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Bu c¢alisma kapsaminda meyve suyu atigt olan visne posasindan fenolik madde
ekstraksiyonunun optimizasyonu c¢aligmast yapilmis; ekstraksiyon sicakliginin, ¢oziici
konsantrasyonunun ve ¢dziicii oranmimn toplam fenolik madde miktarina, toplam antosiyanin
miktarma ve antioksidan kapasitesine etkileri incelenmistir. Zamana bagli olarak fenolik madde
gegisi incelenerek bir kinetik ¢aligma yapilmistir. En optimum ekstraksiyon kosullar1 % 48 EtOH
konsantrasyonu, 75 °C sicaklik, 11 (ml/g) ¢oziicii oran1 ve toplam fenolik madde i¢in 60 — 100
dakika; toplam antosiyanin miktari i¢in 40 — 60 dakika ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir.
Elde edilen ekstraktlarin absorbans degerleri ile ¢oziiciiye gegen fenolik madde miktar1 arasinda
dogrusal bir iligki oldugu sonucuna da varidmustir. Ayrica posada kalan fenolik maddelerin
HPLC’de tanimlamasi yapilmistir. Visne posasinda neoklorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit ve katesin renksiz fenolik bilesenler; malvidin-3,5-diglikozit, siyanidin-3,5-di-O-
glikozit, siyanidin-3-O-glikozit kloriir ve siyanidin-3-O-rutinozit kloriir antosiyaninler olarak
tespit edilmistir. HPLC analizi sonuglariyla toplam fenolik madde ve toplam antosiyanin miktar1
analizleri sonuglar1 arasinda paralellik oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen bulgulara gore
vigne posasi atiginin gida katki maddesi olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Visne Posasi, Fenolik Madde, Antosiyanin, Ekstraksiyon,
Yanit Yiizey Yontemi, HPLC
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In the context of this study, extraction optimization of phenolic compounds from sour
cherry pomace, a fruit juice byproduct, was carried out. The effects of temperature, solvent
concentration and solvent to solid ratio on total phenolic compounds, total anthocyanin content
and antioxidant activity were investigated. A kinetic study was done by observing phenolic
compound transition through solvent depending on time. The most optimum extraction conditions
were determined as 48 % EtOH concentration, 75 °C, 11 (v/m) solvent ratio and 60 — 100 minute
and 40 — 60 minute extraction periods for total phenolic compounds and total anthocyanin contents
respectively. A linear relationship was found between absorbance values and phenolic compunds
in extracts. Furthermore, phenolic compounds in sour cherry pomace were identified.
Neochlorogenic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, catechin were colorless phenolic
compounds; malvidin-3,5-diglucoside, cyanidin-3,5-di-O-glucoside, cyanidin-3-O-glucoside
chloride and cyanidin-3-O-rutinoside chloride were anthocyanins detected in sour cherry pomace.
Correlation among HPLC analyses results and total phenolic compound & total anthocyanin
content analyses results was found. According to the results, it is concluded that sour cherry
pomace is a candidate as a source of food value compounds.

KEY WORDS: Sour Cherry Pomace, Phenolic Compound, Anthocyanin, Extraction, Response
Surface Methodology, HPLC
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1. GIRiS Fatih Mehmet YILMAZ

1. GIRIS

Egitim seviyesinin artmasiyla beraber tiiketiciler tercihlerini dogal ve
saglikli gidalardan yana kullanmaya baslamislardir. Tiiketicilerin dogal gida katki
maddeleri veya bunlardan {iretilmis irlinler tercih etmesinden dolay1 fenolik
maddelerin alt grubunda yer alan antosiyaninler sentetik gida boyalarmin yerini
almaktadir (Fan ve ark., 2008). Gida endiistrisi atiklarindan antioksidan 6zellikli
irlinlerin Oziitlenmesi, atiklarin degerlendirilmesi diisiik maliyetli olmasi ve
sentetik antioksidanlarin yerini alacagindan ¢ok Onemli goriilmektedir. Atik
iriinlerden elde edilen antosiyaninlerin toksik 0Ozellik gostermemesi ve
antimutajenik olmalarmin haricinde saglia olan olas1 pozitif etkileri de
bulunmaktadir (Bridle ve Timberlake, 1996). Bu da antosiyaninlere olan ilginin

artmasina, ayrica gida atik tirtinlerinin degerlendirilmesi i¢in firsata yol acacaktir.

Fenolik maddeler bitki tiirlerine gore yapilar1 ve fizikokimyasal 6zellikleri
degisiklik gosterdiklerinden farkli polarite Ozelliklerine sahiptirler (Luthria,
2008). Ayrica fenolik maddelerin yine gidalardaki diger bilesenlerle
(karbonhidratlar, asitler, alkil gruplar) etkilesimi de farklilik gosterebilmektedir
(Mitic ve ark., 2010;). Fenolik maddelerin gidalardan ekstraksiyonunda gidanin
yapisal 6zelliklerine gore farkli parametreler etkili olmakta; dolayisiyla evrensel
bir ekstraksiyon metodu bulunmamaktadir. Bu ylizden farkli gidalardan fenolik
maddelerin ekstraksiyonu i¢in optimizasyon kosullarmin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir (Silva ve ark., 2007). Literatiirde farklh gida maddeleri i¢in en yiiksek
fenolik madde ekstraksiyon veriminin alindigi c¢ok sayida optimizasyon
calismalar1 mevcuttur; maydonoz tozu (Luthria, 2008), yer fistig1 kabugu (Ballard
ve ark., 2009), iiziim posast (Monrad ve ark., 2010; Spigno ve ark., 2007; Pinelo
ve ark., 2005), kudingcha (Sun ve ark., 2011), siyah kus iiziimiiniin kullanildig1
(Cacace ve Mazza, 2003a; Cacace ve Mazza, 2003b) arastirmalar bu

calismalardan bazilaridir.

