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Bu calismada kara havucta bulunan bes farkli antosiyanin saflastirilip
ayristirilmistir.  Antosiyanin pigmentlerinde ayristirllmadan (5P) ve ayrigtirildiktan
sonra (P1, P2, P3, P4 ve P5) pH 1-5 araliginda ve 10, 20, 30°C sicakliklarda ferulik

asit ile kopigmentasyon tepkimesi gerceklestirilmistir.

Kopigment eklenmis tiim antosiyanin ¢dzeltilerinin ve referans antosiyanin
cozeltilerinin HPLC’de analizleri yapilmistir. Elde edilen kromotogramlarda 280 nm
(fenolik bilesikler), 330 nm (agillenme) ve 520 nm (antosiyanin) dalga boylarinda
ilgili referans kromotogramlarindan farkli, yeni bir bilesik olustugunun gostergesi

olan, yeni pikler saptanmamustir.

Tiim kara havug antosiyaninlerinde (P1-P5 ve 5P) kopigmentasyon sonrasinda,
maksimum dalga boyunda (Amax-kopigment) kayma meydana geldigi goriilmiistiir. P1-
P5’in maksimum dalga boyundaki kayma degerleri (Ahmax-kopigment) PH 1-5 araliginda
genel olarak 8-13 birim, 5P i¢in ise 3-8,5 birimdir.

Kopigment eklenen antosiyanin ¢ozeltilerinin referans ¢ozeltilerine gore

absorbans artiglarinin (AABS) pH 2’nin {izerinde bagladigi goriilmiistir. AABS
degerleri pH 3-5 araliginda 0,01-0,05 birim olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kopigmentasyon, kara havug, antosiyanin



ABSTRACT

In this study five different anthocyanins present in black carrot were purified
and thereafter separated. Copigmentation reactions were carried with ferulic acid in
anthocyanin pigments before separation (5P) and after seperation (P1, P2, P3, P4 and
P5) at pH 1-5 range and at 10, 20, 30°C.

HPLC analysis of all the anthocyanin-copigment and reference solutions were
done. New and different peaks from the releated reference chromatograms
indication of the formation new compounds were not dedected in the chromatograms
at the wavelengths 280 nm (fenolic compounds), 330 nm (acylation) and 520 nm

(anthocyanin).

After copigmantation, a shift was observed at the maximum wavelength (Amax-
copigment) fOr all of the anthocyanins (P1-P5 ve 5P). Shifts at the maximum
wavelength (Almax-copigment) at the pH 1-5 range were generally in the range 8-13 units

for P1-P5 and 3-8,5 units for 5P.

The absorbance of the anthocyanin-copigment solutions, based on the
absorbances of the reference solutions (AABS) increased over pH 2. AABS values

were calculated as 0,01-0,05 unit at the pH range of 3-5.

Key words: Copigmentation, black carrot, anthocyanin
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SIMGELER ve KISALTMALAR

ABS : Absorbans

Amax : Maksimum dalga boyu

Amax-kopigment : Kopigment eklenmis ¢ozeltilerin maksimum dalga boyu

Amax-referans : Referans ¢ozeltilerinin maksimum dalga boyu

AABS : Absorbans farki

Almax-kopigment  © Kopigment eklenmis ¢ozeltilerin maksimum dalga boyundaki

kayma degeri

P1 : Siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit

P2 : Siyanidin-3-ksilozil-galaktozit

P3 : Sinapik asit ile agillenmis siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit
P4 : Ferulik asit ile agillenmis siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit
P5 : Kumarik asit ile agillenmis siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit
5P : Ayristirilmamis kara havug antosiyaninleri
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1. GIRIS

Bir iiriiniin kabul edilebilirligi o iirlinden beklenen renk 6zelliklerine baglidir.
Tiiketiciler, bir {iriiniin kalitesine ilk once, satin alma kararlarin1 da etkileyen iiriin
rengine bakarak karar verirler. Gidalarin daha ¢ekici olmasi i¢in renklendirilmesi
yeni bir bulus degildir. Cok eski zamanlardan beri gidalara eklenen baharat ve
cesniler sadece tadi gelistirmek icin degil ayn1 zamanda rengi de gelistirmek icin

kullanilmistir.

1856 yilinda ilk sentetik boyanin bulunusundan sonra baska boyalar i¢in
arastirmalar baslamistir. Sonraki yillarda 700’ e yakin sentetik boya bulunmustur.
Daha sonra, bu boyalardan zararli olanlarin kaldirilmasiyla kullanilabilecek sentetik
boya sayis1 azaltilmistir. Sentetik boya kullaniminin giivenligi sorgulanmis ve
kullanilabilir sentetik boyalarin azalmasiyla birlikte daha uygun secenekler
arastirilmaya baslanilmistir.  Bu da insanlari dogal boyalar ile ilgili arastirma

yapmaya yoneltmistir [1, 2].

Yapay gida boyalarina getirilen kisitlamalar, dogal kaynaklardan elde edilen
boyalara olan ilginin artmasina neden olmustur. Bunlarin arasinda antosiyaninler,
dogada yaygin olarak bulunmalar1 ve renk 6zellikleri nedeniyle en ¢ok ¢alisilan renk
maddelerinden biridir. Antosiyaninler birgok meyve ve sebzeye kirmizi, mavi ve
mor rengini veren, dogada yaygin olarak bulunan renk maddeleridir. Renk
ozelliklerinin yani sira saglik agisindan yararli olmalar1 nedeniyle antosiyaninlere
olan ilgi son zamanlarda artmistir. Antosiyaninler bazi renkli gidalarin antioksidan

ozelliklerine 6nemli katkida bulunmaktadir [1-4].

Ancak kararliliklarinin diisiik olmasi, kolayca bozunabilmeleri veya baska
maddelerce kolayca tepkimeye girmeleri sonucu renksiz veya esmer renkli
bilesiklere doniisebilmeleri, karmasik gida sistemlerinde énemli bir problem olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.



Son yillarda yapilan arastirmalar bitkilerdeki renk kararliligini saglayan ana
mekanizmanin antosiyaninler ile kopigmentler arasindaki molekiiler etkilesimler ile
olusan kopigmentasyon oldugunu gostermektedir. Kopigmentasyonun en etkili
sekillerinden biri aromatik ve/veya alifatik asitlerin antosiyanidin ¢ekirdegine seker
molekiilii araciligi ile agillenmesidir (molekiil-i¢i kopigmentasyon) [5, 6]. Diger bir
kopigmentasyon sekli ise, antosiyanin ve kopigment molekiillerinin molekiiller arasi

kovalent olmayan etkilesimidir (molekiiller aras1 kopigmentasyon) [5, 7, 8].

Kara havugta hepsi siyanidin tiirevleri olan bes farkli antosiyanin
bulunmaktadir. Bunlardan iki tanesi agilsiz, ii¢ tanesi tek-acilli antosiyaninlerdir.
Acilsiz antosiyaninler siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit ve siyanidin-3-ksilozil-
galaktozit; diger ticli ise sinapik, ferulik ve kumarik asitlerle agillenmis siyanidin-3-
ksilozil-glukozil-galaktozit’lerdir [1, 9, 10]. Kara havuctaki tek-agilli ve agilsiz

antosiyaninlerin kararlilig1 molekiiller aras1 kopigmentasyon ile arttirilabilir.

