 | 0,01310,0016
54 0,0116£0,0006 | 0,0147+£0,0009 | 0,0135+0,0019 |0,0076=0,0031

1- Referans antosiyanin ¢6zeltisi 2- Nar kabuklari ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 3-
Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 4- Giil petalleri ile kopigmente
edilmis antosiyanin ¢dzeltisi

Ek 11. P5 antosiyanini k (1/dakika) degerleri

pH 1 2 3 4
2,2 0,0004+0,0001 | 0,0006+0,0002 | 0,0004+0,0000 |0,0003+0,0001
2,8 0,00002+0,0001 |0,0002+0,0003 | 0,0007+0,0002 | 0,0003+0,0002
3,2 0,00003+0,0001 | 0,0008+0,0003 | 0,0004+0,0002 | 0,0005+0,0002
3,6 0,0009+0,0002 | 0,0009+0,0004 | 0,0009+0,0001 | 0,0009+0,0002
4,2 0,0018+0,0006 |0,0028+0,0004 |0,0028+0,0006 |0,0027+0,0004
4,8 0,0066+0,0019 | 0,0145+0,0003 | 0,0065+0,0010 |0,0072+0,0003
5,4 0,0108+0,0003 | 0,0089+0,0004 ]0,0112+0,0039 |0,0187+0,0004

1- Referans antosiyanin ¢dzeltisi 2- Nar kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 3-
Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 4- Giil petalleri ile kopigmente
edilmis antosiyanin ¢dzeltisi
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Ek 12. P6 antosiyanini k (1/dakika) degerleri

pH 1 2 3 4
2.2 0,0005£0,0001 | 0,0005+£0,0002 | 0,0004+0,0003 | 0,0004:£:0,0001
2.8 0,00006+0,0002 | 0,0002+0,0003 | 0,0007+0,0002 | 0,0004+0,0002
3.2 0,00008+0,0001 | 0,0008+0,0003 | 0,0004+0,0002 | 0,00050,0002
3,6 0,0009+0,0002 | 0,0009+0,0004 | 0,0009+0,0001 | 0,0009-£0,0001
42 0,0015£0,0007 | 0,0026+0,0018 | 0,0027+£0,001 | 0,00240,0003
48 0,0057£0,0018 | 0,0134+0,0002 | 0,0045+0,0010 | 0,0061+0,0003
54 0,01740,0014  |0,0071+0,0006 | 0,0086=0,0013 | 0,01430,0003

1- Referans antosiyanin ¢ozeltisi 2- Nar kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 3-
Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 4- Giil petalleri ile kopigmente
edilmis antosiyanin ¢ozeltisi

Ek 13. P7 antosiyanini k (1/dakika) degerleri

pH 1 2 3 4
2,2 0,0009+0,0003 | 0,0007+0,0002 0,0005+0,0004 | 0,0003+0,0002
2,8 0,0002+0,0003 | 0,0004+0,0004 0,001+0,0002 0,0003+0,0002
3,2 0,0002+0,0003 | 0,0009+0,0002 0,0007+0,0002 | 0,0005+0,0002
3,6 0,0014+0,0002 | 0,0011+0,0003 0,0012+0,0001 | 0,0009+0,0001
4,2 0,0019+0,0008 | 0,0045+0,0016 0,0028+0,0006 |0,0027+0,0003
4.8 0,007+0,0023 0,0111+0,0025 0,0047+0,0029 | 0,0072+0,0001
5,4 0,0094+0,0010 | 0,0068+0,0037 0,0095+0,0011 |0,0187+0,0015

1- Referans antosiyanin ¢ozeltisi 2- Nar kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 3-
Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi 4- Giil petalleri ile kopigmente
edilmis antosiyanin ¢ozeltisi

Ek 14. Referans antosiyanin ¢dzeltisi % polimerik renk verileri

égmg) pH22 |pH28 [pH32 [pH3,6 |pH4,2 |pH48 |pH54
0 49,34 50,94 |51,24 |50,82 51,27 52,00 |46,58
+1,00 +0,58 |+0,64 |+0,15 +0,21 +0,43 |+0,02
30 47,96 48,99 |53,98 |53,50 51,50 49,95 |44,06
+0,33 +0,06 |+7,39 |=+0,03 +0,39 +0,02 |+0,02
60 49,67 52,24 |52,27 |55,20 52,40 51,42 |46,20
+1,31 +0,02 |[+1,65 |[+0,02 +0,40 +0,02 |[+0,09
120 59,89 56,35 |55,06 |59,76 55,86 51,43 |44,62
+1,21 +0,27 [+0,28 |+0,05 +0,66 +0,02 |[+0,02
240 61,14 54,65 |55,21 |58,85 56,27 50,04 |46,74
+1,22 +0,35 |+1,25 |=+0,06 +6,46 +0,38 |+0,29
360 55,02 52,78 |50,84 |68,06 39,55 49,07 49,41
+4,60 +0,54 |+3,23 |+0,19 +2,23 +0,03 |+0,42

