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Bu ¢alismada, ¢ilek suyu konsantresi {iretim asamalarinin toplam polifenol, askorbik asit ve antioksidan
aktivite lizerine etkisi incelenmistir. Ayrica, 4°C, 10°C ve 20°C sicakliklarda 275 giin depolama siiresince
cilek suyu konsantresinde toplam polifenol, askorbik asit ve antioksidan aktivitedeki degisimler de
gbzlenmistir. Antioksidan aktivite ABTS yontemi ile belirlenmis ve sonuglar “TEAC (troloks esdeger
antioksidan kapasite) esdegeri” olarak verilmistir. Toplam polifenol miktari, Folin Ciocalteu yontemi ile
spektrofotometrik olarak dl¢lilmiis, sonuglar “gallik asit esdegeri” olarak ifade edilmistir. Askorbik asit
miktar1 ise HPLC yontemi ile dl¢lilmiis, sonuglar mg/L ve mg/kg olarak verilmistir.

Gerek ¢ilek suyu konsantresi iiretim asamalarinda gerekse depolama siiresince orneklerin briks, pH ve
titrasyon asitligi degerlerinde istatistiksel olarak bir degisiklik olmamistir (p>0.01). Benzer sekilde, cilek
suyu konsantresi iiretim asamalarinin toplam polifenol miktari1 ve antioksidan aktivite tizerine de dnemli
diizeyde bir etkisinin olmadigi saptanmustir (p>0.01). Askorbik asit miktarinda ise, enzimasyon
sonrasinda % 23.5, durultma sonrasinda ise % 30.4 oraninda azalma goriilmiistiir.

Cilek suyu konsantrelerinin; toplam polifenol miktari, askorbik asit miktar1 ve antioksidan aktivite
degerleri iizerine farkli sicakliklarda depolamanin 6nemli diizeyde etkisinin oldugu saptanmistir (p<0.01).
Buna gore, 4°C’de 275 giin boyunca depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinin toplam polifenol miktarinda
% 13.5, askorbik asit miktarinda % 33 ve antioksidan aktivitede % 18 oraninda azalma goriillmiistiir.
10°C°de 275 giin boyunca depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinin toplam polifenol miktarinda % 24.4,
askorbik asit miktarinda % 58 ve antioksidan aktivitede % 19.6 oraninda azalma goriilmiistiir. 20°C’de 50
giin boyunca depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinin toplam polifenol miktarinda% 9.4, askorbik asit
miktarinda %31 ve antioksidan aktivitede %14.8 oraninda azalma goriilmiistiir. Kinetik veriler, ¢ilek suyu
konsantrelerinin  (67°-68°BX) depolanmasi boyunca hem polifenollerin hem de askorbik asidin
pargalanmasinin birinci derece kinetik modelle tanimlanabilecegini gostermistir. Beklendigi gibi, yiiksek
depolama sicakliklart ¢ilek suyu konsantrelerinde gerek polifenollerin gerekse de askorbik asidin
parcalanma hizlarim arttirmustir. Ornegin; cilek suyu konsantrelerinde polifenollerin pargalanmasina
iliskin yarilanma siireleri 4°C, 10°C ve 20°C sicakliklarda sirasiyla 1505, 752 ve 334 giin olarak
saptanmustir. Benzer sekilde, ayn1 6rneklerde askorbik asit pargalanmasina iligkin reaksiyon hiz sabitleri
sirastyla 0.00046, 0.00092 ve 0.00207 giin™ olarak saptanmuistir.

Bu sonuglar, farkli sicakliklarda depolamanin ¢ilek suyu konsantrelerinin toplam polifenol, askorbik asit
ve antioksidan aktivite degerlerinde degisimlere neden oldugunu, 20°C’de depolanan ¢ilek suyu
konsantrelerinin askorbik asit miktarinda hizli bir diisiis oldugunu ve g¢ilek sularinin gosterdigi
antioksidan aktivite ile igerdikleri polifenol ve askorbik asit miktarlar1 arasinda kuvvetli bir korelasyon
oldugunu gostermistir.

Arahik 2012, 70 sayfa

Anahtar Kelimeler: Cilek, ¢ilek suyu, konsantre, {iretim agamalari, depolama, polifenoller, askorbik asit,
antioksidan aktivite



ABSTRACT

Master Thesis

CHANGES IN POLYPHENOLS, ASCORBIC ACID AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
STRAWBERRY JUICE CONCENTRATE DURING PRODUCTION AND STORAGE
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This study was conducted to determine the effects of production steps on total polyphenols, ascorbic
acid and antioxidant activity of strawberry juice concentrate. Moreover, changes in total
polyphenols, ascorbic acid and antioxidant activity of strawberry juice concentrate were monitored
at 4°C, 10°C and 20°C for a period of 275 days. Antioxidant activity was determined by the ABTS
method and the results were expressed as “TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity)”. Total
phenolic content was measured spectrophotometerically according to the Folin Ciocalteu method
and the results were expressed as “gallic acid equivalents”. Ascorbic acid was determined by HPLC
method and results were expressed as mg/L and mg/kg.

Both effects of production steps and storage on brix, pH and titratable acidity were negligible
(p>0.01). Similary, the effects of production steps on total polyphenols and antioxidant activity of
the strawberry juice concentrates were negligible (p>0.01), however, ascorbic acid content was
decreased % 23.5 after enzyms added, % 30.4 after fining.

The effects of storage on total polyphenols, ascorbic acid and antioxidant activity of the strawberry
juice concentrates were significant (p<0.01). Storage of strawberry juice concentrate at 4°C for 275
days resulted in % 13.5 decrease in total polyphenol content, % 33 decrease in ascorbic acid content
and %18 decrease in antioxidant activity. Storage of strawberry juice concentrates at 10°C for 275
days produced a loss of % 24.4 of total polyphenols, % 58 of ascorbic acid content and %19.6 of
antioxidant activity. Storage of strawberry juice concentrates at 20°C for 50 days produced a loss of
% 9.4 of total polyphenols, % 31 of ascorbic acid content and % 14.8 antioxidant activity.
Polyphenols and ascorbic acid degradation was fitted to a first-order reaction model during the
storage of strawberry juice concentrates (67°-68°Bx). As expected, the degradation of polyphenols
and ascorbic acid progressed at a faster rate with increasing storage temperature. Half life periods for
polyphenols degradation in strawberry juice concentrates were 1505, 752 and 334 days at 4°C, 10°C
and 20°C, respectively. Similarly, the reaction rate constants for ascorbic acid were 0.00046,
0.00092 and 0.00207 % days™ at 4°C, 10°C and 20°C, respectively.

This results show that there were significant effect of storage at different temperatures on total
polyphenol contents, ascorbic acid contents and antioxidant activity of strawberry juice concentrate.
Ascorbic acid content of strawberry juice concentrate was fastly decreased during storage at 20°C.
There were strong correlation between antioxidant activity values with the contents of polyphenol
and ascorbic acid of strawberry juice.

December 2012, 70 pages

Key Words: Strawberry, strawberry juice, concentrate, production, storage, polyphenols, ascorbic
acid, antioxidant activity.
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SIMGELER DiZIiNi

*OH Hidroksi radikali (Hydroxy radical)

AAPH 2,2’-azobis (2-amidinopropan) dihidrokloriir

ABTS 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)

ABTS™ ABTS radikali

AH Antioksidan (Antioxidant)

DMPD N,N-dimetil-p-fenilendiamin (N,N-dimethyl-p-phenylenediamine)

DNA Deoksiriboniikleik asit (Deoxyribonucleic acid)

DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

ET Elektron transferi (Electron Transfer)

FRAP Ferrik iyon indirgeme antioksidan parametresi (Ferric ion Reducing
Antioxidant Parameter)

GSHPx Glutatiyon peroksidaz (Glutathione peroxidase)

H,0, Hidrojen peroksit

HAT Hidrojen atomu transferi (Hydrogen Atom Transfer)

LH Lipit (Lipid)

MPa Mega Paskal

nm Nanometre

O, Stiperoksit

ORAC Oksijen radikal absorbans kapasitesi (Oxygen Radical Absorbance
Capacity)

PFO Polifenol oksidaz

R* Lipit radikali (Lipid radical)

RO* Alkoksi radikali (Alkoxy radical)

ROO* Peroksi radikali (Peroxy radical)

ROS Reaktif oksijen formlar1 (Reactive Oxygen Species)

SOD Stiperoksit dismutaz (Superoxide dismutase)

TEAC Troloks esdeger antioksidan kapasite (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity)
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1. GIRIS

Askorbik asit (C vitamini) ve polifenoller saglikli bir yasam i¢in gerekli maddelerdir.
Giliniimiizde, askorbik asidin ve polifenollerin miktarca yiiksek oldugu bitkisel iiriinlerin
tilketimi hizla artmaktadir. Bunun baslica sebepleri, askorbik asit ve polifenollerin
antioksidan aktivite gostererek basta kanser olmak iizere; kalp ve damar
rahatsizliklarinin da bulundugu pekcok hastalig1 engelleyici ve yaslanmay1 geciktirici
etkilerinin olmasidir. Cilek; oldukca yiliksek miktarda askorbik asit ve polifenolik
madde igeren bir meyvedir. Bu nedenden dolay1; ¢ilege ve bu degerli iiriinden elde

edilen meyve sularina olan ilgi giin gegtikce artmaktadir.

Bu caligmanin amaci; ¢ilek suyunun iiretim asamalari ile ¢ilek suyu konsantresinin
depolanmasi siirecinde, toplam polifenol ve askorbik asit miktarlarinda meydana gelen
degisimin belirlenmesi ve muhtemel degisimlerin antioksidan aktivite ile olan iligkisinin
ortaya konulmasidir. Meyve suyu endiistrisinde; cilek sularmin ¢ilek suyu
konsantresinden iiretilmesi ve bu konsantrelerin yil boyunca depolanip ihtiya¢ halinde
meyve suyuna islenmesi nedeniyle; {i¢ farkli sicaklikta (4°C, 10°C, 20°C) depolama
boyunca; c¢ilek suyu konsantrelerinin askorbik asit, toplam polifenol miktarlar1 ve

antioksidan aktivitelerindeki degisimleri de incelenmistir.

Calismadan elde edilen sonuglar; meyve suyu iiretim asamalarinin (presleme,
enzimasyon ve durultma) toplam polifenol madde ve antioksidan aktivite degerleri
tizerine 6nemli bir etkisinin olmadigini; ancak askorbik asit miktarlarinda bir miktar
azalisa neden oldugunu gostermistir. Buna karsin; depolama sicakliginin artisina bagh
olarak polifenol madde ve askorbik asit miktarlarmin pargalanma hizinin arttigi
belirlenmistir. Cilek sularindaki antioksidan aktivite iizerine; askorbik asit ve
polifenollerin etkili oldugunu godsteren bu c¢alismanin uygulamaya 6nemli katkilar

saglamas1 umulmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Diinya ve Ulkemizde Cilek Uretimi (Fragaria x ananassa Duch.)

Cilek meyvesi (Fragaria x ananassa Duch.), ilkbaharda hi¢bir meyvenin bulunmadigi
zamanlarda olgunlasmasi ve tiiketici tarafindan tercih edilmesi ve iilkemizde tarimi en
karli olan meyvelerin basinda gelmesi nedenleriyle, iireticilerin en cok tercih ettigi
meyvelerden birisidir (Anonim 2003). Onemli bir 1liman iklim meyvesi olan g¢ilek;
genellikle ilkbahar ve yaz aylarinda pazarlanir ve iiziimsii meyveler grubunda yer alir.
Ulkemizde; ozellikle 2005-2010 yillar1 arasinda 6nemli diizeyde (% 50°lik) artis
gosteren cilek tiretimi; 2010 yilinda 11679 h alanda 300000 tona ulasmistir (Anonim
2012). Bu iiretim miktari ile iilkemiz diinya ¢ilek tiretiminde ikinci sirada yer alirken;
ABD, Ispanya, Misir, Giiney Kore ve Meksika diinyada en fazla cilek iiretiminin
yapildig1 diger ilkelerdir (FAO 2010, Sekil 2.1). 2010 verilerine gore diinya ¢ilek
tiretimi yaklasik 4.4 milyon ton’dur ve iilkemiz bu iiretimin % 6.9’unu karsilarken, en
onemli ¢ilek tireticisi ABD ise diinya c¢ilek iiretiminin % 29.7’sini karsilamaktadir (FAO
2010).
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Sekil 2.1 Diinyadaki 6nemli ¢ilek iireticisi lilkelerin ¢ilek liretim miktarlarive diinya
cilek tiretimindeki paylari (FAO 2010)

*Grafik iizerinde verilen % degerler, iilkelerin diinyadaki ¢ilek liretim oranlarini gostermektedir.



Ulkemizde hemen hemen her bélgede yetisen cilek, ozellikle Akdeniz ve Ege
kiyillarinda yogun olarak yetistirilmektedir (Anonim, 2003). Genellikle taze meyve
olarak tiiketilmesine karsin, son yillarda bu degerli iiriinden elde edilen meyve suyuna
olan ilgi olduk¢a artmustir. Cilek, antosiyanin pigmentlerinden kaynaklanan cekici
goriiniimiiniin yaninda, aromasi ve icerdigi onemli diizeydeki antioksidan aktivite
nedeniyle de cok tercih edilen bir meyvedir. Cilegin antioksidan aktivitesinin baslica

kaynagi, icerdigi polifenoller ve askorbik asittir.

2.2 Polifenoller

Bir veya daha fazla sayida hidroksil grubunun baglanmis oldugu bir benzen halkasi
iceren bilesikler grubuna “polifenoller” denir. Meyve ve sebzelerde genellikle az
miktarda bulunan ve fakat bunlarin islenmelerinde degisik sorunlara neden olan 6nemli
bilesim Ogelerindendir. Polifenollerin 6nemli bir bolimi, bu iirlinlerin lezzetinin
olusmasinda, 6zellikle agizda buruk bir tat birakmasinda etkilidir. Polifenoller, bitkiler
aleminde yaygin olarak bulunan ikincil metabolitlerin biiyiik bir grubunu olusturup,
hidroksil gruplarinin sayist ve pozisyonuna gore “fenolik asitler” ve “flavonoidler”
olmak ftizere iki ana gruba ayrilirlar. Fenolik asitler; a) sinamik asitler (veya
hidroksisinamik asitler), ve b) benzoik asitler (veya hidroksibenzoik asitler) olmak
tizere iki gruptan olugmaktadir. Flavonoidler ise; a) antosiyanidinler, b) flavon’lar ve
flavonol’lar, c¢) flavonon’lar, d) katesinler ve Idykoantosiyanidinler, ve e)

proantosiyaninler olmak iizere bes gruptan olusmaktadirlar (Cemeroglu 2009).