Bu c¢alismada kara havucta bulunan bes farkli antosiyanin o6ziitlenip
saflastirilmistir. Saflastirilan antosiyanin 6ziitlinden her bir antosiyanin ayristirilarak
saf antosiyaninler elde edilmistir. Antosiyaninlerde kopigmentasyon tepkimeleri
sonucunda maksimum dalga boyundaki kayma (batokromik kayma) ve maksimum
dalga boyunda absorbans artis1 (hiperkromik etki) meydana gelmesi
kopigmentasyonun gerceklestigini gostermektedir. Bu sebeple ayristirilmamis saf
antosiyanin Oziitiinde ve bes farkli antosiyaninde kopigmentasyon gerceklestirmek
amactyla farkli pH (1-5) ve sicaklik (10, 20 ve 30°C) degerlerinde ferulik asit

eklenerek batokromik kayma ve hiperkromik etki incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. ANTOSIYANINLER

Antosiyaninler meyve, sebze ve cigeklerin kendilerine 6zgili, pembe, kirmizi,
viole, mavi ve mor tonlarindaki gesitli renklerini veren, suda ¢oziinebilir nitelikli

dogal renk maddeleridir.

Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleridir ve flavonoid grubuna
dahildirler. Dogada antosiyaninler serbest halde bulunmazlar ve daima bir veya

birkag seker molekiilii ile esterlesmis halde yani antosiyaninler halinde bulunurlar.

Antosiyaninlerin yapisinin temelini, 2-fenilbenzopirilium (flavilium katyonu)

(Sekil 2.1) olusturmaktadir [2, 5, 11, 12].
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Sekil 2.1. Antosiyanidin’ in yapis1
R; ve R, gruplarina farkli gruplarin baglanmasiyla farkli antosiyanidinler

olusur. Baglica antosiyanidinler; pelargonidin, siyanidin, delfinidin, peonidin ve

malvidindir. Bunlar arasinda en yaygin bulunani siyanidindir [5, 11, 13].



2.2. ANTOSIYANINLERIN YAPISI

Antosiyaninler dogada antosiyanidinlerin glikozitleri olarak bulunurlar ve
glikozit uglara baglanmis alifatik veya aromatik asitler de igerebilirler. Ferulik asit,
sinapik asit, gallik asit, p-hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit gibi aromatik asitlerle
acillenme antosiyaninler lizerinde kararliligin artmasi agisindan oOnemli etkiye

sahiptir [1].

Antosiyaninler asitli sulu ¢ozeltilerinde kuinoidal form A, flavilyum katyonu
AH+, karbinol veya psédobaz B, ve c¢alkon C formu olmak iizere dort ayr1 denge
formunda bulunurlar (Sekil 2.2). Ortamin pH degeri 2’nin altina diisiince
antosiyanin flavilyum katyonu (AH")halinde ortama hakim olur ve renk kirmizidur.
pH yiikselince karbinol psddobaz formunun (B) miktar1 artarken, buna paralel olarak
flavilyum katyonu formu (AH') aym diizeyde azalir. Denge halindeyken hangi
formun hakim oldugu, ortamin pH degerine baghdir. pH degeri degistikce bu dort
farkli yapi birbirine doniisebilir [5, 6, 11].

OH
HO
R, o
5 on
_|
AH+
Flawnlyim K atyonn
1 L HO .
1
H L

Earbinol-anhidrobaz

Sekil 2.2. Sulu ortamda antosiyaninin dengedeki formlari



2.3. ANTOSIYANINLERIN KARARLILIGINA ETKi EDEN FAKTORLER

Antosiyaninlerin kararliligini etkileyen etmenler molekiil yapisi, sicaklik, pH,
kopigmentler, 1s1k, metalik iyonlar, oksijen, askorbik asit, sekerler ile bunlarin

bozunma tirlinleri, proteinler ve stlfiir dioksittir [14].

Antosiyaninin kimyasal yapist; yapisal degisiklik, glikosillenme oriintiisii, B
halkasinin hidroksillenme ve metoksillenmesi ve aromatik ve / veya alifatik asitlerle
acillenme, antosiyaninin kararliligini etkilemektedir [9, 15-17].  Antosiyanin
molekiiliinde hidroksil grubu (-OH) sayisi1 arttik¢a renkte mavilik, metoksil grubu (-
OCHs) say1st arttik¢a kirmizilik artmaktadir [13, 18].

Agilli antosiyaninler, 6zellikle diizlemsel aromatik bilesenlere sahip olanlar,
asitligi diistik ¢ozeltilerde tutulduklarinda mono- ve diglikozidik antosiyaninlere
oranla ¢ok daha kararli renge sahiptirler [19]. Cogu antosiyaninlerin rengi ortamin
pH degerine bagli olarak bir indikatér gibi degisim gosterirler. Diisiik pH
degerlerinde mor-kirmizi, daha yiiksek pH degerlerinde ise yesil-mavi bir renk alirlar

[11, 13].

2.4. ANTOSIYANINLERIN KOPIGMENTASYONU

Son yillarda yapilan arastirmalar bitkilerdeki renk kararliligini saglayan ana
mekanizmanin antosiyaninler ile diger fenolik maddeler, daha genel bir
tanimlamayla  kopigmentler, arasindaki molekiiler etkilesimler oldugunu
gostermektedir. Kopigmentasyon, renkli antosiyaninin diizlemsel polarize ¢ekirdek
formuna (flavilyum iyonu, kuinoidal formlar1) kopigment molekiiliiniin tutunmasiyla
olusmaktadir. Bu sekilde, renksiz hemiketal ve kalkon formlarinin olusmasina neden
olan, pirilyum ¢ekirdegindeki C2 konumuna suyun niikleofilik atagi kismen de olsa
engellenmis olur. Bunun sonucunda, verilen bir pH degerinde, antosiyanin
coOzeltileri cok daha yogun renge sahip olur (hiperkromik etki). Ayrica, antosiyanin-
kopigment kompleksinin goriiniir bolgedeki maksimum absorbansinin dalga boyu

serbest antosiyanininkinden daha yiiksektir (batokromik kayma) [20-23].



Kopigmentasyonun yogunlugu antosiyanin ve kopigmentasyon derisimlerine,
bunlarin kimyasal yapilarina, ortam pH ve sicakligina, ¢ozelti 6zelliklerine baghdir.
Aragtirmalar, kopigmentasyonun gergeklesmesi i¢in ortam polaritesinden ¢ok sivi
suyun benzersiz hidrojen-bag molekiiler yapisinin 6nemli oldugunu ortaya
koymustur. Hidrofobik etkilesimler pigment ve kopigmenti bir araya getiren dnemli
kuvvetlerdir. Kopigment etkisi, sadece sulu ¢ozeltilerin 6zelligi olan bir ¢ozelti-

¢ozgen etkilesimi olarak goriinmektedir [24].

Antosiyanin-kopigment derisimleri, sicaklik, iyonik gili¢, ¢oziici ve pH
degerinin benzer oldugu kosullar altinda antosiyaninin metoksillenme ve

glikozillenme derecesi ile birlikte kopigmentasyon etkisi artmaktadir [7].

Kirmizi iizim antosiyaninlerinin model meyve suyunun askorbik asit varliginda
25 °C ve 35 °C’ de depolanmasinin kararliligina etkisi incelenmistir. Biberiye
polifenolik kofaktorleri (0, 0,2 ve %0,4) kullanilmistir. Kofaktér eklenmesinin
meyve sularinda daha yogun kirmizi renk gézlenmesine, hiperkromik etki (%178) ve

batokromik kayma (23 nm) meydana gelmesine sebep oldugu belirtilmistir [25].