77



Bay, B., 2015. Kara Havug Antosiyaninlerinin Kopigmentasyon ile Kararliiklarimn Degisimi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin

Universitesi

Ek 15. Nar kabuklari ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢dzeltisi % polimerik

renk verileri
é:ﬂ:i;‘) pH22 |pH28 |pH32 |pH3,6 |pH42 |pH48 |pH54
. 5540 |57,11 |5579 |59,85 |5L,45 |49,30 |5L,84
1212 |+045 |+364 |+045 |+743 |[+12,12 [+2,73
20 5723 |59,00 |60,91 |60,27 |7549 |4507 |52,23
+1,52 |+0,30 |+0,30 |+5,30 |+10,91 |+0,76 |=+1,82
50 59,20 |57,38 62,32 |6559 |81,84 |48,67 |53,48
+0,61 |+2,15 |[+0,15 |+13,33 |+17,12 |+455 |[+1,36
120 63,81 |59,51 |64,92 |6189 |32,43 |48,76 |47,47
+2,88 |+7,43 |+0,61 |+1,06 |+10,61 |+0,76 |=+3,03
210 67,77 |6422 6929 |64,95 |47,59 |33,47 |48,05
+227 |+213 |+152 |+1,97 |+1455 |+3,64 [+970
260 71,01 |71,87 73,03 |63,51 |43,18+1]2518 |45,20
+1,36 |+3,15 [+258 |+1,52 |,24 +546 |+2,12

Ek 16. Mandalina kabuklari ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi %
polimerik renk verileri

(ﬁgg‘ig) pH2,2 |pH28 |pH3,2 |pH3,6 |pH4,2 |pH4,8 |pH 5.4
. 53,14 |61,25 |5525 |52,84 |5260 |50,45 49,53
+0,07 |%12,41 |[+5,80 |+0,83 |[=+0,83 |[+0,35 [+0,19
20 51,76 |5215 |54,32 |5224 |4859 |50,50 |50,77
+1,70 |+0,55 |+0,30 |=+0,73 |+0,52 |=+0,40 +0,59
50 53,61 |54,41 |54,65 |5492 |5358 |50,33 49,68
£028 |£0,11 |4327 |+£034 [396 |+2,19 |=0,71
120 60,02 |5292 |59,82 |60,32 |57,75 |50,09 |5L,73
+0,55 |+10,42 |[+1,15 |+0,80 |[=x0,65 [£7,64 |+0,92
220 66,11 |56,68 |66,94 |6516 |63,24 |57,11 |59,52
£049 |£048 |+0,70 |+1,06 [+139 |£036 |=1,15
260 7139 |6861 |7162 |67,03 |67,40 |5994 |63,94
+1,04 |+0,48 |+0,80 |43,06 |+£0,79 |+1,93 |+1,48
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Ek 17. Giil petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi % polimerik
renk verileri

é:ﬂ:i;‘) pH22 |pH28 |pH3,2 |pH36 |pH42 |pH48 |pH54
0 56,45 |53,73 |53,52 53,75 [56,18 |45,67 49,65
+0,32 |+0,07 |[=£0,28 +0,52 |+9,44 |+10,55 |+0,54
30 56,15 |[56,22 |54,76 54,33 |57,17 |55,58 53,07
+1,67 |+0,44 |+0,85 +0,49 |+0,75 |+0,11 +1,63
60 57,78 |57,87 |57,95 59,93 (57,29 |56,50 51,07
+0,71 |+0,75 |=+0,06 +0,36 |+3,06 |[=+£0,40 |=+0,98
120 60,75 |[62,58 63,14 61,16 |62,71 |59,25 58,12
+0,11 |+0,10 |=+0,44 +0,29 |+0,59 |+0,86 +0,03
240 63,41 |67,24 |68,54 70,44 67,25 |66,99 70,56
+1,47 |+0,41 |+0,28 +0,30 |+0,04 |=+0,51 +0,90
360 69,78 |[70,34 |70,46 72,77 |68,79 |67,83 73,84
+0,66 |+1,25 |+2,10 +0,32 [(+0,44 |+0,16 +7,14