Polifenollerin en yaygin grubu Cs—C3—Cg flavon iskeleti iizerine kurulmus olan
flavonoidlerdir. Dogada 400'den fazla flavonoid tanimlanmis olup, halka yapilarina
gore; flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanonol, katesinler, antosiyanidinler ve
isoflavonoidler gibi isimler almaktadirlar (Koca ve Karadeniz 2005). Flavonoidler,
serbest radikalleri baglayarak, onlari etkisiz hale getirirler. Ornegin, flavonoidlerin lipid
oksidasyonu iizerindeki etkileri, peroksi radikalleriyle reaksiyona girmeleri sonucunda
elektron transferi yolu ile hidroksil ve siiperoksit radikallerini baglamalariyla iligkilidir
(Sekil 2.2) (Koca ve Karadeniz 2005). Bununla birlikte; C vitaminine gore 10-30 kat
daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olan polifenoller (Lu ve Foo 2000), singlet



oksijen ve peroksi radikallerini baglayarak, C vitamininin antioksidan aktivitesinin ve

viicuttaki etkinliginin artirmasina da yardimci olmaktadir (Gardner vd. 2000).

LOO +POH — LOOH + PO’

Sekil 2.2 Polifenollerin antioksidan mekanizmasi (Fraga vd. 2010)

Polifenollerin gostermis olduklar1 antioksidan etki nedeniyle; aralarinda, kalp ve damar
rahatsizliklarinin yam sira, kanser ve diyabet gibi hastaliklarin da bulundugu pek c¢ok
hastalig1 onleyici etki gosterdigi ve yaslanmay1 geciktirme gibi olumlu etkiler yarattigi
diistiniilmektedir (Abdille vd. 2005, Seeram vd. 2006). Ayrica, polifenollerin sahip
olduklar1 antimikrobiyel ve antioksidan aktiviteleri, onlar1 gidalarin muhafazasinda bu
etkileri saglamak amaciyla kullanilan ve ayn1 zamanda saglik endiselerine neden olan
sentetik gida katki maddelerine alternatif dogal bilesikler haline de getirmistir (Madhavi
vd. 1996).

2.2.1 Cilek ve iiriinlerindeki polifenol miktari ve bunlar iizerine etkili faktorler

Bircok meyve ve sebzede oldugu gibi, ¢ileklerin igerdigi toplam fenolik madde
miktarlar1 da ¢eside bagli olarak 6nemli diizeyde degisiklik gostermekte olup; yapilan
caligmalar cileklerdeki polifenol miktarinin 243-2900 mg GAE/kg arasinda degistigini
gostermektedir (Cizelge 2.1). Ozellikle A.B.D.’de yetisen cilek ¢esitlerindeki polifenol
miktarinin (1830-2900 mg GAE/Kg), onemli polifenol kaynaklari olarak bilinen; beyaz
tizim (950 mg GAE/kg, Cielsik vd. 2006), erik (2000 mg GAE/kg, Cielsik vd. 2006),
portakal (2170 mg GAE/kg, Cielsik vd. 2006), elma (660-2110 mg GAE/kg, Vrhovsek
vd. 2004, Badr ve Mahmoud 2011) ve kividen (2730 mg GAE/kg, Cielsik vd. 2006)
daha yiiksek; buna karsin, siyah havugtan (3000 mg GAE/kg, Khandare vd. 2011) daha
diisiik oldugu goriilmektedir.



Cizelge 2.1 Baz cilek ¢esitlerinin polifenol miktarlari

: Miktar Yetistirildigi

Cesit (mg GAE/kg) Yer ¢ Kaynak
Earligow 2900 A.B.D Meyers vd. (2003)
Evangeline 2720 «“ «
Annapolis 2550 “ «“
Sparkle 2450 “ «“
Sable 2250 « «
Mesabi 2200 « «
Jewel 2050 « «
Allstar 1830 “ “
Jewel 2240 “ Shin vd. (2007)
Senga Sengana 243 Polonya Oszmianski ve Wojdylo (2009)
Kent 290 “ “
Elgat 290 “ “

Genellikle taze meyve olarak tiiketilen ¢ilek; meyve suyu, nektar, pilire, meyve suyu
konsantresi ve recel gibi irlinlere de islenmektedir. Cileklerdeki polifenol miktari,
meyve ¢esidi disinda, ¢ilek {irlinleri iiretimi sirasinda uygulan proseslere ve depolama
sicaklik-siiresine bagl olarak da degisiklik gostermektedir. Cilek suyu ve nektar1 iiretim
asamalarinin toplam polifenol miktar1 {izerine etkisinin incelendigi bir c¢aligmada,
cileklerin toplam polifenol miktarlarinda; presleme isleminin %39, pastorizasyon
isleminin ise % 28 oraninda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Klopotek vd. 2005).
Yine aym ¢alismada, santrifiij (% 13) ve filtrasyon (% 17) islemlerinin de polifenol
miktarinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Pastrizasyon, santrifiij, filtrasyon ve
recel tiretim islemlerinin (% 16, Ngo vd. 2006) aksine; ¢ilek piiresi liretimi sirasinda
yiiksek basingta (600 MPa) uygulanan presleme islemi ise; toplam fenolik madde
miktarinda %10 artisa neden oldugu ortaya konulmustur (Patras vd. 2011).

Farkli sicakliklarda (0°C, 5°C ve 10°C) 14 giin depolama isleminin ¢ilegin polifenol
miktar1 lizerine etkisinin incelendigi ¢alismada ise; 5°C ve 10°C’de depolanan
orneklerin toplam polifenol miktarinda sirasiyla % 28 ve % 55 artis gézlemlenirken,
0°C’de depolanan oOrneklerin toplam polifenol miktarinda ise, istatistiksel degisiklik

goriilmedigi ifade edilmistir (Ayala-Zavala vd. 2004).
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Sekil 2.3 p-kumarik asit (Seeram vd. 2006)

OH
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Sekil 2.4 Pelargonidin-3-glukozit (Seeram vd. 2006)

2.2.2 Cileklerdeki polifenol dagilim ile cilek ve iiriinlerinde ellajik asit miktar:
iizerine etkili faktorler

Uretim ve depolama sirasinda; cilek iiriinlerinin toplam polifenol miktarinda meydana
gelen kayiplarin diizeyi; cilekte bulunan her bir fenolik maddenin bu islemlere karsi
gosterdigi stabilitenin farkli olmasi nedeniyle, meyvedeki polifenollerin dagilimina son
derece baghdir. Cilekte; 6nemli miktarda, hidroksibenzoik asitler [gallik ve ellajik asit
(Sekil 2.4)], hidrosinamik asitler (p-kumarik asit, Sekil 2.3), hidrolize olabilen tanenler
(ellagitanenler), flavonoller (kuersetin, kamferol ve mirisetin), flavan-3-oller (katesin ve
epikatesinler) ve antosiyaninler (pelargonidin-3-glukozit, Sekil 2.5) bulunmaktadir
(Seeram vd. 2006). Ancak; insan sagligi {izerine olumlu etkileri nedeniyle; ¢ilekteki
polifenoller igerisindeen Onemlisinin ellajik asit oldugu bildirilmektedir (Hakkinen
vd.1999). Ellajik asidin antioksidan, antikanserojenik ve antimutajenik etkilerinin
oldugu belirtilmektedir. (Meyer vd. 1997, Aviram vd. 2000, Vattern vd. 2005, Huetz vd.
2005, Papoutsi vd. 2005). Priyadarsini vd. (2002) ellajik asidin serbest radikalleri etkisiz



hale getirmesi nedeniyle oksidatif bozukluklara ve bunlarin neden oldugu kanser basta

olmak tizere ¢esitli hastaliklara kars1 organizmay1 korudugunu belirtmistir.

Sekil 2.5 Ellajik asit (Aaby vd. 2007)

“Senga Sengana” g¢ilek ¢esidinde yapilan arastirmada; “37 mg/100 g 6rnek” diizeyinde
bulunan toplam fenolik asit miktarinin “35.5 mg/100 g 6rnek” kadarint (% 95) tek
basina ellajik asidin olusturdugu bildirilmistir (Hakkinen ve Torrénen 2000). Ancak;
toplam polifenol miktarinda oldugu gibi, ellajik asit miktar1 da ¢ilegin ¢esidine baglh
olarak degismektedir. Ornegin; Brezilya’da 7 farkli ¢ilek cesidi iizerine yapilan bir
calismada; ellajik asidin toplam polifenol miktarinin % 7°si ile % 24’1 araliinda
degistigi saptanmistir (Pinto vd. 2008). Buna ragmen; Kuzeybati Polonya’da yetistirilen
6 farkl cilek ¢esidinin Brezilya’da yetisen cesitlerden daha yiiksek miktarda ellajik asit
icerdigi ve ellajik asit miktarinin “25 mg/100 g 6rnek” (toplam polifenol miktarinin %

24°1) ile “56 mg/100 g 6rnek” (toplam polifenol miktarinin % 67’si) arasinda degistigi
bildirilmistir (Skupien ve Oszmianski 2004).

Cileklerde bulunan ellajik asit miktar1 tizerine etkili olan diger bir faktér de hasat
zamanidir. Ancak; literatiirde hasat zamaninin cileklerdeki ellajik asit miktar1 {izerine
etkisi konusunda celigkili sonuglar yer almaktadir. Hasat zamaninin etkisini incelemek
amactyla; iki farkli ¢ilek ¢esidinin {i¢ farkli olgunlagsma periyodunda alinan 6rneklerde
yapilan bir ¢alismada, yar1 olgun ¢ilek c¢esitlerinde polifenol ve ellajik asit miktarlarinin
olgun cileklere oranla sirasiyla % 30 ve % 134 daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Pineli
vd. 2011). Bu nedenle, ¢ileklerin yar1 olgun donemde hasat edilmesi dnerilmistir. Buna
karsilik olarak, Williner vd. (2003) ise olgunlasmamis ¢ilek orneklerindeki ellajik asit

miktarlarinin yar1 olgun ve tam olgun cileklere gore daha fazla oldugunu belirtmistir.



Bu durumun calismada kullanilan g¢esitlerin ve yillara bagli iklim kosullarinin farkli

olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Cileklerin ellajik asit miktar1 {izerine hasat zamanimin etkisi konusunda oldugu gibi,
farkli meyve iriinlerinin tretimi sirasindaki ellajik asit miktarinda meydana gelen
degisimler konusunda da geliskiler s6z konudur. Ornegin, Zaftrilla vd. (2011) ahududu
receli tiretimi siiresince sicakligin yiikselmesine bagl olarak ellajik asit i¢eriginin 2.5
kat arttigini bildirirken; Hakkinen vd. (2000) ise ¢ilek regeli iiretimi sirasinda ellajik asit
miktarinda % 20 azalma oldugunu bildirmistir. Yapilan bazi calismalarda da bazi
meyvelerin islenmis iiriinlerinde taze meyveye oranla daha fazla ellajik asit igerdigi
goriilmiistiir. Ornegin, Gil vd. (2000) narlarm meyve suyuna islenmesi ile ellajik asit
iceriginin 2.5 kat arttigin1 belirtmektedir. Oszmianski ve Wojdylo (2009), ¢ilek piiresi,
berrak cilek suyu ve bulanik ¢ilek suyu iizerine yaptigi arastirmada, Senga Sengana
cesidinden elde edilen piirede taze cilege oranla 8, berrak c¢ilek suyunda 2.5, bulanik
cilek suyunda ise 2.2 kat diizeyinde ellajik asit miktarinda artis oldugunu bildirmistir.
Depektinizasyon isleminin uygulanmasi sonucu olarak hiicre duvarinin pargalanmasi ve
aciga ¢ikan ellajik asidin bu sonuglara etki ettigi bildirilmistir. Buna ragmen,
bogiirtlende —20°C’de dondurma islemi (% 11 azalma), ve donmus halde 12 ay
depolama (% 22 azalma), gileklerde —20°C’de 9 ay depolama (% 37.5 azalma,
Hakkinen vd. 2000) ve regele isleme (% 20 azalma) gibi prosesler sonunda ellajik asit

miktarinda azalmalarin oldugu bildirilmistir (De Ancos vd. 2000).

2.2.3 Polifenol miktarindaki azalisin temel nedenleri

Yukarida da deginildigi gibi, cileklerin hasat, depolama ve iirline islenmesi sirasinda
polifenol iceriginde degisiklikler meydana gelmektedir ve bu islemler sirasinda
polifenol iceriginde meydana gelen azalmanin temel nedeni polifenollerin enzimatik ve
enzimatik olmayan oksidasyonudur. Polifenol oksidazlar (PFO enzimleri),
oksidorediiktaz grubuna giren enzimlerdir ve substratlari polifenollerdir. Ozellikle
bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan PFO’lar, substratlarini oksijen esliginde esmer
renkli bilesiklere oksitlemektedirler. Bu olay gida teknolojisinde enzimatik esmerlesme
olarak da bilinmektedir (Godfrey ve West 1996).



Meyve ve sebzelerde, PFO enzimlerinin polifenollerle reaksiyonu son derece azdir.
Ciinkii enzim ve substratlar hiicrenin farkli kisimlarinda yer alir. PFO enzimlerinin bir
kismu sitoplazmada serbest halde bulunurken, biiyiik bir kismi ise hiicrenin tilakoid ve
kloroplast gibi unsurlarinda, membrana bagli olarak bulunur. Hasat, tasima ve isleme
sirasindaki etkiler ve uygulanan islemlerle hiicre ve doku biitiinliigii bozulmaktadir. Bu
sayede, PFO enzimleri polifenollerle ve havadaki oksijen ile bir araya gelmekte ve

polifenollerin parcalanmasina neden olmaktadirlar (Muchuweti vd. 2006).

Polifenoller, proses asamalari ve siiresinden de etkilenmektedirler. Cilekteki PFO
enzimlerinin optimum pH’s1 3.0-8.0 ve sicaklig1 ise 4-70°C arasindadir (Chisari vd.
2007). PFO enzimleri 75°C’nin iizerinde inaktive olurlar. Pastdrizasyon gibi 1sil
islemlerle PFO enzimi de inaktive oldugu i¢in, polifenoller pastorizasyonla
korunmaktadir (Yemenicioglu vd. 1997). Yapilan bir arastirmaya gore, dondurarak (—
18°C’de) depolama (7 ay), g¢ilegin PFO aktivitesinin azalmasma (% 53) neden
olmaktadir (Gdssinger vd. 2009).