Agilli antosiyaninlerin rutin ve farkli kopigmentlerle yapilan kopigmentasyonu
UV/Vis spektrofotometre ile incelenmistir. Kopigmentasyon sonrasinda batokromik
kayma ve hiperkromik etki meydana geldigi bulmuslardir. Batokromik kayma ve
hiperkromik etki siddetinin kopigment miktarina ve kullanilan kopigmentlere gore

farklilik gosterdigi belirtilmistir [26]

Malvinin  klorojenik asit ile yapilan kopigmentasyonunda sicakligin
ylukseltilmesinin, metanol, formamid veya sodyum kloriir eklenmesinin kopigment
etkisini azalttig1 belirtilmistir [24].

2.4.1. Kopigmentler

Antosiyaninlerle kompleks olusturarak kararli ve farkli renkli bilesikler

olusturan maddelere kopigment denir. Kopigmentler genellikle renksizdirler, ancak



antosiyaninlerle kompleks olusturunca onlarin renklerini giiclendirip kararli hale
getirmektedir.  Kopigment olarak flavanoidler, polifenoller, alkaloidler, amino
asitler, organik asitler, baz1 mineraller ile antosiyaninlerin kendileri gosterilebilir [11,

21, 24].

Fenolik asitlerden hidroksisinamik asitler bitkisel gidalarda yaygin olarak
bulunurlar. Bunlar arasinda yer alan ferulik asit, kafeik asit ve kumarik asit 6nem

tagimaktadir [11, 13].

Farkl1 antosiyaninlerle yapilan kopigmentasyon ¢alismalar1 sonucunda en etkili

kopigmentlerin ferulik asit, rosmarinik asit oldugu belirtilmistir [27].

2.4.2. Molekiil-i¢ci Kopigmentasyon

Kopigmentasyonun en etkili sekillerinden biri pigment ile kopigmentin uygun
bir ara molekiil aracilifiyla kovalent baglanmasidir. Bu da antosiyanidinlere baglh
seker gruplarinin fenolik asitlerle agillenmesi seklinde olmaktadir. Bu agillenmis
pigmentlerde, kopigmentasyon aromatik agil gruplarinin flavilyum ¢ekirdegi {izerine
diizlemsel katlanmasiyla gergeklesir (Sekil 2.3, Sekil 2.4). Acilli antosiyaninlerin
ozellikle gida boyasi olarak tercih edilmesinin nedeni, agilsiz antosiyaninlerin
neredeyse renksiz olduklar1 pH 4-5 araliginda kararli bir renge sahip olmalaridir [19,

22,28-31].

Acil Grup

(Seker)

Antosiyanidin

(Seker)

Agcil Grup

Sekil 2.3. Molekiil-i¢i kopigmentasyon
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Kirmiz1 saraplarin olgunlagsmasi1 sirasinda antosiyaninler ve kopigment
arasindaki etkilesimler meydana gelmektedir. Farkli cesitlerdeki saraplara piriivik
asit eklenmesi sonucunda malvidin-3-glukozit ve piriivik asit arasindaki etkilesimden
dolay1 vitisin A olusumunun arttig1 belirtilmistir [32, 33]. Bu yeni antosiyanin
tiirevlerinin maksimum olusumunun pH 2,7-3,0 aralifinda ve yiiksek pirtivik asit

derisimlerinde oldugu bildirilmistir [32].

Dort farkli sarap tiiriiniin yillandirilmast sirasinda antosiyanin miktarinin
kopigment kompleksinin olugmast i¢in yeterli oldugu, fakat kopigmentlerin
antosiyaninlere gore molar oranlarinin renk {izerinde onemli bir etki meydana
gelebilmesi i¢in ¢ok diisiik oldugu belirtilmistir [34]. Saraplarda fermentasyon
oncesinde kafeik asit eklenmesinin renk gelisimine katkida bulundugu
belirtilmektedir. Bu da kirmizi saraplarda kopigmentasyonun 6nemli bir etkilesim

oldugunu gostermektedir [35].

Remy ve ark. [36], farkli sarap Orneklerinde, tiyoliz Oncesi ve sonrasinda
yapilan LC/MS analizleri ile tanenler ve antosiyaninler arasinda kovalent yapi

olusumunu ortaya koymuslardir.



2.4.3. Molekiiller-aras1 Kopigmentasyon

Diger bir kopigmentasyon sekli ise, antosiyanin ve kopigment molekiillerinin
molekiiller-aras1 kovalent olmayan etkilesimidir (hidrofobik kompleks olusumu)
(Sekil 2.5) [7, 29]. Bu kopigmentasyon sekli, in vivo kosullarda antosiyaninlerin

yapisal kararliligini arttiran en etkili faktor olarak goriilmektedir [8].

Eiro ve Heinonen [27], bes farkli antosiyanin ve fenolik asit kullanarak 6 aylik
depolama siiresinde molekiiller arasi reaksiyonlar1 incelemisler ve kullanilan
antosiyaninler i¢in en iyi kopigmentlerin ferulik asit ve rosmarinik asit oldugunu
belirtmiglerdir. Depolama siiresince, eklenen kopigmentler ile antosiyanin

kararliliginin arttigin1 gérmiislerdir.

Tek-agilli antosiyaninlerde molekiil-i¢gi kopigmentasyona ek olarak fenolik

asitlerle molekiiller aras1 kopigmentasyon ile de renk kararlilig: arttirilabilir [22].

(Seker) D‘ Kopigment
(Seker)

Antosiyanidin

Kopigment
(Seker)

Sekil 2.5. Molekiiller-aras1 kopigmentasyon

Farkl1 antosiyanin ve kopigmentler ile ¢aligmalar yapilarak molekiil yapisi, pH,
pigment-kopigment derisiminin antosiyanin ve renksiz fenolik bilesiklerin
kopigmentasyon reaksiyonlari {izerine etkisi incelenmistir [7, 21]. Klorojenik asit,
kafeik asit ve rutinin acilli pelargonidin, monardein i¢in gosterdikleri
kopigmentasyon etkisinin pelargonidin-3-glikozit ve malvin ¢ozeltileri igin

gosterdikleri etkiden daha biiyiik oldugu belirtilmistir. Maksimum kopigmentasyon



etkisi klorojenik asit i¢cin pH 3,2-3,7; kafeik asit ve rutin i¢in pH 3,5-4,7 araliginda
gozlenmistir [21].

Malvinin pH 2,50 ve pH 3,65 degerlerinde kafeik asit ve ferulik asit ile
kopigmentasyonu gerceklestirilmistir.  Kopigmentasyon sonrasit sadece goriiniir
bolge spektrumlarindaki batokromik kayma ve hiperkromik etki disinda UV bolgede
acil gruplarinin olusumunu gosteren yeni band olusumu goézlenmemistir [8]. Yeni
band olusumunun gozlenmemesi, batokromik kayma ve hiperkromik etkinin

meydana gelmesi molekiiller aras1 kopigmentasyonun gerceklestigini gostermektedir.

Malvidin 3,5-diglukozit ve apigenin 7-glukozit arasindaki kopigmentasyon
tepkimesinin varlig1 ortaya konulmus ve optimum tepkime kosullart belirlenmistir.
pH 3,65 tampon c¢oOzeltisinde 1:2 optimum molar oranda gerceklesen
kopigmentasyon tepkimesi sonucunda batokromik kayma (AA=24 nm)ve

hiperkromik etki (AA=0,340) meydana geldigi beildirilmistir [37].