Ek 18. Referans antosiyanin ¢6zeltisi kahverengilesme verileri

éi{(?i;‘) pH22 |pH2,8 |pH3,2 |pH3,6 |pH42 |pH48 |pH54
0 0,096 |0,097 0,089 0,086 0,103 [0,090 0,075
+0,076 |+0,061 |=+0,061 |+0,065 |[=+0,054 |[+0,052 |=+0,058
30 0,080 |0,093 0,092 0,085 0,094 |0,079 0,065
+0,037 [+0,065 |+0,059 |+0,057 |[+0,049 |+0,052 |=+0,052
60 0,102 |0,096 0,094 (0,082 [0,093 |0,065 0,056
+0,049 |[+0,050 |[+0,051 |+0,053 |+0,057 |+0,044 |+0,040
120 0,093 |0,093 (0,084 (0,079 [0,088 |0,059 0,050
+0,033 [+0,042 |+0,046 |+0,042 |[+0,037 |+0,039 |=+0,037
240 0,091 0,097 |0,082 0,071 |0,058 0,048 0,040
+0,020 [+0,033 |+0,000 |+0,041 |+0,018 |+0,026 |=+0,025
360 0,087 |0,090 (0,080 0,071 |0,057 0,037 0,038
+0,032 [+0,000 |+0,000 |+0,034 (+0,011 |+0,025 |+0,024
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Ek 19. Nar kabuklari ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢6zeltisi kahverengilesme

verileri
é:ﬂ:i;‘) pH22 |[pH2,8 |pH3,2 |pH3,6 |[pH4,2 |pH 4.8 |pHS5,4
. 0,092 (0,096 |0,081 [0,0909 0,069 |0,066 0,066
+0,001 [+0,000 |=+0,002 |=+0,001 |+0,001 |+0,001 |=+0,002
20 0,090 |0,091 |0,094 |0,092 |0,067 |0,062 |0,062
+0,001 |+0,005 |+0,001 |+0,004 |+0,001 |+0,000 |+0,003
50 0,088 [0,072 |0,091 |0,103 |0,062 |0,053 |0,060
+0,000 |+0,001 |+0,001 |+0,018 |+0,000 |+0,001 |+0,001
150 |0083 (0068 [0087 (0081 0059 |0042 0,042
+0,002 |+0,001 |+0,001 |+0,004 |+0,001 |+0,004 |+0,002
a0 |0076 0,064 (0081 0076 |0,050 (0,024 |0,026
+0,002 [+0,001 |=+0,002 |=+0,001 |+0,000 |+0,001 |+0,001
20 |0072 [0074 [0076 0056 (0033 0020 0,016
+0,001 |+0,001 |+0,004 |+0,001 |+0,000 |+0,002 |=0,004

Ek 20. Mandalina kabuklar1 ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi
kahverengilesme verileri

(gzlr(?i;‘) pH22 [pH2,8 |pH3,2 [pH3,6 |[pH4,2 |pH4,8 |pHS5,4
. 0,129 |0,148 |0,125 |0,124 |0,111 |0,117 0,108
+0,001 |+0,027 |+0,009 |+0,001 |+0,004 |+0,000 |=0,001
20 0125 [0,119 |0,122 |0,116 |0,120 |0,116 |0,100
+0,001 |+0,001 |+0,004 |+0,001 |+0,001 |+0,001 |+0,000
50 0,125 |0,116 |0,121 |0,117 |0,108 |0,107 |0,091
+0,002 |+0,001 |+0,003 |+0,001 |+0,025 |+0,001 |=0,000
10 |0119 [0101 (0113 [0114 [0104 |0104 |0,090
+0,001 |+0,033 |+0,001 |=0,001 |+0,003 |+0,005 |=0,001
a0 |0116 [0117 (0110 [0104 [0093 0088 |0,086
+0,001 |+0,002 |+0,001 |+0,001 |+0,004 |+0,001 |+0,001
20 |0115 (0105 [0107 0102 (0087 |0085 |0,083
+0,000 |+0,001 |+0,000 |+0,001 |+0,001 |+0,001 |=0,001
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Ek 21. Giil petalleri ile kopigmente edilmis antosiyanin ¢ozeltisi kahverengilesme

verileri
é:ﬂ:i;‘) pH22 |[pH2,8 |pH3,2 [pH3,6 |pH4,2 |pH4,8 |pHS5,4
) 0111 [0,113 |0,113 |0,114 |0,124 [0,099 |0,107
+0,004 |+0,003 |+0,001 |+0,001 |+0,017 |+0,017 |+0,004
20 0,120 |0,110 |0,115 |0,116 |0,111 0,106 |0,095
+0,095 |+0,003 |+0,002 |+0,000 |+0,002 |+0,003 |=0,077
50 0,109 |0,109 |0,107 |0,108 |0,104 0,097 |0,109
+0,002 |+£0,002 |+0,001 |+0,001 |+0,083 |+0,000 |=0,002
150 |0107 (0104 [0103 [0107 0097 |0088 |0,103
+0,003 |+0,001 |+0,001 |+0,002 |+0,005 |+0,000 |=0,083
20 |0110 [0,098 [0104 (0103 [0091 0081 |0,106
+0,004 |+0,002 |+0,003 |+0,002 |+0,003 |+0,001 |=0,085
260|009 (0099 [0104 [0103 (0085 |0080 |0,106
+0,001 |+0,080 |+0,001 |+0,003 |+0,000 |+0,001 |+0,073
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