2.3 Askorbik Asit (C vitamini)

Kimyasal adi askorbik asit olan bu vitamin, cilt ve bag dokularinin énemli bilesikleri
olan proteinlerin ve kollagenin normal olusumu igin gereklidir. Ozellikle turunggil
meyveleri basta olmak lizere, cesitli sebzelerde bol miktarda, hayvansal iiriinlerde ise;
sadece siit ve cigerde, fakat diisiik diizeyde bulunmaktadir. Askorbik asit, giiclii
antioksidan 6zellige sahip ve insan sagligi i¢in gerekli vitaminlerdendir (Kalt vd. 1999).
Eksikliginde, kapillar duvarlarin kirilganligi, dislerin gevsemesi ve eklem hastaliklari
goriiliir (Cemeroglu 2009). DNA’ya zarar veren serbest radikalleri indirgemesinin
yaninda (Fraga vd. 1991) katarakta neden olan oksidanlar1 etkisiz hale getirmekte
(Mares-Perlman 1997) ve hiicresel faaliyet bozukluklarini da 6nlemektedir (Lehr vd.
1995). Antioksidan ozellikleri ¢ok yonlii olup, lipid oksidasyonunu 3 farkli mekanizma
ile onlemektedir. Bu mekanizmalar; (1) serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerini
baglayarak oksidasyona duyarli bilesikleri korumak, (2) daha az reaktif olan
semidehidroaskorbik asit ve dehidroaskorbik asit radikaline doniismek suretiyle oksijen

ve karbon merkezli radikalleri indirgemek ve (3) bazi antioksidanlar1 rejenere etmektir



(Koca ve Karadeniz, 2005). Ayrica, askorbik asit E vitamini ile birlikte tokoferoksil adi

verilen serbest radikali viicutta etkisiz hale getirmekte (Anonim 2012) ve viicuda zarar
veren siiperoksit (O, ) ve hidroksil radikalleri (OH") ile isleme girerek onlarin etkilerini

azaltmaktadir (Sekil 2.6)

OH
HO 0__o
+ R®
o) OH
AscH"™

Sekil 2.6 C vitamininin antioksidan mekanizmasi (Hossain ve Asada 1985)

Askorbik asit ¢cok giiclii bir antioksidan olmasinin yaninda, antosiyanin i¢ceren meyve
tirtinlerinin renkleri tizerine de dnemli etkiye sahiptir. Antosiyanin; bir¢ok meyvenin
parlak pembe-kirmizi-viyole-mor renginden sorumludur. Askorbik asit ise, meyve
tirtinlerinde; polifenoller grubunda yer alan bu pigmentlerin pargalanmasina neden
olmaktadir (Poei-Langston ve Wrolstad 1981). Ornegin, nar sularina zenginlestirme
amaciyla eklenen askorbik asit; antosiyanin kaybini hizlandirmaktadir (Marti vd. 2001).
Aslinda; askorbik asit dogrudan antosiyaninleri parcalamamakta, askorbik asidin
parcalanma {irtinleri (dehidroaskorbik asit, furfural ve hidrojen peroksit (H,0;))
antosiyanin pargalanmasina neden olmaktadir (Sondheimer ve Kertesz 1952, Meschter
1953).

2.3.1 Cilek ve iiriinlerindeki askorbik asit miktari ve bunlar iizerine etkili faktorler

Yapilan caligsmalar; cilek, cilek suyu ve iirlinlerinin yiiksek miktarda askorbik asit
icerdigini gostermistir. Nitekim, 100 g cilek gilinliik C vitamini ihtiyacin1 (60 mg/giin)
tek basina karsilayabilmektedir (Carr ve Frei 1999). Askorbik asit, tim meyve ve
sebzelerde oldugu gibi cilekte de ozellikle ¢eside ve iklim kosullarina bagl olarak
degismektedir ve yapilan ¢aligmalar ¢ilegin askorbik asit miktarinin 314-1120 mg/kg
araliginda degistigini gostermektedir (Cizelge 2.2). Literatiirde, lilkemizde yetisen ¢ilek
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cesitlerinin askorbik asit miktarlarinin belirlendigi bir ¢alismaya rastlanilmamaistir.
Ancak; Brezilya ve Polonya’da yetisen ¢ilek ¢esitlerindeki askorbik asit miktarinin,
onemli askorbik asit kaynagi oldugu bilinen portakal (460 mg/kg, Proteggente vd.
2002), greyfurt (520 mg/kg, Proteggente vd. 2002), limon (420 mg/kg, Szeto vd. 2002)
ve kividen (520 mg/kg, Szeto vd. 2002) daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Cizelge 2.2 Bazi ¢ilek c¢esitlerinin askorbik asit miktarlari

Cesit Miktar (mg/kg) Yeti%irildigi Kaynak

er
Piadade 1120 Brezilya Pinto vd. (2008)
Toyonoka 970 “ “
Dover 930 “ “
Sweet Charlie 730 “ “
Camp Dover 710 “ “
Oso Grande 650 « «
Camarosa 650 “ “
Camino Real 465 « Pineli vd. (2011)
Oso Grande 314 “ “
Elsanta 870 Polonya Skupien ve Oszmianski (2004)
Elgat 859 “ “
Dukat 840 “ «
Senga 780 “ “
Kent 540 “ “

Askorbik asit miktar1 {izerine etkili diger bir faktér olan hasat zamanimnin etkisinin
incelendigi bir calismada, Oso Grande ve Camino Real cesitlerinin askorbik asit
iceriginin yart olgun Orneklerde olgunlasmamis Orneklere gore sirasiyla, 2 ve 1.6 kat
daha fazla oldugu, ancak; olgun donemde sirasiyla % 14 ve % 49 oraninda azalma
meydana geldigi bildirilmistir (Pineli vd. 2011). Buna karsin, Kafkas vd. (2006) ise,
cileklerin olgunlagsma periyodunda C vitamini igeriginin devamli olarak yiikseldigini

bildirmis ve bu durumun ¢ileklerin ¢esidine bagli olarak degisebilecegini belirtmistir.

Cileklerdeki askorbik asit miktari; meyve ¢esidi ve hasat zamani disinda, ¢ilek iiriinleri
iiretimi sirasinda uygulanan proseslere ve depolama sicaklik-siiresine bagli olarak da
degisiklik gostermektedir. Cilek piiresi iiretimi sirasinda yiiksek basingta (400 MPa,
10°C, 70 s) uygulanan presleme islemi askorbik asit miktarinda % 9 oraninda azalmaya

neden olmustur (Patras vd. 2009). Benzer sekilde; ozon uygulamasinin (% 7.8 w/w, 10
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dk) da cilek suyundaki C vitamini tizerine olumsuz etkide bulundugu ve C vitamini
icerigini % 86 oraninda disiirdiigii bildirilmistir (Tiwari vd. 2009). Bununla birlikte;
cilek suyunun {iretim agamalar1 da C vitamini iizerine dogrudan etki gdstermektedir.
Cilek suyu iiretimi sirasinda askorbik asit miktarinda meydana gelen en 6nemli kayip,
pastorizasyon asamasinda (% 35) belirlenmistir (Klopotek vd. 2005). Bununla birlikte,
bu ¢alismada presleme (% 21), filtrasyon (% 16) ve santrifiij (% 14) islemlerinin de
askorbik asit miktarinda Onemli dilizeyde azalmaya neden oldugu da ortaya
konusmustur. Bu azalmalarin; askorbik asidin dehidroaskorbik aside doniismesi

sonucunda meydana geldigi bildirilmektedir (Klopotek vd. 2005).

Askorbik asidin sicakliga karsi duyarli oldugu ve yiiksek sicakliklarda depolanan
tirtinlerde askorbik asidin hizla pargalandig: bilinmektedir (Saguy vd. 1978). Derossi vd.
(2010); 5°C, 10°C ve 25°C’de 7 giin depolanan ¢ilek sularindaki C vitamininin
degisimini inceledigi ¢aligmalarinda; C vitamini diizeyinin; 25°C’de % 90, 10°C’de %
34 ve 5°C’de ise % 20 oraninda azaldigini saptamistir. Benzer bir calismada ise,
depolama sicakligi yaninda bagil nemin de C vitamini iizerine etkisi incelenmis ve
20°C’de depolanan gilekte 2. giin sonunda C vitamini igeriginin %20 oraninda azaldigi,
ancak bagil nemin herhangi bir etkisinin bulunmadigi bildirilmistir (Shin vd. 2007).
Cilek regelinde yapilan bir ¢alismada ise, 4°C ve 15°C’de 28 giin boyunca depolanan
recelin C vitamini igeriginde sirastyla % 50 ve % 70 oraninda azalma meydana geldigi
ve 4°C’ye gore 15°C’de depolanan receldeki askorbik asidin par¢alanma hizinin 2.2 kat
daha fazla oldugu bildirilmistir (Patras vd. 2011).

Genel olarak, askorbik asitteki en biiyiikk kayiplarin 1sil iglemler sirasinda meydana
geldigi bilinse de, dondurma islemi sirasinda da askorbik asit iceriginde 6nemli kayiplar
oldugu da saptnamustir. Ornegin, dondurulmus c¢ilekte C vitamini degisiminin
incelendigi calismada, 3 farkli sicaklikta (—12°C, —18°C ve —24°C) 90 giin depolama
sonucunda sirasi ile % 64, % 11 ve % 6 oraninda azalma meydana geldigi bildirilmistir
(Sahari vd. 2004).
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2.3.2 Askorbik asit miktarindaki azahsin temel nedenleri

Askorbik asidin bozunmasi hem aerobik hem de anaerobik olarak gergeklesebilir ve bu
durum; oksijen (Rassis ve Saguy, 1995), 1s1 (Leskova vd. 2006), 1s1k (Zee vd. 1991),
depolama sicakligr ve depolama siiresi (Klimczak vd.2007) gibi faktorlere baglidir.
Ayrica, enzim, pH, ortamdaki seker konsantrasyonu, askorbik asidin dehidroaskorbik
aside orani1 gibi faktorler de askorbik asidin par¢alanmasina neden olan diger dnemli

faktorlerdir (Mehmood vd. 2008).

Askorbik asidin ¢esitli izomerleri vardir. Bu izomerlerden en 6nemlisi L-askorbik asit
olup, bu izomerinin biyolojik aktivitesi vardir. L-askorbik asit kolaylikla ve geri
doniistimlii olarak L-dehidroaskorbik aside okside olur. Oksidasyon firiinii olan L-
dehidroaskorbik asit de C vitamini aktivitesine sahiptir. Ancak, L-dehidroaskorbik asit,
daha sonraki bir ileri asamada, L-diketoglukonik aside (2,3-diketoglukonik asit) geri
dontiigsliz olarak parcalanir. L-diketoglukonik asit en sonunda furfural’a kadar
par¢alanmaktadir. Furfural polimerize olarak esmer bilesikler olusturdugu gibi, amino
asitlerle reaksiyona girerek enzimatik olmayan esmerlesme olaylarina da katilmaktadir.
Boylece, enzimatik ve enzimatik olmayan renk esmerlesmelerine karsi kullanilan
askorbik asidin, elverissiz kosullarda ozellikle yiiksek sicakliklarda, esmerlesmelere

neden olabilecegi de bilinmektedir (Cemeroglu 2009).

Askorbik asidin disiik sicaklikta dahi hizli bozunmasmm nedeni oksijenin
¢Oziiniirliiglinlin sicaklikla ters orantili olarak artmasi ve askorbik asit oksidasyonunu
arttirmasi olarak diistiniilmektedir. Yiiksek depolama sicakliklarinda hizli bozunmasinin
nedeni ise, enzimlerin optimum calisma sicakliginin yaklasik 30°C olmasi ve askorbik

asidin enzimatik oksidasyon sonucu bozunmasi olarak diisiiniilmektedir (Ozyurt vd.
2011).

2.4 Antioksidan Aktivite

Canlilar yasamsal faaliyetleri devam ettirebilmeleri i¢in enerjiye gereksinim

duymaktadirlar. Bu enerji, glukoz ve yag asitleri gibi molekiillerin oksidasyonu ile elde
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edilmektedir. Ancak, oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda reaktif oksijen formlari
(ROS) olarak adlandirilan, aralarinda kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin da
bulundugu bir¢ok kronik hastaligin baglamasina neden olan ve yapisinda oksijen igeren
serbest radikaller olusmaktadir. Bu serbest radikaller, DNA’larin ve proteinlerin zarar

gormesine neden olmaktadirlar (Murthy vd. 2002).

Oksijen tiiketen organizmalarin tiimiinde; lipit, protein ve DNA gibi biyolojik
molekiillerin oksidasyonunu oOnleyen enzimatik veya enzimatik olmayan c¢esitli
antioksidan bilesikler bulunmaktadir. Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatiyon peroksidaz
(GSHPx) ve katalaz en 6nemli antioksidan enzimlerdir. Enzimatik olmayan antioksidan
bilesikler ise; basta askorbik asit, E vitamini, karotenoidler, polifenoller olmak iizere,

indirgenmis glutatiyon, albumin, seruloplazmin ve ferritinden olusmaktadir (Guo vd.

2003).

Genel olarak, bu antioksidanlar asagida belirtilen bir ya da birkag yolla oksidanlari

etkisiz hale getirirler;
1- Toplayic1 Etki (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
dontistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve molekiiller bu yolla etki

eder.

2- Bastirict Etki (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesine

denir. Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki eder.

3- Zincir reaksiyonlarmi kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,

seriiloplazmin ve agir metaller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.
4- Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilleri onarirlar.
Belirtilen bu yollar arasindan; polifenoller, serbest radikalleri baglamak, metallerle kelat

olusturmak ve lipoksigenaz enzimini inaktive etmek suretiyle antioksidan etki

gostermektedir (Frankel, 1999). Buna karsin; askorbik asit, E vitamini ile provitamin A
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aktivitesi gosteren B-karoten, oksijenin reaktif formlarini inaktive etmek suretiyle bu

etkiyi gostermektedir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla birgok yontem bulunmaktadir. Bu
yontemlerin bir boliimii hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonuna dayanmakta,
diger bir boliimii ise elektron transferi (ET) yontemine dayanmaktadir (Huang vd.
2005). HAT’ne dayali antoksidan aktivite 6l¢iim yOntemlerinde; antioksidan (AH) ve
substrat, yani lipit (LH), azo bilesiklerinin pargalanmasi ile olusan peroksi radikalleri

icin yarigmaktadir (Apak vd. 2007). Bu reaksiyonlar esitlik olarak asagida verilmistir.

ROO* + AH —-ROOH + A*
ROO* + LH —ROOH + L*

HAT’ne dayali yontemler arasinda; oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) ile

toplam radikal tutma antioksidan parametresi (TRAP) yontemleri bulunmaktadir.