Kopigmentasyon kompleksinin stabilitesi iizerine sicaklik, UV 1sm1 ve
karanlikta ve 1s1k altinda ii¢ aylik depolamanin etkisi incelenmistir. Kopigment
olarak kuersetin-5-siilfonik asit, morin-5-siilfonik asit, rutin, kuersetin, klorojenik
asit, tannik asit ve Scutellaria baicalensis Georgi flavonlar1 kullanilmistir.
Kullanilan kopigmentler siyanidin-3-glukozit’in renk kararliligin1 ve yogunlugunu
gelistirdigi belirtilmistir. Maksimum kopigmentasyon etkisi ise pH 3,5 degerinde
oldugu rapor edilmigtir. UV 1511 kopigment kompleksi iizerinde 80 °C’de
isitmaktan daha fazla bir degredasyon etkisi gosterdigi depolama siiresince direk
giines 15181 antosiyanin-kopigment kompleksinin kararsizligimi tanimlamada 6nemli

bir etken oldugu belirtilmistir [38].

2.4.4. Molekiillerin Kendi Aralarinda Birlesmesi

Asen ve ark. (1972)’na gore [6], antosiyanin konsantrasyonunun 10 M’ dan

102 M’ a artirlmasi sonucunda maksimum dalga boyunun 507 nm’den 502 nm’ ye
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degismekte ve renk yogunlugunda 300 kat artis olmaktadir. Bu degisimin antosiyanin

molekiillerinin kendi aralarinda birlesmesi sonucu oldugunu belirtilmistir (Sekil 2.6).

Antosiyanidin
(Seker) U ﬁ (Seker)

Antosiyanidin

(Seker)
. Antosiyanidin G
(Seker) e
— Antosiyanidin (Seker)
(Seker) i
% Antosiyanidin
(Seker)

Sekil 2.6. Molekiillerin kendi aralarinda birlesmesi

Ribéreau-Gayon (1982)’na gore [6], saraplarin yillandirilmas: sirasinda
antosiyaninlerin kendi aralarinda birlestigi gozlenmis ve kendi aralarinda birlesmesi
sonucu olarak, yillanmis saraplarin renk 6zelliklerine katkida bulunabilecekleri ifade

edilmistir.

2.4.5. Molekiillerin Metaller ile Kompleks Olusturmasi

Baz1 antosiyaninler demir, magmezyum, aliminyum, potasyum, bakir ve diger
bir cok metal iyonlar1 ile kompleks olusturarak kararliligi artirmaktadir (Sekil 2.7) [6,
11].

Osawa (1982)’ya gore [6], sadece siyanidin, delfinidin ve petunidin gibi
aglikonun B-halkasinda birden fazla serbest hidroksil grubuna sahip sahip

antosiyaninler metal selat olusumuna egilimlidirler.
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Antosiyanidin
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Kopigment

Antosiyanidin
Y D (Seker)

Kopigment

Sekil 2.7. Antosiyaninlerin metaller ile kompleks olusturmasi

2.5. KARA HAVUC ANTOSIYANINLERI

Kara havug antosiyaninleri, gida pH’sinda rengini kaybetmeyen ve yiiksek 1s1l
kararliligina sahip, biiylik oranda ii¢ seker birimi igeren tek-acilli olan antosiyaninler

olarak tanimlanmaktadir. Kara havugta yer alan ve hepsi siyanidin tiirevleri olan bes

farkl1 antosiyanin bulunmaktadir.

antosiyaninlerdir. Agcilsiz antosiyaninler siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit ve
siyanidin-3-ksilozil-galaktozit; diger ii¢li ise sinapik, ferulik ve kumarik asitlerle

(Sekil 2.8) acillenmis siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit’lerdir (Sekil 2.9) [1, 9,

10].

Bunlardan iki tanesi agilsiz, ii¢ tanesi agilli

Sinapik asit

Ferulik asit

Kumarik asit

Sekil 2.8. Kara havugta bulunan fenolik asitlerin kimyasal yapilari
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Sekil 2.9. Kara havugta bulunan agilli antosiyaninlerin kimyasal yapilari

Kara havugta bulunan antosiyaninlerin profili Sekil 2.10°de gosterilmistir.
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Sekil 2.10. Kara havugta bulunan antosiyaninlere ait kromatogram; 1:
siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit, 2: siyanidin-3-ksilozil-galaktozit; 3: Sinapik
asit ile acillenmis siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit, 4: Ferulik asit ile
acillenmis siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit, 5: Kumarik asit ile agillenmis

siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit

Kara havug, gida pH degerlerinde artan renk kararliligina sahip yliksek oranda

tek-acilli antosiyanin yapisi ile tanimlanmasi, kolayca oksitlenebilen antosiyanin
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olmayan fenolik maddelerden yoksun olmasi agisindan son derece uygun bir
antosiyanin kaynagidir. Ayrica, diger havug kiiltiirlerine gore duyusal avantajlara
sahiptir. Bu iic ozellik, kara havucun gida boyasi1 olarak kullanimim

desteklemektedir [39].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. KARA HAVUC ANTOSIYANINLERININ OZUTLENMESI

Calismada oziitleme isleminin yapilmasi amaciyla Konya bolgesinden temin
edilen Kara havug, Sitrik Asit (Riedel-de Haén), kaba filtre kagidi ve cam hazneli
parcalayict (8011ES MODEL HGB2WTS3, USA) kullanilmigtir.

Kara havug, 0,1 M Sitrik Asit ¢dzeltisi igerisine konularak pargalayicida

parcalanmis ve kaba filtreden gegirilmistir.

3.2. ANTOSIYANIN OZUTLERININ SAFLASTIRILMASI

Oziitiin saflastirilmas: icin Amberlite XAD7 (Sigma, 37380-43-1, Germany)
reginesi, cam kolon (ildam, Teflon musluklu, 325 mL), vakumlu evaporatér (BUCHI
Rotavapor R-3000, Switzerland), metanol (J.T.Baker, 8045, Holland), hidroklorik
asit (Merck, 1.00314.2500, Germany) ve saf su kullanilmigtir.

Kaba filtreden gecirilen 6ziit Amberlite XAD7 reginesi ile doldurulmus cam
kolonlarda saflastirilmistir. Regine doldurulmus cam kolondan metanol gecirilerek
aktiflestirme iglemi yapilmigtir. Ardindan metanolii uzaklastirmak i¢in %0,01 HCI
(h/h) igeren saf su gecirilmistir. Oziit kolona yiiklenmis ve asitli su gecirilerek
antosiyanin ve fenolik maddeler disindaki tiim bilesenlerin uzaklagmasi saglanmstir.
Kolonda tutulan antosiyaninler %0,01 HCl (h/h) igeren metanol ile kolondan
almmustir [40]. Elde edilen saf antosiyanin 06ziitli vakumlu evaporatérde 35°C’ de

deristirilmis ve derin dondurucuya (-18°C) konulmustur.
3.3. ANTOSIYANIN PIGMENTLERININ AYRISTIRILMASI
Deristirilen 6ziitteki antosiyanin pigmentlerinin ayristirilmasinda Chemstation

(Agilent Tech. 1990-2003) yazilim sistemine sahip, pompa (Agilent 1101, G1311A),
gaz giderici (Agilent 1102, G1379A), coklu dalga boylu dedektér (Agilent 1100,
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G1365B), enjektor (manuel, Agilent 1106, G1328B), analitik fraksiyon toplayici
(Agilent 1200, G1364C)’ dan olusan Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) cihaz1 kullanilmistir. Sekil 3.1° de ayristirilan kara havug antosiyaninlerine

ait kromatogramlar verilmistir.

400 (a)

Sital (maA T

500 (b)

400

1an ﬂ

0
0 1 2 3 4 3 6 7 Y 9
Zatnan (dak)

Sinyal (malTl)

Sekil 3.1. Ayristirilan kara havug antosiyaninlerine ait kromatogramlar: (a)
siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit, (b) siyanidin-3-ksilozil-
galaktozit
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kromatogramlar: (c) Sinapik asit ile agillenmis siyanidin-3-ksilozil-
glukozil-galaktozit, (d) Ferulik asit ile acillenmis siyanidin-3-
ksilozil-glukozil-galaktozit, (e) Kumarik asit ile agillenmis

siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit
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Hareketli faz olarak %100 asetonitril (Sigma-Aldrich, 34851, Switzerland) (A)
ve % 4’lik o-fosforik asit (%85’lik, Merck, 1.00563.2500, Germany) (B) ile
olusturulan gradient program kullanilmigtir. Lineer gradient program %6 A (0 dak),
% 20 A (55 dak) ve hareketli fazin akis hiz1 2 mL/dak olarak ayarlanmigtir. Ayirici
kolon olarak preparatif C18 kolon (Econosil C18 10u, Lot No0.3281, 250x10mm)
kullanilmis ve ¢oklu dalga boylu dedektorde 520 nm dalga boyu ayarlanmistir.

Kara havugtan elde edilen saf antosiyanin oziiti 0,45 pm’lik filtreden
stiziildiikten sonra preparatif HPLC’ye 1 mL enjekte edilmis ve 6ziitte bulunan bes
farkl1 antosiyanin ayristirildiktan sonra (Sekil 3.1) dedektér ¢ikisina baglanan

fraksiyon toplayicida ayr1 ayr1 siselere alinmstir.

3.4. ANTOSIYANIN PIGMENTLERININ DERISTIRILMESI VE
KURUTULMASI

Ayrt ayn siselerde toplanan bes farkli antosiyanin pigmenti, metanol ile
aktiflestirilen Amberlite XAD7 igeren ayr1 cam kolonlara (Ildam, teflon musluklu,
125 mL) yiiklenmigstir. Ayr kolonlarda tutulan bes farkli antosiyanin pigmenti
%0,01 HCI iceren metanol ile kolonlardan alinmistir. Elde edilen antosiyanin
pigmentleri vakumlu evaporatérde 35°C’ de deristirilerek kurutulmus ve desikatore

konulmustur.

3.5. ANTOSIYANIN PIGMENTLERININ KOPIGMENTASYONU

Kopigmentasyon deneyleri i¢in UV/VIS spektrofotometre (Perkin Elmer
Lambda EZ201, USA), pH metre (Hanna Instruments, ), inkiibatér (Velp Scientifica
FOC 225 1, Europe), filtre (0,45um HV, Millipore Durapore Membrane Filters,
Ireland), terazi (Sartorius, BP221 S, Germany), manyetik karistirict (Velp
Scientifica, Italy) kullanilmistir.
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Kurutulan antosiyanin pigmentleri bilinen hacimdeki %0,5’lik trifloroasetik asit
(Merck, 8.08260.0100, Germany) c¢ozeltisi ile yaklasik 0,8 ABS olacak sekilde

¢Oziindiirilmiistiir.

Antosiyanin pigmentlerinin kopigmentasyonu i¢in %10 dimetilsiilfoksit
(Merck, 1.16743.1000, Germany) iceren 0,02 M amonyum asetat (Merck, 1115,
Darmstadt-Germany) ¢ozeltisi ile hazirlanan 0,02 M ferulik asit (Alfa Aesar,
A13890, Germany) ¢ozeltisi kullanilmistir.

Kopigmentasyon deneylerinde antosiyanin ¢ozeltileri hacimce 1:1 (antosiyanin
cozeltisi:kopigment ¢ozeltisi) olacak sekilde seyreltilerek pH’1 istenen degere derisik
amonyak veya hidroklorik asit ile ayarlanmistir. Referans ¢ozeltileri ise %10
dimetilsiilfoksit igeren 0,02 M amonyum asetat c¢oOzeltisi ile aymi sekilde
hazirlanmistir.  Istenen sicaklik derecesine ayarlanmis inkiibatérde manyetik
karistirici iizerinde 30 dak. bekletilmis ve 0,45 pum’lik filtreden siiziildiikten sonra
spektrofotometrede 450-700 nm dalga boylar1 araliginda spektrumlar1 alinarak

hiperkromik etki ve batokromik kayma degerleri elde edilmistir [27].

10, 20 ve 30°C’ de, agilsiz antosiyanin pigmentleri ile pH 1-4, agilli antosiyanin
pigmentleri ile pH 2-5, tiim antosiyanin oOziitine ise pH 1-5 degerlerinde

kopigmentasyon yapilmustir.

3.6. HPLC ANALIZLERI

Hareketli faz olarak %100 asetonitril (Sigma-Aldrich, 34851, Switzerland) (A)
ve % 4’lik o-fosforik asit (%85°lik, Merck, 1.00563.2500, Germany) (B) ile
olusturulan gradient program kullanilmistir. Lineer gradient program %6 A (0 dak.),
% 25 A (18,33 dak.) ve hareketli fazin akis hiz1 1 mL/dak. olarak ayarlanmigstir [41].
Ters faz C18 kolon (Zorbax SB-C18, 4,6 x 50 mm, 1,8um) kullanilmistir.

Referans ve kopigment eklenen antosiyanin ¢dozeltilerinin  UV/VIS

spektrofotometrede spektrumlar1 alindiktan sonra 50 puL o6rnek alinarak dogrudan
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HPLC’ye enjekte edilmistir. 280 nm, 330 nm ve 520 nm dalga boylarindaki

kromatogramlari elde edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

(Calismada kara havugta bulunan iki tanesi agilsiz (P1: siyanidin-3-ksilozil-
glukozil-galaktozit; P2: siyanidin-3-ksilozil-galaktozit), ii¢ tanesi tek-agilli (P3:
sinapik asit ile a¢illenmis siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit; P4: ferulik asit ile
acillenmis siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit; P5: kumarik asit ile agillenmis
siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit) olan bes farkli antosiyanin saflastirilip
ayristirilmistir.  Antosiyanin pigmentlerine ayristirilmadan (5P) ve ayristirildiktan
sonra (P1, P2, P3, P4 ve P5) farkli pH (1-5) ve sicaklik (10, 20, 30°C) degerlerinde
ferulik asit ile kopigmentasyon ger¢eklestirilmistir. Kopigmentasyon sonrasinda

hiperkromik etki ve batokromik kayma degerleri incelenmistir.

4.1. P1 KOPIGMENTASYONU

P1 ¢ozeltisinin 10°C’de pH 1-4 degerlerinde ferulik asit ile gerceklestirilen
kopigmentasyon tepkimesi sonucunda kopigment ¢dzeltilerinin maksimum dalga
boylarinin (Amax-kopigment), referans ¢ozeltilerinin maksimum dalga boylarindan (Amax-

referans) daha yliksek degerlerde oldugu saptanmistir (Sekil 4.1.a).

20°C’de pH 1 degerinde ferulik asit ile gerceklestirilen kopigmentasyon
tepkimesi sonucunda Amax-kopigment degerlerinin Amaxreferans degerlerinden daha ytiksek
oldugu belirlenmistir. pH 2-4 degerleri icin de ayni sonuglar elde edilmistir (Sekil
4.1.b).