ET’ne dayali yontemler ise, antioksidan tarafindan indirgenen oksidanin renginde
meydana gelen degisimleri dlgmektedir. Renkteki degisim ile antioksidan aktivite
arasinda bir bag kurulmaktadir (Apak vd. 2007). ET’ne dayali yontemler arasinda;
troloks esdeger antioksidan kapasitesi (ABTS/TEAC), difenil-1-pikrilhidrazil radikal
tutma kapasitesi (DPPH), ferrik iyon indirgeme antioksidan parametresi (FRAP) ve

N,N-dimetil-p-fenilendiamin analizi (DMPD) yontemleri bulunmaktadir.

Gidalarda kullanilan ET’ne dayali antioksidan aktivite dl¢ltimlerinden bazilarina agagida

kisaca deginilmistir.

2.4.1 Antioksidan aktivite 6l¢iim metodlar:

2.4.1.1 ABTS/TEAC metodu

En ¢ok kullanilan antioksidan aktivite 6l¢iim metotlarindandir. Bu yontem, ABTS’nin

oksidasyonu sonucu olusan ABTS™" radikal ¢ozeltisi iizerine, antioksidan igeren drnegin
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eklenmesi sonucu radikalin indirgenmesi ve olusan mavi/yesil renkli ABTS ™ radikalinin
renginin 600-750 nm dalga boyunda belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir. Reaksiyon
sonucu harcanan ABTS™ miktar, troloks esdegeri olarak hesaplanmakta ve sonug
“TEAC degeri” ifade edilmektedir (Sekil 2.7, Garcia-Alonso vd. 2004).

-038 s N=<$ = i SOx|" | antioxidant _
¥
N~ = =

=N - K2S05

ABTS" (Amax = 734 nm)

-0.8 \@’:}:N’N:f: Usos-

\ CzHs
CzHsg

ABTS? (colorless)

Sekil 2.7 ABTS™ radikali ile antioksidan arasindaki reaksiyon (Apak vd. 2007)
2.4.1.2 DPPH metodu

Bu yontemde kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali (Sekil 2.8), ¢ok az
sayidaki ticari olarak {iiretilen ve yapisinda azot igeren stabil (kararli) radikallerden bir
tanesidir. DPPH radikali mor renkli olup, 515 nm’de maksimum absorbans vermektedir.
DPPH radikali, antioksidan maddenin hidrojeni ile birleserek, tek elektronu indirgenmis
DPPH-H'i olusturmakta ve bu sirada DPPH radikalinin 515 nm’deki molar absorpsiyon
katsayis1 9660’tan 1640’a diismekte ve renk de mordan sariya doniismektedir (Prakash
2001).
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{DPPH: 2 2-dipghanyl- 1-picryl hydrazyl) R=-0H or -NO2

1{4-Mydroxyphenyl)-1-phenyl-2-picryl hydrazine
1 (4-Nitrophemyl)- 1 -pheayl-2-picnd hydrazine

max 537 nm

Sekil 2.8 DPPH radikalinin antioksidan mekanizmasi (Prakash 2001)
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2.4.1.3 FRAP metodu

Bu yontemin ilkesi; antioksidan i¢eren bir 6rnegin eklenmesi sonucu, oksidan olarak
kullanilan ferrik-tripiridiltriazin kompleksinin, renkli formdaki ferro (Fe*?) formuna
indirgenmesine dayanmaktadir. Bu yontem ile 1 mmol/L demir siilfata (FeSO,) esdeger,
ferrik indirgeme yetenegine sahip antioksidanlarin konsantrasyonu belirlenir. FRAP
(Sekil 2.9) yonteminin dezavantaji ise, bu yontemin glutatiyon gibi bazi antioksidanlarla

cok yavas reaksiyona girmesidir (Guo vd. 2003).

N/Fei\, 5 _ 5
S o* o

Fe(ll)(TPTZ)2]3* [Fe(l)(TPTZ):2]12*, Amax = 593 nm

Sekil 2.9 Ferrik-tripyridyltriazine kompleksi ile antioksidan arasindaki reaksiyon (Apak
vd. 2007)

2.4.1.4 DMPD metodu

Bu yontem, N,N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD, Sekil 2.10) radikalinin 0.2-11 pg
troloks (sentetik bir antioksidan) varliginda stabil bir renk olusturmasina ve bu rengin
antioksidan igeren bir Ornegin eklenmesi sonucu kaybolmasimnin 6lgiilmesi temeline
dayanmaktadir. DMPD metodu (Sekil 2.11), hidrofilik gruplarin antioksidan
aktivitesinin hizli ve duyarl bir sekilde belirlenmesi i¢in uygun bir yontemdir (Fogliano
vd. 1999).

DMPD(renksiz) + oksidan (Fe**) + H" — DMPD™* (mor)
DMPD™ (mor) + AOH — DMPD" (renksiz) + AO

Sekil 2.10 DMPD radikalinin antioksidan mekanizmasi (Busuricu vd. 2008)
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2.4.2 Cilek ve iiriinlerindeki antioksidan aktivite iizerine etkili faktorler

Cilek yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bir meyvedir. FRAP yontemiyle yapilan bir
calismada; cilegin antioksidan aktivitesinin 7.3—10.4 mmol/100 g arasinda degistigi
saptanmistir (Cizelge 2.3). Guo vd. (1997) yaptig1 calismasinda; cilegin portakala gore
1.3, kirmiz1 liziime gore 2, elma ve muza gore 5 ve tath kavuna gore 13 kat daha fazla
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir. Ayrica, kiraz (4.58 mmol/100 g, Guo
vd. 2003), erik (9.45 mmol/100 g, Guo vd. 2003), kayis1 (1.85 mmol/100 g, Guo vd.
2003) ve mangodan (6.4 mmol/100 g, Patthamakanokporn vd. 2008) daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip olan ¢ilegin, kiviye (15.51 mmol/100 g, Guo vd. 2003) gore

daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 2.3 Italya’da yetistirilen bazi ¢ilek gesitlerinin antioksidan aktiviteleri (Tulipani

vd. 2008)
Cesit Miktar (mmol/100 g)
Alba 7.31
Patty 8.84
Irma 9.16
Adria 9.30
Sveva 10.40

Hemen hemen tiim gidalarin antioksidan aktiviteleri; hammaddenin cesidi, hasat
zamani, yetistirme, isleme, ambalajlama ve depolama kosullarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Arena vd. 2001, Del Caro vd. 2004, Naithani vd. 2006, Klimczak vd.
2007). Cesidin gileklerdeki antioksidan aktivite iizerine etkisini incelemek amaciyla;
farkli antioksidan aktivite yontemleri ile calismalar yiiriitiilmiistiir. Bir calismada;
Polonya’da yetistirilen 6 farkl: ¢ilek ¢esidinin antioksidan kapasiteleri DPPH metodu ile
belirlenmis ve gileklerin 0.038-0.047 mg DPPH antioksidan kapasitesine sahip oldugu
bildirilmistir (Skupien ve Oszmianski 2004). Tulipani vd. (2008) ise 9 farkhi ¢ilek
¢esidinin antioksidan aktivitelerini TEAC ve FRAP yontemi ile karsilastirmis ve TEAC
yonteminde cileklerin 11-19 mmol TE/g 6rnek arasinda, FRAP yonteminde ise 7-14
mmol TE/g 6rnek arasinda antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir. ORAC
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metodu ile yiiriitiillen ¢alismada da c¢ilegin antioksidan aktivitesinin 20 pmol Troloks/g
ornek oldugu; bu aktivite ile polifenoller (r = 0.83) ve antosiyaninler (r = 0.90) arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir (Kalt vd. 1999). Benzer sckilde; meyve
sularinin antioksidan aktiviteleri tizerine ¢ilek ¢esidinin etkisi de incelenmis; 14 farkl
cilek c¢esidinden iiretilen meyve sularinda, antioksidan aktivitenin “11.9-14.1 pmol

TE/g 6rnek” arasinda degistigi bildirilmistir (Wang vd. 2002).

Daha once de deginildigi gibi, antioksidan aktivite tizerine etkili bir diger faktor de
hasat zamani ve meyve suyu liretim agamalaridir. Hasat zamaninin etkisinin incelendigi
calismada; olgunlagsmamis c¢ilegin olgun cilege gore % 55 oraninda daha fazla
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Shin vd. 2008). Olgunlagsma
sirasindaki azalisin antioksidan aktivite gosteren askorbik asidin dehidroaskorbik aside
doniigmesi ve bdylece toplam antioksidan miktarinda diisiisiin olabilecegi belirtilmistir.
Cilek suyu liretim asamalarinin antioksidan aktivite (FRAP yontemiyle) iizerine etkisi
incelendiginde ise; pastorizasyonun (% 58), filtrasyonun (% 51), preslemenin (% 30) ve
mayseye islemenin (% 9) antioksidan aktivitede azalmaya neden oldugu ve bu
azalmanin hem polifenollerin hem de askorbik asidin azalmasindan kaynaklandigi

bildirilmistir (Klopotek vd. 2005).

Literatiirde, ¢ilek cesidi, hasat zamani ve meyve suyu lretim islemleri disinda;
depolama sicaklik ve siiresinin antioksidan aktivite iizerine etkisinin incelendigi
caligmalar da mevcuttur. Ayala-Zavala vd. (2004), 12 giin depolama sonunda ¢ileklerin
antioksidan aktivitesinde; 0°C’de degisiklik olmazken (% 1), 5°C (% 42) ve 10°C’de
(1.8 kat) artis oldugunu belirtmistir. Benzer sekilde, Senga Sengana, Elkat ve Kent ¢ilek
cesitlerinden tiretilen meyve sularinin 30°C’de 6 aylik depolama sonundaki antioksidan
aktivitelerinin de sirasiyla % 33, % 27 ve % 25 oraninda azaldigi bildirilmistir
(Oszmianski ve Wojdylo 2009). Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar, depolama

sicakligi arttikga antioksidan aktivite degerlerinin azaldigini1 gostermektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cilek suyu ve konsantresi

Tez c¢alismasinda materyal olarak, TARGID Ltd. Sti. firmasi1 tarafindan Akdeniz
Bolgesi’nde yetistirilen “Camarosa” ¢esidi (Fragaria x ananassa Duch. cv. Camarosa)
cileklerden iiretilen ¢ilek suyu ve konsantreleri kullanilmistir. Cilek suyu konsantresi
tiretim akis semas1 Sekil 3.1°de verilmistir. Cilek suyu konsantreleri, ¢ilek suyu briks
derecesi olan 8°Briks derecesine kadar seyreltildikten sonra; bu 6rneklerde asagida
belirtilen analizler yiiriitiilmiistiir. “Meyve Suyu ve Benzeri Uriinler Tebligi’’ne gore,

c¢ilek suyunun minimum briks derecesi 7.5 olmalidir (Anonim 2012).

3.1.2 Kimyasallar

Antioksidan aktivite tayininde; radikal ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kullanilan ABTS,
Sigma firmasindan (St. Louis, MO, A.B.D), troloks standard: ise, Fluka firmasindan
(Seelze, Almanya) temin edilmistir. Toplam polifenol tayininde kullanilan gallik asit
standard1 ile Folin—Ciocalteau ayract Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) satin
alimmustir. Askorbik asit analizlerinde kullanilan hidroklorik asit ve etil alkol Merck

firmasindan (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Cilek suyu konsantresi iiretimi

On ayiklama islemine tabi tutulan cilekler; 6nce on yikamadan gegirilmis daha sonra
basingli su ile duslamaya alinmislardir. Cileklerin saplari ile par¢alanmasindan sonra
mayse elde edilmistir. Bu mayseye verim artirmakta kullanilan ticari renk enzimi
(ultracolor pektineks, Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka) 50-100 g/ton diizeyinde

eklenmistir. Daha sonra, mayse; tiibular bir 1siticida 20°C’ye 1sitilmis ve bu sicaklikta
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mayse tankinda 1 h boyunca bekletilmistir. Siire sonunda, mayse preslenerek por ¢api

0.7 mm olan sarsak elekten gegirilip, ¢ilek ham suyu elde edilmistir.

100 kg cilek
Presleme
90 kg cilek ham suyu
90 kg ¢ilek ham suyu
Randiman (%) = x 100 = % 90
100 kg cilek

Cilek ham suyuna 90°C’de 90 s kadar pastdrizasyon islemi uygulanmis ve daha sonra
iiriin hizla 45°C’ye sogutulmustur. Bu asamadan sonra, ¢ilek ham suyunda ¢oziinmiis
halde bulunan ve koruyucu kolloid olarak davranarak durultmayi giiglestiren pektinin
par¢alanmas1 amaciyla, ¢ilek ham suyuna 50 g/ton ticari enzim preparatindan “Pektinex
Ultra Clear” (Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka) eklenmistir. Depektinizasyonun
sonrasinda durultma yardimci maddeleri (jelatin ve bentonit) kullanilarak c¢ilek suyu
durultulmustur. Once 50 g/ton diizeyinde jelatin eklenip 5 dk boyunca karistirilmis ve
sonra 5 dk kadar karistirllmadan bekletilmistir. Bentonit durultma yardimci maddesi de
100 g/ton diizeyinde eklenip 5 dk kadar karistirildiktan sonra, yine 5 dk karistirma
yapilmadan bekleme islemi yapilmistir. Durultma isleminden sonra filtrasyon islemine

gecilmistir.

Cilek suyu oncelikle tambur filtreden gegirildikten sonra sirasi ile Kieselguhr ve plakali
filtrelerden geg¢irilmistir. Plakali filtrede parlatma islemi gergeklestirilmistir. Filtreleme
islemlerinden sonra ¢ilek suyu 90°C’de 1.5 dk kadar pastorize edilmis ve daha sonra
evaporasyon tankina alimmustir. Cilek suyu, 12 ton su/h kapasitesindeki evaporatorde
konsantre edilerek, sicakligi 30°C ve briks derecesi 65-68°Bx olan konsantre elde

edilmistir.
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Cilek (100 kg)

Se¢me ve ayiklama

Yikama ve durulama

Saplarla birlikte parcalama

Presleme

Sarsak Elekten Gegirme

On Isitma (45°C)

Enzimasyon (50 mg/L)

Konsantre (65°Bx) sogutma

(30°C) ve dolum
Durultma
(Bentonit 50 mg/L,
jelatin 100 mg/L) Evaporasyon
Filtrasyon Pastorizasyon (90°C, 1.5 dak)

Sekil 3.1 Cilek suyu konsantresi iiretimi akis semasi
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3.2.2 Cilek suyu konsantrelerinin depolanmasi

Cilek suyu konsantresi 6rnekleri; sicaklik kontrollii inkiibatorlere yerlestirilmistir. 4°C,
10°C ve 20°C'deki depolama deneyleri 253 L’lik inkiibatorlerde (Sanyo MIR 253,
Gunma, Japonya) yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan inkiibatorlerin sicaklik salinimi
+0.5°C’dir. 4°C ve 10°C’de depolanan konsantrelerden 0, 50, 250 ve 275. giinlerde,
20°C’de depolanan konsantrelerden ise 0 ve 50. glinlerde 6rnekler alinmistir. Alinan
orneklerde daha onceki Orneklere uygulanmis bulunan ve asagida ayrintilart verilen

fiziksel ve kimyasal analizler yapilmistir.