P1 ¢ozeltisinin 30°C’de ferulik asit ile gerceklestirilen kopigmentasyon
tepkimesi sonucunda pH 3 ve pH 4 degerlerinde elde edilen maksimum dalga
boylarindaki kayma degerleri (AAmax-kopigment) PH 1 ve pH 2’de elde edilen kayma
degerlerine gore daha azdir (Sekil 4.1.c).
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Sekil 4.1. P1’in (a)10°C (b) 20°C (c) 30°C’de kopigmentasyonu sonucu elde

edilen Amax degerleri, referans (0) ve kopigment (m)

A max-kopigment degerleri pH 1-2°de tiim sicakliklar i¢in yiiksek ve birbirine yakin
degerler olmasina karsin 20°C’de pH 3 degerinde daha az, pH 4 degerinde ise en az
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oldugu belirlenmistir.  30°C’de ise Almax-kopigment degeri 20°C’de elde edilen

degerlerden daha azdir (Cizelge 4.1). P1 antosiyaninin iyonlagma sabitinin sicakliga

bagli olarak degiseceginden elde edilen kayma degerlerinin farklilik gosterdigi

distiniilmektedir.

Cizelge 4.1. P1-P5 ve 5P antosiyaninlerinin farkli pH ve sicakliklarda

kopigmentasyonu sonucu elde edilen A, degerleri

Ahmax
T(°C) pH P1 P2 P3 P4 P5 5p
1 11,3 12,5 -
2 12,0 13,0 11,8 7,3 10,8 -
10°C 3 10,8 12,0 11,3 7,3 9,8 -
4 9,3 8,5 3,3 11,5 9,0 3,5
5 0,3 10,5 9,3 4,5
1 11,5 12,5 7,5
2 12,0 11,8 11,8 11,5 10,5 7,5
20°C 3 9,5 10,5 10,3 10,5 10,3 6,5
4 7,8 8,5 43 5,8 9,8 3,3
5 1,0 10,0 11,8 3.8
1 11,3 12,0 8,5
2 10,3 10,8 11,5 10,8 10,5 8,0
30°C 3 4,5 8,8 9,8 9,0 9,3 7,0
4 2,8 2,0 3,8 1,8 9,3 3,0
5 1,3 10,3 0,3 5,8
Kopigment eklenen Pl  ¢ozeltilerinin  referans  ¢ozeltilerine

gore

absorbanslarinda (ABS) tiim sicakliklarda pH 1 ve pH 2’de artis olmazken pH 3 ve

pH 4 degerlerinde artis oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). ABS degisim oranlarinin

pH artisiyla birlikte pozitif degerlere dogru kaydig1 goriilmektedir (Sekil 4.2).

23



Cizelge 4.2. P1-P5 ve 5P antosiyaninlerinin farkli pH ve sicakliklarda

kopigmentasyonu sonucu elde edilen AABS degerleri

AABS
T(C) pH P1 P2 P3 P4 P5 5P
1 -0,063 -0,069 -
2 -0,030 -0,038 -0,012 -0,061 -0,017 -
10°C 3 0,034 0,029 0,047 0,011 -0,001 -
4 0,036 0,038 0,051 0,045 0,038 0,037
5 0,020 0,014 0,017 0,031
1 -0,061 -0,050 -0,037
2 -0,043 -0,059 -0,020 -0,018 -0,028 -0,018
20°C 3 0,022 0,017 0,042 0,042 0,014 0,031
4 0,019 0,008 0,019 0,018 0,018 0,042
5 0,019 0,007 0,011 0,029
1 -0,064 -0,068 -0,034
2 -0,015 -0,037 -0,023 -0,014 -0,009 -0,016
30°C 3 0,005 -0,004 0,007 0,023 0,009 0,011
4 0,011 0,007 0,009 0,013 0,015 0,030
5 0,001 0,005 0,012 0,025
1 -
= 08
g 06 - .
£ *
g 027 R
@ 0 : +
z 02 0 % % 3 4 5
pH

Sekil 4.2. PI’in referans ve kopigmente gore 10°C (-), 20°C (x) ve 30°C (+)’
deki ABS degisim oranlar1 ((ABSmaxK-ABSmaxR)/ABSmaxR)
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4.2. P2 KOPIGMENTASYONU

10°C’de P2 ¢ozeltisinin ferulik asit ile gergeklestirilen kopigmentasyon sonucu
en yliksek Almax-kopigment degeri pH 2°de elde edilirken pH 1ve pH 3 degerinde daha
az, pH 4 degerinde ise en az kayma degerini elde edilmistir (Sekil 4.3.a).

20°C’de pH 1’de (Amax-kopigment) degerinin (Amax-referans) degerinden daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Almax-kopigment degeri pH 1 degerinde en yiiksek iken pH 4
degerine gidildik¢e bu degerler azalmaktadir (Sekil 4.3.b).

P2 ¢ozeltisinin 30°C’de gergeklestirilen kopigmentasyon tepkimesi sonucunda
pH 3’te elde edilen Almax-kopigment degeri pH 1 ve pH 2 degerlerinde elde edilen Al pay.

kopigment degerlerine gore daha azdir, pH 4 degerinde ise en azdir (Sekil 4.3.c).

ABS degerlerinde tiim sicakliklarda pH 1 ve pH 2’deki artis olmazken pH 3’te
20 °C’de ABS artis1 olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 4.2). pH 4 degerlerinde tiim
sicakliklarda artig oldugu belirlenmistir. pH 4 degerinde en ¢ok ABS degisim orani
10°C’de elde edilmistir. pH artisiyla birlikte ABS degisim oranlarinin pozitif
degerlere dogru kaydig1 goriilmektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. P2’nin (a)10°C, (b) 20°C, (c¢) 30°C’de kopigmentasyonu sonucu

referans (2) ve kopigment eklendikten sonraki (&) Ayax degerleri
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Sekil 4.4. P2’nin referans ve kopigment 10°C (-) 20°C (x) 30°C (+)’deki ABS
degisim oranlar1 ((ABSmaxK-ABSmaxR)/ABSmaxR)

4.3. P3 KOPIGMENTASYONU

10°C’de P3 c¢ozeltisinin ferulik asit ile gerceklestirilen kopigmentasyon
tepkimesi sonucu en yiiksek AAmax-kopigment degeri pH 2 degerinde elde edilirken pH 5
degerine dogru Almax-kopigment degerinin azaldidi, en az ise pH 5 degerinde oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.5.a).

20°C’de pH 2 degerinde gerceklestirilen kopigmentasyon tepkimesi sonucunda
Amax-kopigment d€ZETININ Amax-referans degerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. pH
3-5 degerlerinde de aymi sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.5.b).  AAmaxkopigment
degerleri pH 2 degerinde en yiiksek iken pH 5 degerinde en diisiik oldugu

saptanmigtir.

P3 ¢ozeltisinin 30°C’de gerceklestirilen kopigmentasyon tepkimesi sonucunda
kopigment ¢ozeltileri i¢in pH 4-5 degerlerinde elde edilen Almax-kopigment degerlerinin
pH 2-3’te elde edilen Almax-kopigment degerlerine gore daha az oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.5.¢).