3.2.3 Fiziksel analizler

3.2.3.1 Suda ¢oziiniir kuru madde tayini

Cilek suyu konsantrelerinde suda ¢6ziiniir kuru madde (briks), dijital bir refraktometre
(Atago, Rx-7000a, Tokyo, Japonya) yardimiyla belirlenmistir. Orneklerde briks dl¢iimii
20°C’de yapilmustir.

3.2.3.2 pH tayini

pH degeri potansiyometrik olarak pH-metre (WTW, Inolab Level 1, Weilheim,
Almanya) kullanilarak saptanmigtir. Bu nedenle, ¢ilek suyu 6rneklerinden bir behere 10
mL alinarak, tizerine 10 mL damitik su ilave edilip manyetik karigtiricida (IKA Genius
3, Staufen, Almanya) karistirildiktan sonra pH degeri belirlenmistir. Cilek suyu
konsantrelerinde ise, 1.25 g konsantre tartilarak tizerine 20 mL damitik su ilave edilip

tyice karistirildiktan sonra pH belirlenmistir. pH 6l¢timleri de 20°C’de yapilmustir.

3.2.4 Kimyasal analizler

3.2.4.1 Titrasyon asitligi tayini
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Bu amagla, IFU No:3’de (1968) onerilen yontem uygulanmistir. Titrasyon asitligi, pH
izlenerek yiiriitiilen elektrometrik titrasyonla saptanmistir. pH tayini i¢in hazirlanan
orneklerden 20 mL almarak, ayarli 0.1 N NaOH ile pH 8.1’e gelinceye kadar titre
edilmistir. Titrasyon asitligi ¢ilek suyu ve konsantrelerinde, susuz sitrik asit cinsinden

strastyla, “g/100 mL” ve “g/100 g” olarak hesaplanmustir.

3.2.4.2 Antioksidan aktivite tayini

Re vd. (1999) ile Miller vd. (1993) tarafindan oOnerilen spektrofotometrik yontemle
yapilmistir. Bu yontemin detaylar1 Kirca ve Ozkan (2007) tarafindan verilmistir. Bu
yontem, ABTS™ radikal katyonu tarafindan tutulan antioksidatif &zellik gdsteren
maddelerin miktarinin, sentetik antioksidanlardan olan Troloks’un (suda ¢oziinen E
vitamini analogu) standart miktar1 ile kiyaslanarak bagil Olglimiinii saglamaktadir.
Antioksidan aktivite tayini, mavi/yesil stabil bir bilesik olan ABTS™ radikalinin yok
olmasinin spektrofotometrik olarak belirlenmesiyle yapilmistir. Mavi/yesil ABTS™
kromoforu olusturmak i¢in ABTS ve potasyumpersiilfat arasinda gergeklesen

reaksiyondan yararlanilmistir.

Bu analize baslamadan once 2.45 mM potasyum persiilfat igeren 7 mM’lik ABTS
¢ozeltisi hazirlanarak, 20°C’lik bir inkiibatérde (Sanyo MIR 253, Gunma, Japonya) 12—
16 h bekletilmis olup ABTS™ radikalinin olusmasi saglanmistir. Ayrica, drneklerin,
radikal ¢ozeltisinin ve troloks standardini seyreltmek icin kullanilan PBS (Phosphate
Buffer Saline) ¢ozeltisi hazirlanmistir. PBS ¢ozeltisi 0.1 N NaOH kullanilarak 7.4 pH

derecesine getirilmis ve 1 L’ye damitik suyla tamamlanmuistir.

Cilek suyu ve konsantresi yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugundan, 6rnekler
analiz oncesi seyreltilmislerdir. Bunun i¢in 1 mL ¢ilek suyu 10 mL hacme PBS ile
tamamlanmistir. Cilek suyu konsantrelerinde ise, 12.5 g 6rnek 100 mL hacme damitik
su ile tamamlandiktan sonra, karisimdan 1 mL o6rnek almip 25 mL hacme

tamamlanmistir.
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Analiz edilen orneklerin absorbans degerleri, 6rnek ve sahidin (PBS) ayni anda
konulabildigi ¢ift huzmeli spektrofotometre (ThermoSpectronic Helios-a, Cambridge,
Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir. Absorbanslar degerleri 734 nm’de 1.5 mL
hacmindeki 1 cm 1sik yolu uzunlugunda tek kullanimlik mikro kiivetlerde (Brand
Gmbh, Wertheim, Almanya) belirlenmistir. Ornek analizine baslamadan énce ABTS™
radikal ¢ozeltisi absorbans degeri 0.710+0.05 olacak sekilde PBS ile seyreltilmistir. Bu
seyreltilmis ABTS™ radikal ¢ozeltisinden 0.99 mL alinmis ve baslangic absorbans
degeri belirlenmistir. Uzerine 0.01 mL (10 uL) 6rnek eklenerek 6 dk boyunca absorbans
degerlerindeki degisim gozlenmistir. Cilek suyundaki antioksidan bilesikler, radikal
¢oOzeltsinin rengini gittik¢e acarak 6 dakikalik siire sonunda absorbans degeri diismiistiir.

Bu sekilde % inhibisyon degeri asagida verilen esitlik yardimiyla hesaplanmistir.

Baslangi¢ Absorbans Degeri — Son Absorbans Degeri

% inhibisyon =
Baslangic Absorbans Degeri

10 puL 6rnek alinarak yapilan 6lglim en az 3 kere tekrarlanmis ve inhibisyon oranlarinin
ortalamasi alinmistir. Daha sonra, ayn1 islemler 20 pL, 30 pL ve 40 pL icin yapilmistir.
Elde edilen ortalama inhibisyon degerleri bir grafige aktarilmis olup, bu veriler linear
regresyon analiz yontemi uygulanarak Ornege iliskin egriyi tanimlayan denklem

bulunmustur.

Orneklerin antioksidan olgiimlerinden &nce troloks standardinin egrisi ve denklemi
bulunmustur. Bu amagla 2.5 mM troloks stok ¢ozeltsinden 10 mL’lik 4 6l¢ii balonuna
strast ile 2, 4, 6 ve 8 mL alinip balon hacmine PBS ile tamamlanmistir. Daha sonra
ornege uygulanan analiz troloksa da uygulanmistir ve troloks standart egrisine
ulasilmistir. Sonuglar TEAC degeri olarak ifade edilmistir. Ornege ait % inhibisyon
egrisinin egiminin, troloks standart egrisinin egimine boliinmesi ile bu deger ortaya
cikmistir. Seyreltme faktoriiniin de hesaplamaya katilmasi ile antioksidan aktivite

belirlenmistir.
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3.2.4.3 Toplam polifenollerin tayini

Bu amagla Singleton ve Rossi (1965) tarafindan oOnerilen Folin-Ciocalteau yontem
kullanilmistir. Bu ydntemin detaylar1 Ozkan vd. (2007) tarafindan verilmistir. Bu
yontemin temel ilkesi, polifenollerin alkali bir ortamda Folin-Ciocalteau ayracini
indirgeyip, kendilerini oksitlenmis forma doniistiigli bir redoks reaksiyonuna
dayanmaktadir. Ornegin Folin ayraci ile muamele edildikten sonra olusturdugu mavi
renk, sprektrofotometrede 720 nm dalga boyunda sahide karsi okunmustur. Polifenol
miktar1 gallik asit esdegi ile verildigi i¢in hesaplamalarda gallik asit standart egrisinin
denkleminden yararlanilmistir. Cilek sularinda toplam polifenol miktar1 “mg gallik
asit/L” cinsinden, ¢ilek suyu konsantrelerinde ise “mg gallik asit’kg” cinsinden

belirlenmistir.

Bu analizde kullanilan doymus karbonat ¢dzeltisini hazirlamak igin, 20 g Na,COs3
tartilmis, bir miktar damitik su i¢inde iyice ¢dziinene kadar manyetik bir karistiricida

iyice karistirtlmis ve 100 mL hacme tamamlanmustir.

Bu analizde de ornekler seyreltilerek kullanilmistir. Ciinkii ¢ilek suyu olduke¢a yiliksek
miktarda polifenol i¢ermektedir. 6 mL ¢ilek suyu, 10 mL hacme damitik su ile
tamamlanmistir. Cilek suyu konsantrelerinde ise, 12.5 g 6rnek once 100 mL hacme
tamamlanip, daha sonra iizerinden alinan 6 mL 6rnek 10 mL hacme tamamlanmistir.
100 mL’lik balona 6nce 75 mL damitik su eklendikten sonra 1 mL 6rnek konulmustur.
Daha sonra, 5 mL Folin-Ciocalteau ayraci eklenip 3 dk kadar beklenilmistir ve 10 mL
sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenmistir. Son olarak da balon 100 mL hacme yine damitik
su ile tamamlanmistir. Balon birkag¢ kere ters diiz edilerek iyice karistirilmistir. Balon
icerigi kapali ve karanlik bir ortamda 1 h kadar bekletildikten sonra aynmi sekilde
hazirlanmis sahide karsi 720 nm’de absorbans degeri saptanmistir. Sahit hazirlarken 1
mL ornek yerine 1 mL damitik su eklenmistir ve diger geri kalan tiim islemler aym

sekilde yapilmistir.

Polifenol igerigi belirlenirken gallik asit kullanilarak standart egri hazirlanmigtir. Bu

amagla, 50 mg gallik asit 25 mL damitik suda c¢oziindiirilerek 2000 mg/L
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konsantrasyonda gallik asit standart ¢ozeltisi elde edilmistir. Bu stok ¢ozeltiden 2.5,
3.75, 5.0, 6.25, 7.5 mL alinarak 10 mL’lik 6l¢ii balonlarina aktarilmis ve damitik su ile
balon hacmine tamamlanmistir. Bu sayede siras1 ile 500, 750, 1000, 1250 ve 1500 mg
gallik asit/L igeren ¢ozeltiler elde edilmistir. Bu ¢ozeltiler ile 2000 mg/L
konsantrasyonda hazirlanan stok c¢ozeltiye ¢ilek suyu ve konsantresine uygulanan
islemler aynen uygulanmis olup 720 nm’de bu 6 ¢oOzeltinin absorbans degerleri
saptanmistir. Absorbans degerleri gallik asit konsantrasyonlarma karsilik bir grafige
aktarildiktan sonra verilere linear regresyon analizi uygulanmistir. Boylece gallik asit

standart egrisine ve bu egriyi tanimlayan bir esitlige ulasilmistir.

Orneklerin gallik asit cinsinden polifenol miktarlar1 standart egriyi tanimlayan denklem
yardimiyla bulunmustur. Regresyon esitliginden bulunan konsantrasyon degerleri

seyreltme faktorii ile ¢arpilarak toplam polifenol miktar1 hesaplanmustir.

3.2.4.4 Askorbik asit tayini

Askorbik asit miktarinin belirlenmesi, Garzon ve Wrolstad (2002) tarafindan onerilen

HPLC yo6ntemine gore yapilmistir.

Saflastirma

Askorbik asit analizinde saflastirma isleminin ilk asamasinda, C1g SEP-Pak kartuslari
once 5 mL etil asetat ile, daha sonra 5 mL metanol ile (% 0.01 HCI igerecek sekilde
asitlendirilmis) ve nihayet 2 mL % 0.01 HCI igerecek sekilde asitlendirilmis su ile
aktive edilmistir. Ekstraksiyona hazir hale gelen kartusa, 1 mL filtre edilmis ¢ilek suyu
yiiklenerek, 2 mL asitlendirilmis su ile eliie edilmistir. Eliisyon islemi ile organik asitler,
sekerler ve suda ¢oziinlir diger bilesikler eliie edilirken, antosiyaninler ve diger
polifenolik bilesikler kartus iizerinde sorbente baglanmistir. Boylece; askorbik asit
miktarinin belirlenmesinde kullanilan dalga boyunda interferans yapan polifenollerin,
cilek suyundan uzaklastirilmast saglanmistir. Elde edilen ekstraktlar, 0.45 um tek
kullanimlik teflon filtrelerden (Sartorius, Minisart RC 25, Goettingen, Almanya) filtre
edildikten sonra hacmi, % 0.01 HCI igeren damitik su ile 5 mL’ye tamamlanmistir ve

HPLC cihazina enjekte edilmistir.
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Hesaplama

Askorbik asit miktarinin hesaplanmasinda “yiiksek performansli sivi kromotografi”
cihazindan (HPLC, Agilent 1200 serisi, Waldbronn, Almanya) yararlanilmistir.
Kullanilan HPLC sistemi; ikili (binary) pompa, foto diyoderey dedektorii (PDA, photo
dioderay dedector), +4°C’ye inebilen sogutma sistemine sahip oto-Ornekleyici (auto-
sampler), gaz giderici (degasser) ve kolon firinindan (therostatted colomn compartment)
olusmaktadir. Elde edilen kromatogramlar “ChemStation rev.B.02.01” yazilim programi

ile degerlendirilmistir.

Kromatografi kosullar

e Kolon : Ters faz (reverse phase) Cis kolonu (250 x 4.56 mm, 5 pm)
(Phenomenex Inc., Los Angeles, CA, A.B.D.)

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

e Akis hizi : 0.5 mL/dk

e Eliisyon siiresi : 80 dk

e Enjeksiyon hacmi : 100 puL

e Dalga boyu : 230 nm

e Mobil faz: 0.005 N H,SO, ¢ozeltisi (pH 2.75), izokratik akis.

3.2.5 Kinetik katsayilarin hesaplanmasi

Bu calismada, cilek suyu konsantresi orneklerinin farkli sicakliklarda depolanmasi
sirasinda polifenollerin ve askorbik asidin pargalanma kinetigi incelenmistir. Incelenen
tim sicakliklarda hem polifenollerin hem de askorbik asidin degradasyonunun
(parcalanma) birinci derece kinetik modele uygun olarak gelistigi belirlenmistir. Bu
nedenle birinci derece kinetik modeli tanimlayan 3.1. No’lu diferansiyel esitligin

integrali alinarak elde edilen 3.2. No’lu esitlik kullanilmistir.

dC

T k; C (uzaklasma) (3.1)
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InC= -kt + InC; (uzaklagsma) (3.2)

Burada:

C : Incelenen bilesenin t siire sonundaki konsantrasyonu (mg 100 g'l)
k : Reaksiyon hiz sabiti (1/giin)

t: Siire (glin).

Reksiyon hiz sabitleri ile diger tiim kinetik parametrelerin hesaplanmasinda Ozkan vd.

(2010) tarafindan verilen hesaplama yontemlerinden yararlanilmistir.