ABS degisim oranlarmin tiim sicakliklarda pH 2 degerinde negatif degerlerde
iken pH 3-5 degerlerinde pozitif degerlere dogru kaydigi saptanmistir. pH 4 degeri
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icin 10 °C’de degisimin diger sicaklik degerlerine gore daha fazla

belirlemistir (Sekil 4.6).

oldugu

(a)
550 4
£ 540
£ [ ) [ ] [ ]
» 530 | (o]
£
< 520 (o] (o]
510 T T )
0 2 3 4 6
pH
(b)
550 +
—~ 540 -
E, Y [ ]
E 530 o
< 520 1 o
510 T T 1
0 3 4 6
pH
(c)
550
E 540
£ ) [ )
é 530 o
< 520 ©
510 T T
0 3 4
pH

Sekil 4.5. P3’iin (a)10°C, (b) 20°C, (c) 30°C’de kopigmentasyonu sonucu

referans (=) ve kopigment eklendikten sonraki () Am.x degerleri
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Sekil 4.6. P3’iin 10°C (-) 20°C (x) 30°C (+)’deki ABS degisim oranlar1
((ABSmaxK-ABSmaxR)/ABSmaxR)

4.4. P4 KOPIGMENTASYONU

10°C’de P4 c¢ozeltisinin ferulik asit ile gerceklestirilen kopigmentasyon
tepkimesi sonucu en yiiksek Almax-kopigment degerleri pH 4 ve pH 5 degerlerinde elde
edilirken pH 2 ve pH 3 degerlerinde elde edilen kayma degerlerinin daha az oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.7.a).

20°C’de pH 4 degerinde gerceklestirilen kopigmentasyon tepkimesi sonucunda
elde edilen Almax-kopigment degerinin pH 2-5’te elde edilen kayma degerlerine gore
daha az oldugu belirlenmistir. Elde edilen en yliksek AAmax-kopigment degeri ise pH 2
degerinde olmustur (Sekil 4.7.b)

P4 ¢ozeltisinin 30°C’de gerceklestirilen kopigmentasyon tepkimesi sonucunda

AMmax-kopigment degeri pH 4 degerinde en az olurken, pH 2-5 degerlerinde elde edilen

Amax-kopigment degerlerinin daha ¢ok oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7.c).
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Sekil 4.7. P4’iin (a)10°C, (b) 20°C, (c) 30°C’de kopigmentasyonu sonucu

referans (¢ ) ve kopigment eklendikten sonraki (e) Amax degerleri

ABS degisim oranlarinin tiim sicakliklarda pH 2 degerinde negatif degerde iken
pH 3-5 araliginda pozitif degerlere dogru kaydigi saptanmigtir. pH 4 degeri igin
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10°C’de degisimin diger sicaklik degerlerine gore daha fazla oldugu belirlemistir

(Sekil 4.8). AABS degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

1,4
1,2 4
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0.4 -
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a
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Sekil 4.8. P4’tin 10°C (-) 20°C (x) 30°C (+)’deki ABS degisim oranlari
((ABSmaxK-ABSmaxR)/ABSmaxR)

4.5. P5 KOPIGMENTASYONU

10°C’de PS5 c¢ozeltisinin ferulik asit ile gerceklestirilen kopigmentasyon
tepkimesi sonucu en yiiksek Almax-kopigment degeri pH 2 degerinde elde edilirken en az

Amax-kopigment degerinin ise pH 4 degerinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9.a).

20°C’de gergeklestirilen kopigmentasyon tepkimesi sonucunda Amax-kopigment
degerlerinin Apax-referans degerlerinden daha yiliksek oldugu belirlenmistir.  Alpax-
kopigment degerleri pH 5 degerinde en yiiksek iken pH 4 degerinde en diisiik oldugu
saptanmistir (Sekil 4.9.b).

30°C’de gergeklestirilen kopigmentasyon tepkimesi sonucunda kopigment
cozeltileri i¢in pH 2-4’te elde edilen Almax-kopigment degerlerinin pH 5 degerinde elde
edilen AAmax-kopigment degerine gore daha fazla oldugu belirlenmistir. En yiiksek
kayma degerinin pH 2 degerinde oldugu, pH 3-4 degerlerinde elde edilen kayma

degerlerinin ayn1 oldugu saptanmistir (Sekil 4.9.c).
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Sekil 4.9. P5’in (a)l0°C, (b) 20°C, (c¢) 30°C’de kopigmentasyonu sonucu

referans (=) ve kopigment eklendikten sonraki (*) A, degerleri

Kopigment ¢ozeltilerinin referans c¢ozeltilerine gore ABS degisimlerinin tiim

sicakliklarda pH 2 degerinde negatif degerlerde iken pH 3, pH 4 ve pH 5
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degerlerinde pozitif degerlerde oldugu saptanmistir. 10 °C’de pH 4 degeri i¢cin ABS
degisim oraninin diger sicaklik degerlerinde olan ABS artis oranina gore daha fazla

oldugu belirlemistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. P5’in 10°C (-) 20°C (x) 30°C (+)’deki ABS degisim oranlari
((ABSmaxK-ABSmaxR)/ABSmaxR)

4.6. 5P KOPIGMENTASYONU

Kara havugta bulunan pigmentler ayristirilmadan ferulik asit ile 10°C’de
gerceklestirilen kopigmentasyon sonucu en yiiksek Almaxkopigment degeri pH 5
degerinde elde edilitken pH 4 degerinde daha az Almax-kopigment degeri elde edildigi
saptanmistir (Sekil 4.11.a). pH 1-3 degerlerinde ferulik asit eklendikten sonra ¢okme

meydana gelmesi sebebiyle kopigmentasyon yapilamamustir.

20°C’de degerinde gerceklestirilen kopigmentasyon tepkimesi sonucunda
kopigment c¢ozeltilerinin - Alpmax-kopigment  degerlerinin en ¢ok pH 1 ve pH 2
degerlerinde elde edildigi, pH degeri 4’e dogru arttikca Almaxkopigment degerinin
azaldig1, pH 5 degerinde ise tekrar arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.11.b)

30°C’de gergeklestirilen kopigmentasyon tepkimesi sonucunda Almax-kopigment
degerlerinin en ¢ok pH 1°de, en az ise pH 4 degerinde oldugu belirlenmistir. pH
degerinin 2’den 4’e dogru artmas1 durumunda Amax-kopigment degerlerinin azaldigi, pH

5 degerinde ise tekrar arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.11.c).

33



(a)
550 -
T 540 - %
£ -
< 530 - X
© -
£
< 520 |
510 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
pH
(b)
550 -
= 540 - %
£ -
x 530 - X % X X
£
< 520 A - - -
510 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
pH
(c)
550 -
545 -
— 540 -| X
E 535 -
% 5301 X X X X
g 525
< 520 A - - -
515 -
510 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
pH

Sekil 4.11. 5P’nin (2)10°C, (b) 20°C, (c) 30°C’de kopigmentasyonu sonucu

referans (=) ve kopigment eklendikten sonraki (*) Ama.x degerleri
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Kopigmentasyon sonrasi kopigment ve referans ¢ozeltilerinin ABS degerleri
Olclilmesi sonucunda ABS degisim oranlarinin tiim sicakliklarda pH 1 ve pH 2
degerlerinde negatif degerlerde iken pH 3-5 araliginda pozitif degerlerde oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.12).

Kopigment ¢ozeltisi eklenen tiim antosiyanin c¢ozeltilerinin (P1-P5 ve 5P)
maksimum dalga boylarinin referans antosiyanin ¢ozeltilerinin maksimum dalga

boylarindan daha fazla oldugu goriilmustiir.
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Sekil 4.12. 5P’nin 10°C (-) 20°C (x) 30°C (+)’deki ABS degisim oranlar1
((ABSmaxK-ABSmaxR)/ABSmaxR)

P1-P5 antosiyaninleri ve 5P’nin ferulik asit ile 10°C, 20°C ve 30°C’de
kopigmentasyonu sonucunda sicaklik artiginin kopigmentasyon lizerinde fazla etkili
olmadigi, 10°C’de diger sicakliklara gore kismen daha fazla kopigmentasyon
etkisinin oldugu goriilmistiir.  Degisik antosiyanin ve kopigmentlerle farkl
sicakliklarda yapilan kopigmentasyon ¢alismalarinda sicaklik arttikga absorbanstaki
artis miktarlarinin azaldigi rapor edilmistir [7, 8, 24]. Absorbans degerlerindeki en

fazla artis miktarinin ise 10°C° de meydana geldigi ifade edilmistir [24].