Reaksiyon hiz sabitinin (k) hesaplanmasi

Her bir sicaklik icin toplam polifenol ve askorbik asit kaybina iliskin deney verileri
herhangi bir transformasyon islemi yapilmadan dogrudan 10 tabanina gore diizenlenmis
yari-logaritmik bir grafik kagidinin logaritmik 6l¢ekli “y” eksenine, siireler ise aritmetik
Olcekli “x eksenine islenerek dogrusal bir egri elde edilmistir. Elde edilen bu veriler
dogrusal regresyon analizi uygulanarak egrilerin esitligi hesaplanmis ve bu esitliklerin
egim degerleri kullanilarak asagida verilen 3.3. No’lu esitlige gore reaksiyon hiz

sabitleri (k) hesaplanmuistir.

k = (egim) x 2303 (Birinci derece i¢in) (3.3)

Yart 6miir siiresinin (t1,) hesaplanmasi
Yar1 Omiir siiresi, polifenollerin ve askorbik asidin % 50’sinin kaybi icin gerekli siire
olup birinci derece kinetik modele uyan reaksiyonlar i¢in 3.4. No’lu esitlige gore

hesaplanmustir.

tyo=—1In (0.5) x k! (3.4)
Aktivasyon enerjisinin (E,) hesaplanmast
Reaksiyonun sicaklik derecesine bagimlilik diizeyi, hem Qo hem de aktivasyon

enerjisinin (E,) hesaplanmasiyla belirlenmistir. Ea degeri, Arrhenius esitligi yardimiyla

3.5. No’lu esitlik kullanilarak hesaplanmaistir.
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k = ko exp ERT (3.5)
Hesaplamalarda 3.5. No’lu esitligin, 3.6. No’lu esitlikte gosterilen formu kullanilmistir:

E, 1
Ink=—== + Ink (3.6)

Burada:

k : Hiz sabiti (1/giin),

Ko: Frekans faktori (1/giin),

Ea: Aktivasyon enerjisi (kJ/mol),

R: Gaz sabiti (8314 x 10°° kd/mol K),
T: Sicaklik (K).

Aktivasyon enerjisinin hesaplanmasi amaciyla, polifenollerin ve askorbik asidin
par¢alanma reaksiyonuna ilisjin farkli sicakliklardaki hiz sabitlerinin (k) dogal
logaritmalar1 (Ink) aritmetik 6l¢ekli bir grafigin “y” eksenine ve sicaklik degerlerinin
(Kelvin) resiprokali (1/T) ayn1 grafigin “x” eksenine islenerek, dogrusal bir egri elde
edilmistir. Arrhenius grafigi denilen bu egriye regresyon analizi uygulanmis ve elde

edilen esitligin egimi ile gaz sabiti ¢arpilarak, aktivasyon enerjisi hesaplanmistir.
Q1o degerlerinin hesaplanmast
Reaksiyonun sicakliga bagimliligin1 gésteren diger bir boyut olan Q1o degeri, sicakligin

10°C yiikseltilmesinin reaksiyon hizina etkisini gosteren bir kriter olup, 3.7. No’lu

esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

Q1o = (ko k)T, T) (3.7)
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3.2.6 Istatiksel degerlendirme

Cilek suyu konsantrelerinin depolanmasi siirecinde, farkli depolama sicakliklart ve
stirelerinin toplam polifenol, askorbik asit ve antioksidan aktivite miktarina etkisinin
belirlenmesi i¢in her depolama sicakliginda elde edilen veriler iki tekerriirlii faktoriyel
diizende varyans analiz teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Ayni sekilde ¢ilek
sularinda da; presleme, enzimasyon ve durultma islemlerinin etkisini degerlendirmek
amaciyla iki tekerriirlii faktoriyel diizende varyans analiz teknigi kullanilmistir. Varyans
analizi sonucuna gore, gerekli oldugu durumda Duncan c¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak faktorlerin  hangi seviyeleri arasindaki farkliligin  6nemli oldugu
arastirlmustir. Istatistik analizler i¢in "Minitab for Windows (ver. 15.1)" ve "MSTAT"

paket programlar1 kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Cilek Suyu Uretim Asamalarindaki Degisimler

4.1.1 Cilek suyu iiretim asamalarinda briks, pH ve titrasyon asitligindeki
degisimler

Cilek suyu iiretim asamalarinda alinan 6rneklerde; briks, pH ve titrasyon asitligi gibi
bazi nitelikler belirlenmis ve sonuglar gizelge 4.1°de verilmistir. Cizelge 4.1°de verilen
sonuglar incelendiginde; ¢ilek suyu iretim asamalarinin, oOrneklerin briks, pH ve
titrasyon asitligi degerleri iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir. (p >

0.01).

Cizelge 4.1 Farkl iiretim asamalarmin ¢ilek suyunun briks, pH ve titrasyon asitligi
degerleri lizerine etkisi

Titrasyon asitligi*

. . o
Cilek suyu iiretim agamalari Briks (%) pH (/100 mL)
Presleme 10.67 3.35 0.99
Enzimasyon 10.78 3.36 0.98
Durultma 10.41 3.39 0.94

*susuz sitrik asit cinsinden

4.1.2 Cilek suyu iiretim asamalarinda ve depolama siirecinde toplam polifenol
miktary, askorbik asit miktar1 ve antioksidan aktivite diizeylerinin
belirlenmesinde kullanilan standart egriler

Cilek suyu ve konsantrelerinde; toplam polifenol miktarlarinin tayininde yapilacak
hesaplamalar i¢in gerekli olan “gallik asit standart egrisi”, askorbik asit tayini i¢in
gerekli olan “askorbik asit standart egrisi” ve antioksidan aktivite tayininde gerekli olan
“troloks standart egrisi” hazirlanmis ve bu egriler sirasiyla sekil 4.1, sekil 4.2 ve sekil
4.3’te verilmistir. Standart egrilerin olusturulmasinda analizde elde edilen verilere,
dogrusal regresyon analizi uygulanmis ve egrileri tanimlayan esitlikler belirlenmistir.
Bu esitlikler yardimiyla ¢ilek suyu ve konsantrelerinin toplam polifenol, askorbik asit

ve antioksidan aktivite miktarlar1 hesaplanmistir.
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4.1.2 Cilek sularmin toplam polifenol miktar1 iizerine iiretim asamalarinin etkisi

Cilek suyu {iiretim asamalarmin toplam polifenol miktar1 {izerine etkisini incelemek
amaciyla; presleme, enzimasyon ve durultma islemlerinden sonra 6rnek alinmis ve bu
orneklerin toplam polifenol miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen degerler Cizelge

4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Cilek suyu tiretim asamalarinin toplam polifenol miktarlar: tizerine etkisi

Uretim asamalar1 Toplam polifenol miktar1 (mg gallik asit/L)*
Presleme 1688+15
Enzimasyon 1760+65
Durultma 1798+14

* Toplam polifenol miktarlar1 aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n=2).

Cizelge 4.2°de goriildiigli gibi, enzimasyon ve durultma islemlerinin ¢ilek sularinin
toplam polifenol miktari {izerine 6nemli bir etkisi saptanmamistir (p > 0.01). Presleme
isleminden sonra alinan c¢ilek suyu oOrneklerinin toplam polifenol miktarina gore;
enzimasyon iglemi sonrasinda sadece % 4.3 diizeyinde artiy meydana gelirken,
enzimasyon sonrasinda alinan 6rnegin toplam polifenol miktara gore; durultma islemi
sonrasinda ise sadece % 2.2 diizeyinde artis meydana gelmistir. Benzer sonuglar,
Gancel vd. (2011) tarafindan da ortaya konulmus olup, bogiirtlenlerin endiistriyel
liretim agsamalarinin (presleme, pastdrizasyon, sogutma ve dondurma) toplam polifenol

miktarina 6nemli diizeyde etki etmedigi bildirilmistir.

Enzimasyon asamasinda; cilek suyuna pektinaz enzimi ilave edilmis olup, bu enzim;
bitkisel dokularda hiicreleri birbirine baglayan pektini pargalayarak, hiicre icinde
bulunan bazi bilesenlerin agiga ¢ikmasimi saglamaktadir. Depektinizasyon islemi
sonunda polifenol miktarinda meydana gelen sinirli diizeydeki artisin, gilekte ¢ok az
miktarda bulunan pektinin pargalanmasi (Anonim 2012) sonucu; polifenollerin serbest
kalmasindan kaynaklandigi sanilmaktadir. Benzer sekilde, pektinaz enziminin; siyah
havug suyunda (Dereli 2010) da toplam fenolik madde miktarinda artisa neden oldugu

belirlenmistir.
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Enzimasyon isleminden sonra ¢ilek ham sularmin durultulmasi amaciyla; jelatin ve
bentonit kullanilmistir. Bilindigi tizere; jelatin, meyve sularinin pH simirlarinda (pH 3—
4.5) pozitif yiik kazanarak, negatif yiiklii olan polifenollerle agregasyona girmekte, yani
flok olusturmaktadir. Bu floklar c¢okelirken, diger bulaniklik yapan unsurlar1 da
beraberinde asagi dogru siiriiklemekte ve bdoylece durultma islemi gergeklesmektedir
(Cemeroglu ve Karadeniz 2004). Oszmianski ve Wojdylo (2007) tarafindan yapilan
calismada, jelatin ve bentonitin; klorojenik asit gibi kii¢iik molekiil agirligina sahip
polifenoller tizerine, molekiil agirlig1 yiiksek diger polifenollere goére daha az etkili
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, elma sularinin jelatin ve bentonitle durultulmasi
sonrasinda klorojenik asit miktarinda, sirasiyla % 9 ve % 10 azalma meydana gelirken;
toplam polifenol miktarinda, sirastyla % 27 ve % 16 diizeyinde azalma saptandigi ifade
edilmektedir. Yapilan ¢aligsmalar; ¢ileklerdeki basat polifenoliin ellajik asit oldugunu ve
yiikksek molekiil agirligina sahip olan kondense taninleri icermedigini bildirmektedir
(Seeram vd. 2006). Bu nedenle, jelatin ve bentonitle durultma sonrasinda ¢ilek sularinin

toplam polifenol miktarinda 6nemli diizeyde bir degisim saptanmadig diistiniilmektedir.

4.1.3 Cilek sularinin askorbik asit miktarlari iizerine iiretim asamalarinin etkisi

Cilek suyu iiretim agamalarindan alinan 6rneklerde askorbik asit tayini yapilmis olup,
sonuclar cizelge 4.3’te verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, askorbik asit miktarinda
enzimasyon sonunda % 23.5, durultma sonrasinda ise % 30.7 oraninda azalma meydana
gelmistir. Benzer bir calismada da; cileklerin meyve suyuna islenmesi sirasinda

askorbik asit miktarlarinda azalma meydana geldigi bildirilmistir (Klopotek vd. 2005).

Cizelge 4.3 Cilek suyu iiretim asamalarinda askorbik asit miktarlarindaki degisimler

Uretim asamalar1 Askorbik asit (mg/L)
Presleme 375
Enzimasyon 287
Durultma 199

Bilindigi gibi, askorbik asit; c¢esitli faktorlerden kolaylikla etkilenerek oksidasyona

ugramaktadir. Ozellikle oksijen, oksijen esliginde uzun siireli 1sitma ve 1s1k; askorbik
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asidin pargalanmasina neden olan baslica etmenlerdir (Cemeroglu ve Karadeniz 2004).
Calismamizda kullanilan ¢ilek suyu Orneklerine enzimasyon islemi Oncesinde
uygulanan 6n 1sitma isleminin ve enzimasyon isleminin 45°C’de gergeklestirilmesinin
askorbik asidin pargalanmasina neden oldugu disiiniilmektedir. Bununla birlikte;
atmosferik oksijenin de askorbik asidin enzimatik olmayan oksidasyonuna neden
oldugu ve bu reaksiyon sonucunda olusan hidrojen peroksidin de askorbik asidin
pargalanmasini hizlandirdig:r sanilmaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz 2004). Ayrica;
askorbik asit enzimatik yolla da pargalanmaktadir. Askorbik asit oksidaz enzimi basta
olmak iizere, fenol oksidaz, sitokrom oksidaz ve peroksidaz gibi enzimler de askorbik
asidin par¢alanmasini katalize eden enzimlerdir (Cemeroglu ve Karadeniz 2004).
Durultma islemi sonrasinda askorbik asit miktarinda meydana gelen azalmanin ise;
polifenoller ile jelatin arasinda olusan flokla birlikte ¢ilek suyundan askorbik asidin

uzaklagmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

4.1.4 Cilek suyu iiretim asamalarinda antioksidan aktivitedeki degisimler ile
polifenol ve askorbik asit miktarlarindaki degisimin antioksidan aktiviteyle
iligkisi

Cilek suyu iiretim asamalarindan alinan 6rneklerde antioksidan aktivite tayini yapilmisg
olup, sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, antioksidan
aktivitede onemli bir degisimin olmadigi saptanmistir (p > 0.01). Benzer bir ¢alismada
da, cilek suyu iiretim asamalarinin (presleme, enzimasyon ve piire liretimi) antioksidan

aktiviteye 6nemli diizeyde bir etkisinin olmadig: bildirilmistir (Hartman vd. 2008).

Cizelge 4.4 Cilek suyu iiretim agsamalarinda antioksidan aktivitedeki degisimler

Uretim asamalar Antioksidan aktivite (LM troloks/pL ¢ilek suyu)
Presleme 18.32
Enzimasyon 18.63
Durultma 19.07
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Elde edilen sonuclara gore, ¢ilek suyu iiretim asamalarinda antioksidan aktivitedeki
degisimin hem polifenollerlerin degisimi (r = 0.961) (Sekil 4.4) hem de askobik asidin
degisimi (r = — 0.99) (Sekil 4.5) ile ilgili oldugu saptanmistir. Calismamiza benzer
sekilde; Alonso vd. (2002) tarafindan yapilan c¢alismada, tiziim polifenolleri ile
antioksidan aktivite arasinda kuvvetli korelasyon oldugu (r = 0.90); Patras vd. (2009)
tarafindan yapilan ¢alismada ise; askorbik asit miktari ile antioksidan aktivite arasinda

giicli bir iliski oldugu (r = 0.81) bildirilmistir.
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Sekil 4.4 Antioksidan aktivite ile toplam polifenol miktar1 arasindaki iliski
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Sekil 4.5 Antioksidan aktivite ile askorbik asit miktar1 arasindaki iligki
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4.2 Farkh Sicakhklarda Depolama Siiresince Cilek Suyu Konsantresinin Incelenen
Ozelliklerindeki Degisimler

4.2.1 Farkh sicakliklarda depolama siiresince cilek suyu konsantresinin briks, pH
ve titrasyon asitligindeki degisimler

Cilek suyu konsantresinin farkli sicakliklarda depolanmasi siiresince; briks, pH ve
titrasyon asitligi gibi bazi nitelikleri belirlenmis ve sonuglar cizelge 4.5’te verilmistir.
Cizelge 4.5’te goriildiigii tlizere, farkli sicakliklarda depolanan c¢ilek suyu
konsantrelerinin brix degerlerinde herhangi bir degisim olmamistir. Buna karsin pH
degerlerinde smurli diizeyde bir artis, titrasyon asitliginde ise yine smirli diizeyde bir
azalig goriilmistiir. Ancak istatistiki olarak; farkli depolama sicakliklarinin briks, pH ve

titrasyon asitligi lizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 saptanmustir (p > 0.01).

Cizelge 4.5 Farkli sicakliklarda depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinin briks, pH ve
titrasyon asitligindeki degisimler

Sicaklik Siire Briks Titrasyon asitligi*
CC) (Giin) (%) P (9/100 g)

0 68.12 3.48 1.18

4 50 68.44 3.49 1.16
250 68.24 3.51 1.15

275 68.33 351 1.15

0 68.12 3.48 1.18

10 50 68.08 3.50 1.16
250 68.18 351 1.12

275 68.26 3.51 1.05

20 0 68.12 3.48 1.18
50 68.40 3.50 1.16

*susuz sitrik asit cinsinden

4.2.2 Farkh sicakliklarda depolama siiresince ¢ilek suyu konsantresinin toplam
polifenol miktarindaki degisimler

Farkli depolama sicakliklarinda, c¢ilek suyu konsantrelerinin toplam polifenol

miktarindaki azalmaya iliskin veriler sekil 4.6’da verilen grafikte gdsterilmistir.
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Sekil 4.6 Cilek suyu konsantresinin farkli sicakliklarda depolanmasi
stiresince toplam polifenol miktarindaki azalmalar

Cilek suyu konsantrelerindeki polifenollerin depolama sicakligi ve siiresine bagli olarak
farkli diizeylerde parcalandigi belirlenmistir. Cilek suyu konsantrelerindeki toplam
polifenol miktarinin 4°C’de 275 giin depolama sonunda % 13.5, 10°C’de 275 giin
depolama sonunda % 24.4 ve 20°C’de 50 giin depolanmasi sonunda % 9.5 oraninda
azaldig1 saptanmistir. Bu ¢aligmada uygulanan 3 farkli depolama sicakliginin askorbik
asit kaybina etkisi Sekil 4.6’da verilen grafik egilimlerinden de kolaylikla goriilebilir.
20°C’de depolanan c¢ilek suyu konsantrelerinde 10°C’de depolanan c¢ilek suyu
konsantrelerine gore 2.3 kat daha hizli bir askorbik asit kaybi goriilmektedir. Bu
durumu daha 1yi agiklayabilmek icin 4°C, 10°C ve 20°C sicakliklarda 50 giin depolama
sonunda, ¢ilek suyu konsantrelerindeki toplam polifenol miktarlarinin yiizde azalma

oranlar sekil 4.7°de verilen histogramda gosterilmistir.
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Sekil 4.7 Cilek suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi
stiresince toplam polifenol miktarlarindaki degisimler

Sekil 4.7°de goriildiigii gibi, ¢ilek suyu konsantrelerinin 50 giin depolanmasi sonunda
toplam polifenol miktarlarinda, 4°C’de % 3, 10°C’de % 8 ve 20°C’de % 9.5 diizeyinde
azalma saptanmistir. Sekil 4.6’da, toplam polifenol miktarlar1 herhangi bir
transformasyon islemi yapilmadan dogrudan 10 tabanina gore diizenlenmis yari-
logaritmik bir grafik kagidinin logaritmik dlgekli “y” eksenine, siireler ise aritmetik
Olcekli “x” eksenine iglenerek dogrusal egriler elde edilmistir. Bu durum, ¢ilek suyu
konsantrelerinin 4°C, 10°C ve 20°C sicakliklarda depolanmasi stiresince, polifenollerin

degradasyonunun birinci derece kinetik modele uygun olarak gelistigini gostermektedir.

Literatiirde polifenollerin degredasyonuna iliskin ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin,
elma suyunun 4°-20°C’de 35 giin depolanmasinda (Van Der Sluis vd. 2005), ananas
suyunun 5°—45°C sitilmasinda (Zheng ve Lu 2011), acai meyvesinin 4°-20°C’de 30
giin boyunca depolanmasi siiresince (Pacheco-Palencia vd. 2007) polifenollerin birinci
dereceden kinetik modele gore parcalandigi bildirilmistir. Ayrica, polifenollerin bir alt
grubu olan antosiyaninlerin pargalanmasi da yine birinci dereceden kinetik modelle
tanimlanmustir (Isik 1993, Asefi 1995, Kirca vd. 2007, Turfan 2008).
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Cilek suyu konsantrelerinin 4°C, 10°C ve 20°C’lerde depolanmasi sonucunda
polifenollerin pargalanmasina iliskin reaksiyon hiz sabitleri (k) sekil 4.6’dan elde edilen
egrilerin egilimlerinin “2.303” degeri ile ¢arpilmasiyla hesaplanmistir. Bu par¢alanmaya
iliskin kinetik katsayilar, ¢izelge 4.6’da verilmistir. Kinetik veriler incelenince,
beklenildigi gibi depolama sicakligi yiikseldik¢e biitiin orneklerde polifenollerin
pargalanma hizlarinin da arttigi goriilmektedir. Ornegin, ¢ilek suyu konsantrelerinde,
yarilanma siiresi (tyz), 4°C’de 1505 giin oldugu halde, depolama sicakligi 10°C’ye
yiikselince bu stire 752 giine ve 20°C’ye yiikselince ise 334 giine diismiistiir.

Cizelge 4.6 Cilek suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi sirasinda
polifenollerin par¢alanmasina iliskin kinetik parametreler

Scaklik Kk x 10° ts Quo (4°-20°C) E,
(°C) (l/gun) (glin) 4°-10°C 10°—-20°C (k\]/mOI)
4 0.46 (0.9969)* 1505
10 092(0.9887) 752 031 5 o5 141
20 2.07 (1.0000) 334

* Parantez igindeki deger determinasyon katsayidir (R?).

Cilek suyu konsantrelerinde depolama siiresince toplam polifenol kaybinin sicakliga
bagliligimin saptanmasi amaciyla; aktivasyon enerjisi (E;) ve Qi degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 4.6). Arrhenius grafiginin olusumuna iligkin veriler Cizelge
4.7°de, Arrhenius grafigi ise, Sekil 4.8’de verilmistir. 4°C-20°C arasinda, ¢ilek suyu
konsantrelerinde polifenollerin par¢alanmasina iliskin aktivasyon enerjisi degeri (Ey),

141 kJ/mol olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6).
4°-20°C arasinda hesaplanan yiiksek E; ve Qi degerleri, cilek suyu konsantrelerinde

askorbik asidin pargalanma hizinin sicakliga bagli oldugunu ve bu reaksiyonun sicaklik

artiglaria duyarli oldugunu goéstermistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.7 Cilek suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi siiresince
toplam polifenol miktarindaki azalmaya iligkin Arrhenius grafigi icin
gerekli veriler

Sicaklik 1T x10° k -
—In
(°C) (K) (K) (1/giin)
4 277 3.61 0.0002 (0.9969) 8.5172
10 283 3.53 0.0004 (0.9887) 7.8240
20 293 3.41 0.0009 (1.000) 7.0131
6,5
7,0 - y =-7.5484x + 18.777 R2=0.9931
_7,5 _
4
= 8,0 -
85 -
‘9,0 T T T T
34 3,45 35 3,55 36 3,65

1T x 103 (K)

Sekil 4.8 Cilek suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolananmasi siiresince
toplam polifenol miktarindaki degisime iligkin Arrhenius grafigi

Cilek suyu konsantrelerinin toplam polifenol miktarlar1 i¢in yapilan varyans analizi
sonuclar1 (Cizelge 4.8) “sicaklik x stire” ikili interaksiyonunun istastistik olarak énemli
oldugunu gostermistir (p<0.01). Bu nedenle elde edilen verilere Duncan c¢oklu
karsilastirma testi uygulanmistir. ikili interaksiyon 6nemli oldugu icin sicaklik ve
siirelerin esas etkilerini incelemeye gerek duyulmanustir. Ikili interaksiyonunun énemli
oldugunu yani, ¢ilek suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi sirasindaki

farkin depolama siireleri ile degistigini ifade etmektedir. Duncan testi sonuclar (EK 1;
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Cizelge 1, 2 ve 3), cilek suyu konsantrelerinin toplam polifenol miktar1 iizerine

depolama sicakliklarinin ve siirelerinin dnemli etkisi oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.8 Cilek suyu konsantrelerinin toplam polifenol miktarindaki azaliga iliskin
varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynag: S;rbestli_k Kareler Kareler F P
erecesi toplami ortalamasi

Sicaklik 1 2830857 2830857 149.27 0.000*
Siire 3 16386465 5462155 288.02 0.000
Sicaklik x Siire 3 1301802 433934 22.88  0.000
Hata 8 151715 18964
Genel toplam 15 20670839

*p<0.01

4.2.3 Farkh sicakliklarda depolama siiresince c¢ilek suyu konsantresinin askorbik
asit miktarindaki degisimler

Farkli depolama sicakliklarinda, ¢ilek suyu konsantrelerinin askorbik asit
miktarlarindaki azalmaya iliskin veriler sekil 4.9°da verilen grafikte gosterilmistir. Cilek
suyu konsantrelerindeki askorbik asit miktarlar1 depolama sicakligi ve siiresine bagl
olarak pargalandig1 belirlenmistir. Cilek suyu konsantrelerindeki askorbik asit
miktarinin 4°C’de 275 gilin depolama sonunda % 33, 10°C’de 275 giin depolama
sonunda % 58 ve 20°C’de 50 giin depolanmasi sonunda % 31 oraninda azaldigi
saptanmistir. 20°C’de depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinde 10°C’de depolanan ¢ilek
suyu konsantrelerine gore 14 kat daha hizli bir askorbik asit kaybi goriilmektedir. Bu
calismada uygulanan 3 farkli depolama sicakliginin askorbik asit kaybina etkisi Sekil
4.9’da verilen grafik egilimlerinden kolaylikla goriilebilir. Bu durumu daha iyi
aciklayabilmek i¢in 4°C, 10°C ve 20°C sicakliklarda 50 giin depolama sonunda, ¢ilek
suyu konsantrelerindeki askorbik asit miktarlarinin yiizde azalma oranlar1 Sekil 4.10°da

verilen histogramda verilmistir.
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Sekil 4.9 Cilek suyu konsantresinin farkli sicakliklarda depolanmasi
stiresince askorbik asit miktarindaki azalmalar

Sekil 4.10°da goriildiigii gibi, ¢ilek suyu konsantrelerinin 50 giin depolanmasi sonunda
askorbik asit miktarlarinda, 4°C’de %14, 10°C’de %25 ve 20°C’de %31 diizeyinde
azalma saptanmistir. Sekil 4.9°da, askorbik asit miktarlar1 herhangi bir transformasyon
islemi yapilmadan dogrudan 10 tabanina gore diizenlenmis yari-logaritmik bir grafik
kagidinin logaritmik 6lgekli “y” eksenine, siireler ise aritmetik Ol¢ekli “x” eksenine
islenerek dogrusal egriler elde edilmistir. Bu durum, ¢ilek suyu konsantrelerinin 4°C,
10°C ve 20°C sicakliklarda depolanmasi siiresince, askorbik asit degradasyonunun
birinci derece kinetik modele uygun olarak gelistigini gostermektedir. Literatiirde birgok
uriinde askorbik asit parcalanmasinin birinci dereceden kinetik modelle tanimlandig:
goriilmektedir. Bu durum, greyfurtun 20°-92°C’de (Alvarado ve Viteri 1989), greyfurt
suyunun 60°-91°C’de (Saguy vd. 1978) ve limonun 20°-92°C’de (Alvarado ve Viteri
1989) sitilmasinda gosterilmis; ayrica, portakal suyunun 10°C (Tiwari vd. 2009)
sicaklikta depolama siiresince askorbik asidin pargalanmasinin da birinci derece kinetik

modele uygun olarak gelistigi belirtilmistir.
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Sekil 4.10 Farkli sicakliklarda 50 giin siireyle depolanan ¢ilek
suyu konsantrelerinde askorbik asit miktarindaki azalmalar

Derossi vd. (2010); 5°C, 10°C ve 25°C’de 7 giin depolanan ¢ilek sularindaki askorbik
asit degisimini inceledigi ¢alismasinda; askorbik asit diizeyinin; 25°C’de % 90, 10°C’de
% 34 ve 5°C’de ise % 20 oraninda azaldigin1 saptamigtir. Calismamizda ise, daha uzun
siirede daha az askorbik asit kayb1 meydana gelmistir. Bunun sebebi, birinci derece
reaksiyonlarin hizi, reaktan konsantrasyonu ile orantili olarak degismektedir. Yani,
substrat konsantrasyonu arttik¢a reaksiyon hizi da artmaktadir. Calismamizda kullanilan
cilek suyu Orneklerinin askorbik asit miktar1 Derossi vd. (2010) tarafindan yapilan
calismada kullanilan ¢ilek suyu orneklerinden 1.7 kat kadar daha fazla askorbik asit
icermektedir. Bilindigi lizere, askorbik asit miktari ¢ilegin c¢esidine, hasat zamanina gore
degismektedir. Ayni ¢esidin farkli hasat zamanlarinda hasat edilmesi bile askorbik asit

miktarinit son derece etkilemektedir.

Cilek suyu konsantrelerinin 4°C, 10°C ve 20°C’lerde depolanmasi sonucunda askorbik
asidin parcalanmasina iligskin reaksiyon hiz sabitleri (k) sekil 4.9’dan elde edilen
egrilerin egilimlerinin “2.303” degeri ile ¢arpilmasiyla hesaplanmistir. Bu par¢alanmaya

iliskin kinetik katsayilar, cizelge 4.9’da verilmistir. Kinetik veriler incelenince,
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beklenildigi gibi depolama sicakligi yiikseldikge biitiin orneklerde askorbik asit
pargalanma hizlarinin da arttigi goriilmektedir. Ornegin, ¢ilek suyu konsantrelerinde,
yartlanma siiresi (typ). 4°C’de 603 giin oldugu halde, depolama sicakligi 10°C’ye
yiikselince bu stire 274 giine ve 20°C’ye yiikselince ise 23 giine diismiistiir.