Referans antosiyanin cozeltileri ve kopigment eklenmis tim antosiyanin
cozeltileri HPLC’de incelenmistir. Elde edilen kromotogramlarda (Sekil 4.13), 280
nm (fenolik bilesikler), 330 nm (acillenme) ve 520 nm (antosiyanin) dalga

boylarinda ilgili referans kromotogramindan farkli, yeni bir bilesik olustugunun
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gostergesi olan, yeni pikler saptanmamistir. Bu sonuglar, kopigmentasyonun
molekiil-i¢i kovalent baglanma mekanizmasi ile gerceklesmedigini, sadece zayif

etkilesimlerin oldugunu gostermektedir [8].

O 2801m
[ 230rm
-t S0 m (a)

i
—

Sinyal (mAlT)

O 280rm
[l Z=E0rm b
o1 520rm

g2

-3

Sinyal (mAlD)
=

]

ey [:dak.;
Sekil 4.13. 5P’nin 20 °C pH 3’te (a) referans ve (b) kopigment eklenmis

antosiyanin ¢ozeltilerinin kromatogramlari

Molekiiller-aras1 kopigmentasyonun antosiyaninin kuinoidal formunun keto
gruplar1 ve flavanol kopigmenti arasinda hidrojen baglarinin olusmasi [6] yada
hidrofobik etkilesim yolu ile gerceklestigi one siiriilmektedir [6, 7]. Kara havug
antosiyaninlerinden siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit’in  ferulik asit ile
molekiiller aras1 kopigmentasyonu sonucu olusabilecegi diigiiniilen hidrojen baglar

Sekil 4.14.” de gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Ferulik asit ve siyanidin-3-ksilozil-glukozil-galaktozit arasinda
olusabilecek hidrojen baglari

Tim kara havug antosiyaninlerinde (P1-P5 ve 5P) kopigmentasyon sonucu,
referans ¢ozeltilere gore, absorbans artisinin pH 2 degerinin iizerinde basladigi
goriilmiistiir. Bu artis pH 3-4 araliginda daha fazla gozlenmistir. Bu sonuglar
literatlir verileri ile uyumludur. Farkli antosiyanidin gruplari ile yapilan deneyler
maksimum absorbans artiginin, yani maksimum kopigmentasyonun, pH 3,6 ve yakin
degerlerde oldugunu gostermistir [7, 8]. Bu degerlerde malvin ve siyanin
molekiillerinin renksiz hemiasetal ve cis-kalkon formlarinin denge halinde
bulundugu 6ne siirtilmektedir. Kopigmentin, flavilyum katyonu ve kuinoidal form
ile etkilesime girerek hidratasyonun olusmasini engelledigi ve daha yiiksek pH
degerinde de daha fazla flavilyum katyonu bulunmasina neden oldugu One

stiriilmektedir [7, 24].

5P ¢ozeltisinin kopigmentasyonu sonucu AAn,, degerleri antosiyaninlerin ayri
ayr1 kopigmentasyonu sonucu elde edilen Aly.x degerlerinden daha diisiiktiir. 5P
cozeltisinde bes ayr1 antosiyanin bir arada bulunmaktadir. Antosiyanin molekiilleri
kendi aralarinda birbirleriyle molekiiler etkilesim gosterirler [6]. Ayni sekilde, P1-
PS5 arasinda ayni sekilde etkilesim nedeniyle kopigmentasyon etkisinin daha az

goriildiigl distiniilmektedir.
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P3, P4 ve PS5 ii¢ sekerli bir agil grubu igeren siyanidinlerdir. Bu antosiyaninlere
ferulik asit eklendiginde A, degerlerinde kayma goriilmiistiir. Bu da
kopigmentasyonun gergeklestiginin bir gostergesidir. Literatlirde bu konuda farkl
goriisler vardir. Eiro ve ark. [27] na gore, bir agil grubu ve ii¢ seker biriminin varligi
molekiiller aras1 kopigmentasyon olusumunu engellemek i¢in yeterlidir. Ote yandan,
acilli antosiyaninlerle yapilan calismalar, acil gruplarinin kopigmentasyonu
engellemedigini ortaya koymustur [21]. Kopigmentasyon mekanizmasinin heniiz
tam olarak anlagilamamis olmasiin, farkli degerlendirmeler iizerinde etkisi

bilyiiktiir.

Kopigmentasyon sonrasi P1-P5 antosiyaninleri i¢in Ay, degerlerinin birbirine
yakin degerler oldugu goriilmiistiir. Kopigmentasyon etkisini artiran antosiyanin
kromoforuna bagli seker grubu sayisindan c¢ok seker gruplarinin baglanma
pozisyonunun sayist oldugu one siirtilmiistiir [27]. Bu ¢alismada kullanilan P1-P5
antosiyaninlerinin hepsinde seker gruplari, C3 pozisyonundan bagli olan sekere
baglanmaktadir. Bu sebeple kopigmentasyon etkisinin fazla farklilik gostermedigi

distiniilmektedir.

P3 antosiyanini i¢in Akmax kaymasi pH 4-5 araliginda aniden azalmaktadir. P3
antosiyaninin referans ¢ozeltisinin Amax degeri pH arttik¢a diger antosiyaninlere (P1,
P2, P4, P5) gore daha fazla artmaktadir. Tiim agilli antosiyaninlerde kopigmentasyon
sonrasi Amax degeri yaklasik olarak pH 2-3 araliginda 520 nm, pH 4’te 530 nm ve pH
5’te 540 nm’ ye yilikselmektedir. Al degerinin pH 4-5 araliginda azalmasi aslinda
referans ¢ozeltisinin Amax degeri artisinin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. P3
antosiyaninin pH duyarliligmin diger antosiyaninlere oranla daha fazla olmasinin

yapisinda bulunan sinapik asit agil grubundan kaynaklabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

1. Maksimum dalga boyunda kayma meydana gelmesi kopigmentasyonun
gerceklestiginin  bir gostergesidir. ~ HPLC analizleri sonucu referans
antosiyanin ¢0Ozeltilerinde goriilen bilesikler diginda yeni bir bilesik
goriilmemesi yapilan kopigmentasyonun kovalent baglanlanma ile olusan
molekiiller i¢i kopigmentasyon olmadigini, zayif etkilesimlerin etkili oldugu

molekiiller aras1 kopigmentasyon olabilecegi diistintilmektedir.

2. Yapilan tiim kopigmentasyon tepkimelerinde diisiik pH degerlerinde
absorbans artig1 olmamasina karsin pH 3-5 araliginda absorbans artis1 oldugu
saptanmigtir.  Bu absorbans degerlerin antosiyanin ¢o6zeltilerinin pK,
degerlerine yakin degerlerde meydana geldigi diisiiniilmektedir. Her bir
antosiyanin ¢ozeltisi i¢cin pK, degerleri hesaplanarak kopigmentasyon ig¢in

optimum pH degeri belirlenebilir.

3. Antosiyanin ve kopigmentin kopigmentasyon oranlar1 degistirilerek denge

sabiti degerleri hesaplanmasi 6nerilmektedir.
4. 1P-5P antosiyaninleri i¢in farkli kopigmentler kullanilarak kopigmentasyon

yapilmasi durumunda daha etkin kopigmentasyon saglanabilecegi

distiniilmektedir.
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