Cizelge 4.9 Cilek suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi sirasinda
askorbik asit pargalanmasina iligkin kinetik parametreler

Sicaklik kx 103 tus Qio (4°-20°C) E,
(°C) (giin™) (€in)  4o_j0cc 10°_20cc  (KI/mol)
4 1.15(0.8014)* 603
10 2.53 (0.9360) 274 1.69 12.11 164
20 30.63 (0.9794) 23

* Parantez igindeki deger determinasyon katsayidir (R?).

Cilek suyu konsantrelerinde depolama siiresince askorbik asit kaybinin sicakliga
bagliliginin saptanmasi amaciyla; aktivasyon enerjisi (E,) ve Qo degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 4.9). Arrhenius grafiginin olusumuna iliskin veriler Cizelge
4.10°da, Arrhenius grafigi ise, Sekil 4.11°de verilmistir. 4°-20°C arasinda, ¢ilek suyu
konsantrelerinde askorbik asit par¢alanmasina iligkin aktivasyon enerjisi deger (Eg), 164

kJ/mol olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.9).

4°-20°C arasinda hesaplanan yiiksek E; ve Qig degerleri, ¢ilek suyu konsantrelerinde
askorbik asidin par¢alanma hizinin sicakliga bagli oldugunu ve bu reaksiyonun sicaklik

artiglarina duyarl oldugunu gostermistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.10 Cilek suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi siiresince
askorbik asit miktarindaki azalmaya iliskin Arrhenius grafigi i¢in gerekli

veriler
Sicaklik 1T x 10-° k ik
(°C) (K) (K) (1/giin)
4 277 3.61 0.0005 (0.8014) 7.6009
10 283 3.53 0.0011 (0.9360) 6.8124
20 293 3.41 0.0133 (0.9794) 4.3200
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Sekil 4.11 Cilek suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolananmasi siiresince
askorbik asit miktarindaki degisime iliskin Arrhenius grafigi

4°C, 10°C ve 20°C’de depolanan cilek suyu konsantrelerinin askorbik asit miktarlari
icin yapilan varyans analiz sonuglar1 (Cizelge 4.11, Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13),
depolama siiresinin askorbik asit miktari iizerine 6nemli etkisinin oldugunu gostermistir
(p<0.01). Bu verilere Duncan coklu karsilastirma testi uygulanmistir. Duncan testi
sonuglarina gore (EK 1; Cizelge 4, 5 ve 6); 4°C, 10°C ve 20°C sicakliklarda depolanan
cilek suyu konsantrelerinin depolama siiresine bagli olarak, askorbik asit miktarlar

arasindaki farklarin istatistiki olarak dnemli oldugu saptanmistir (p < 0.01)

Cizelge 4.11 Cilek suyu konsantrelerinin 4°C’de depolanmasi siiresince askorbik asit
miktarindaki azalmaya iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynag: Sg,‘rbestli_k Kareler Kareler F P
erecesi toplami ortalamast

Siire 3 227227 75742 116.07 0.000*

Hata 4 2610 653

Genel toplam 7 229838

* p<0.01
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Cizelge 4.12 Cilek suyu konsantrelerinin 10°C’de depolanmasi siiresince askorbik asit
miktarindaki azalmaya iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynag! Serbestli_k Kareler Kareler P
derecesi toplami ortalamasi
Siire 3 797317 265772 32407.42 0.000*
Hata 4 33 8
Genel toplam 7 797350
*:p<0.01

Cizelge 4.13 Cilek suyu konsantrelerinin 20°C’de depolanmasi siiresince askorbik asit
miktarindaki azalmaya iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynag: Sderbestli_k Kareler Kareler P
erecesi toplami1 ortalamast
Siire 1 201601 201601 2488.90 0.000*
Hata 2 162 81
Genel toplam 3 201763
*: p<0.01

4.2.4 Cilek suyu konsantresinin farkh sicakhklarda depolanmasi siiresince
antioksidan aktitedeki degisimler ile polifenol ve askorbik asidin antioksidan
aktiviteyle iliskisi

Cilek suyu konsantresi orneklerinin 4°C, 10°C ve 20°C sicakliklarda depolanmasi
boyunca antioksidan aktivitede meydana gelen degisimler Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve
Sekil 4.14°de verilen histogram grafiklerde gosterilmistir. Sekil 4.13, 4.14 ve 4.15°de de
goriildiigii iizere, ¢ilek suyu konsantrelerinin farkli sicakliklarda depolanmasi sonucu

antioksidan aktivitede bir miktar azalig saptanmistir.
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Sekil 4.13 Cilek suyu konsantrelerinin 10°C’de depolanmasi siiresince
antioksidan aktivite diizeyindeki degisimler
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Sekil 4.14 Cilek suyu konsantrelerinin 20°C’de depolanmasi siiresince
antioksidan aktivite diizeyindeki degisimler

4°C’de 275 giin boyunca depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinde % 18, 10°C’de 275 giin
boyunca depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinde % 19.6 ve 20°C’de 50 giin boyunca
depolanan cilek suyu konsantrelerinde ise, % 21.8 oranin antioksidan aktivitede azalma
meydana geldigi saptanmustir. Literatiirde antioksidan aktivitenin sicaklik ve depolama
siiresine bagl olarak degistigine iliskin bircok calisma mevcuttur. Ornegin, Ayala-
Zavala vd. (2004), 12 giin depolama sonunda ¢ileklerin antioksidan aktivitesinde;
0°C’de 6nemli bir degisiklik olmazken (% 1), 5°C (% 42) ve 10°C’de (1.8 kat) artig
oldugunu belirtmistir. Benzer sekilde, Senga Sengana, Elkat ve Kent cilek ¢esitlerinden
iretilen meyve sularmin 30°C’de 6 aylik depolama sonundaki antioksidan

aktivitelerinin de sirasiyla % 33, % 27 ve % 25 oraninda azaldigi bildirilmistir
(Oszmianski ve Wojdylo 2009).

4°C, 10°C ve 20°C’de depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinin antioksidan aktivite
miktarlari i¢in yapilan varyans analiz sonuglari (Cizelge 4.14, Cizelge 4.15 ve Cizelge
4.16), depolama siiresinin antioksidan aktivite miktar1 ilizerine Onemli etkisinin
oldugunu gostermistir (p < 0.01). Bu verilere Duncan coklu karsilastirma testi
uygulanmistir. Duncan testi sonuglarina gore (EK 1; Cizelge 7, 8 ve 9); 4°C, 10°C ve

20°C sicakliklarda depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinin depolama siiresine bagl
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olarak, antioksidan aktivite miktarlar1 arasindaki farklarin istatistiki olarak Onemli

oldugu saptanmistir (p < 0.01)

Cizelge 4.14 Cilek suyu konsantrelerinin 4°C’de depolanmasi siiresince antioksidan
aktivite miktarindaki azalmaya iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynag! Serbestli_k Kareler Kareler P
derecesi toplami ortalamasi
Siire 3 1011.26 337.09 5314.65 0.000*
Hata 4 0.25 0.06
Genel toplam 7 1011.52
*:p<0.01

Cizelge 4.15 Cilek suyu konsantrelerinin 10°C’de depolanmasi siiresince antioksidan
aktivite miktarindaki azalmaya iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynag: Sderbestli_k Kareler Kareler P
erecesi toplami ortalamasi
Siire 3 1172.33 390.78 3687.83 0.000*
Hata 4 0.42 0.16
Genel toplam 7 1172.75
*: p<0.01

Cizelge 4.16 Cilek suyu konsantrelerinin 20°C’de depolanmasi siiresince antioksidan
aktivite miktarindaki azalmaya iliskin varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon kaynag: Sc?rbestl i_k Kareler Kareler P
erecesl toplam1 ortalamasi
Siire 1 475.49 475.49 5067.73 0.000*
Hata 2 0.19 0.09
Genel toplam 3 475.68
*:p<0.01

Sekil 4.15 ve sekil 4.16’da ¢ilek suyu konsantrelerinin farkli depolama sicakliklarinda

antioksidan aktivite ile polifenoller ve askorbik asit arasindaki iliski gosterilmistir.
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Sekil 4.16 Farkli sicakliklarda depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinin
askorbik asit miktar1 ile antioksidan aktivite arasindaki iliski
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Sekil 4.15°de goriildiigli iizere, 4°C ve 10°C sicakliklarda depolanan ¢ilek suyu
konsantrelerinin toplam polifenol miktar: ile antioksidan aktivite arasinda iligski oldugu
saptanmistir (4°C: r = 0.92, 10°C: r = 0.956). Arastirmamiza benzer olarak, ORAC
metodu ile yiiritilen bir ¢alismada da; ¢ilegin antioksidan aktivitesinin 20 umol
Troloks/g ornek oldugu; bu aktivite ile polifenoller (r = 0.83) ve antosiyaninler (r =
0.90) arasinda giiclii bir korelasyon oldugu bildirilmistir (Kalt vd. 1999). Sekil 4.16’da
goruldiigli iizere, 4°C ve 10°C sicakliklarda depolanan ¢ilek suyu konsantrelerinin
askorbik miktar1 ile antioksidan aktivite arasinda da ¢ok onemli diizeyde bir iliski

oldugu saptanmistir (4°C: r =0.914, 10°C: r = 0.971).
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5. SONUC ve ONERILER

Aragtirmada elde edilen baslica sonuglar, asagida maddeler halinde sunulmustur.

1-

Cilek suyu {retim agamalarmin toplam polifenol miktar1 ve antioksidan

aktiviteye etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Cilek suyu iiretim asamalarinin, beklendigi gibi askorbik asit miktarinda 6nemli

diizeyde degisiklige neden oldugu belirlenmistir.

Cilek suyu iiretim asamalarinin, briks, pH ve titrasyon asitligi iizerine 6nemli bir

etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Depolama siiresince, ¢ilek suyu konsantresi polifenollerinin ve askorbik asidin
pargcalanmasinin literatiirdeki verilere uygun olarak birinci derece kinetik
modelle tanimlanabilecegi saptanmustir. ty, degerlerinin sicaklik yiikseldikce
azalmasi, polifenol ve askorbik asit stabilitesinin sicaklik artisina bagli olarak

azaldigini gostermektedir.

Depolama sicakliginin artigina paralel olarak, polifenol ve askorbik asit kaybinin
arttigr belirlenmistir. Beklendigi gibi, gerek polifenol gerekse askorbik asit
miktarlarinda en fazla kayip 20°C’de depolanan konsantre orneklerinde
gerceklesirken, en az kayip ise, 4°C’de depolanan orneklerde gerceklesmistir.
Elde edilen sonugclar, ¢ilek suyu konsantresinin en fazla 4°C’de depolanmasinin

daha uygun olacagini gostermektedir.

Toplam polifenol ve askorbik asit miktarlarinin azalismma bagli olarak,
antioksidan aktivitede de azalma meydana gelmistir. Antioksidan aktivitenin

¢ogu polifenollerden kaynaklanmistir.

Sonu¢ olarak, hem toplam polifenol hem de askorbik asit kaybini en aza
indirmek icin, ¢ilek suyu konsantrelerinin diisiik sicakliklarda (<4°C) muhafaza

edilmesi Onerilmektedir.
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EK 1 : Duncan Coklu Karsilastirma Testi Sonuclari

Cizelge 1 Cilek suyu konsantresinin 4°C’de depolanmasi siiresince toplam polifenol
miktarindaki® degisimin Duncan testi ile karsilastirilmasi

Siire (giin) Cilek suyu konsantresi
0 12891+179A*
50 12525+141A
250 11398+9B
275 11154+130B

! Toplam polifenol miktari, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01)

Cizelge 2 Cilek suyu konsantresinin 10°C’de depolanmas: siiresince toplam polifenol
miktarindaki® degisimin Duncan testi ile karsilastiriimasi

Siire (giin) Cilek suyu konsantresi
0 12891+179A%*
50 11890+189A
250 10074+38B
275 9749+118B

! Toplam polifenol miktar1, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Degisik harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01)

Cizelge 3 Cilek suyu konsantresinin 20°C’de depolanmas: siiresince toplam polifenol
miktarindaki® degisimin Duncan testi ile karsilastirilmasi

Siire (giin) Cilek suyu konsantresi
0 12891+179A%*
50 11669+28B

! Toplam polifenol miktar1, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir
* Degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.01)

Cizelge 4 Cilek suyu konsantresinin 4°C’de depolanmas1 siiresince askorbik asit
miktarindaki® degisimin Duncan testi ile karsilastirilmasi

Stire (giin) Cilek suyu konsantresi
0 1429+0A*
50 1228+51B
250 1144+6B
275 960+3C

! Toplam polifenol miktar1, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01)
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Cizelge 5 Cilek suyu konsantresinin 10°C’de depolanmasi siiresince askorbik asit
miktarindaki’ degisimin Duncan testi ile karsilastirilmast

Stire (giin) Cilek suyu konsantresi
0 1429+0A*
50 1078+4B
250 768+4C
275 602+3D

! Toplam polifenol miktari, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.01)

Cizelge 6 Cilek suyu konsantresinin 20°C’de depolanmasi siiresince askorbik asit
miktarindaki’ degisimin Duncan testi ile karsilastirilmast

Siire (giin) Cilek suyu konsantresi
0 1429+0A*
50 980+13B

! Toplam polifenol miktari, aritmetik ortalama-+standart hata olarak verilmistir.
* Degisik harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.01)

Cizelge 7 Cilek suyu konsantresinin 4°C’de depolanmasi siiresince antioksidan aktivite
miktarindaki® degisimin Duncan testi ile karsilastirilmast

Stire (giin) Cilek suyu konsantresi
0 151+0.4A%*
50 134+0.2B
250 123+0.1C
275 123+0.2C

! Toplam polifenol miktari, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01)

Cizelge 8 Cilek suyu konsantresinin 10°C’de depolanmasi siiresince antioksidan aktivite
miktarindaki® degisimin Duncan testi ile karsilastirilmast

Siire (giin) Cilek suyu konsantresi
0 151+0.4A%*
50 133+0.4B
250 122+0.1C
275 122+0.2C

! Toplam polifenol miktar1, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Degisik harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (p<0.01)
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Cizelge 9 Cilek suyu konsantresinin 20°C’de depolanmasi siiresince antioksidan aktivite
miktarindaki’ degisimin Duncan testi ile karsilastirilmast

Stire (giin) Cilek suyu konsantresi
0 151+£0.4A%*
50 129+0.1B

! Toplam polifenol miktar1, aritmetik ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01)
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EK 2 : Cilek Suyu Konsantresi Askorbik Asit HPLC Kromotogramlari
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Sekil 1 Cilek suyu konsantrelesi askorbik asit HPLC kromatogramlari
A. Askorbik asit baslangi¢c kromatogrami
B. Presleme ¢ikis1 askorbik asit kromatogrami
C. Durultma sonrasi askorbik asit kromatogrami
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