Ulkemizin visne iiretiminde diinyada ilk siralarda yer aldig1 bilinmekte ve
yillik iiretilen vigsnenin biiyiik bir miktar1 visne suyuna islenmektedir. Visne
antosiyaninleri genel olarak meyvenin kabuk kisminda toplanmistir (Kim ve ark.,

2005). Meyve suyu iretiminde presleme islemi ile kabukta bulunan
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antosiyaninlerin belirli miktar1 meyve suyuna gecse de; yiiksek basmncin etkisiyle
kabukta bulunan bu maddeler belirli zararlar gorseler de visne suyu iiretiminde
onemli oranda posa kalmasi ve posadaki biyoaktif maddelerin Oneminin
gliniimiizde artmas1 nedeni ile posanin degerlendirilmesi biiyilk 6nem arz
etmektedir. 2010 yilinda 73 500 ton visnenin meyve suyuna islendigi ve % 10’a
yakin kabugun posa olarak ayrildig1 diistiniiliirse y1llik 610 kg’1 antosiyanin olmak
iizere 22 500 kg fenolik madde degerlendirilmeden atilmakta ya da hayvan yemi

olarak besicilere verilmektedir.

Bu c¢alismada vigne suyu iiretiminde atik olarak ayrilan visne posasindan
fenolik maddelerin eldesi i¢in uygun ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu kapsamda oncelikle visne posasi, EtOH ¢oziiciisiiniin farkl
konsantrasyonlar1 ve miktartyla birlikte farkli sicakliklarda isleme tabi tutularak
en yiksek fenolik madde miktarinin elde edildigi sartlarin belirlenmesi
hedeflenmistir. Optimizasyon c¢alismast sonuglarmin degerlendirilmesinde
gliniimiizde en fazla kullanilan programlardan olan Design Expert’ten
yararlanilmistir.  Optimum kosullarin  (EtOH c¢oziiciisiiniin - konsantrasyonu,
miktari, ekstraksiyon sicakligr) belirlenmesinin ardindan ikinci adimda, zamana
bagl olarak ¢oziicliye fenolik madde gecisi izlenmis ve kinetik calisma
yapilmistir. Son adim olarak da posada bulunan fenolik maddelerin ve

antosiyaninlerin tespiti HPLC metodu kullanilarak yapilmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Visne ve Visne Uretimi

Tirkiye, son yillardaki istatistiklere gore diinya visne iiretiminde birinci sirada
yer almakta ve diinya visne iiretiminin yaklasik % 16’sin1 karsilamaktadir (FAO,

2012).

Ulkemizde en yaygm olarak vyetistirilen iki visne cesiti Kiitahya ve
Montmorency’dir. Bunlardan Kiitahya c¢esidi gegci, yuvarlak meyveli, ¢cok iri (ort.
6.79 g), koyu morumsu-sarabi renkte, ¢cok sert, bol sulu, az lifli ve ylikek kalitelidir
(Anonim, 2011).

Vigne sagliga olumlu etki eden fenolik bilesenlerce zengin bir meyvedir.
Onemli miktarda gii¢lii antioksidan aktivite ve antiinflamatuvar ozelligi gosteren
antosiyanin icermektedir. Visnenin gida endiistrisinde kullanimi son yiizyilda artis
gostermistir (Khoo ve ark., 2011). Vignenin en énemli renk maddesi olan siyanidin-
3-O-glikozitin akciger kanser hiicresinin (NCI-H460) gelisimini 6nemli diizeyde
engelledigi ortaya konmustur (Reddy ve ark., 2005).

Tirkiye’de visne liretimi her gecen yil artmaktadir. 2005 yilinda 140 000 ton
visne meyvesi Uretilmis; 2010 yilinda ise bu rakam 195 000 tona yiikselmistir ve
visne Tiirkiye’de meyve suyuna en ¢ok islenen meyvelerden biridir. Ulkemizde
meyve suyuna islenen 6 ana meyve elma, seftali, kayisi, visne, portakal ve nardir.
Elma bu meyveler arasinda en cok islenen meyve olarak basi ¢cekmektedir (tiim
meyve cesitleri arasinda % 46 oran ile). Tirkiye’de meyve suyu sanayisinin
gelismesiyle birlikte son bes yi1lda meyve suyuna islenen vigne miktar1 % 45°e yakin
artis gostermistir. 2010 yilinda 73 500 ton visne meyve suyuna islenmis; 16 800 ton
visne konsantresi iiretilmistir. Visne suyu konsantresi elma suyu konsantresinin
ardindan Tirkiye’de en cok fiiretilen meyve suyu konsantresidir (% 61 elma suyu
konsantresi; % 17 visne suyu konsantresi) (Akdag, 2011). Visne suyu liretiminde
presleme isleminin ardindan posa (% 9 - 10), liretim hattindan ¢ekirdek (% 12 - 13)
ve sapla (% 3 - 4) birlikte ayrilmaktadir. Ayrilan bu kisimlar fabrikalarca

degerlendirilmemekte; ya atilmakta ya da hayvan yemi olarak besicilere



2. KURAMSAL TEMELLER Fatih Mehmet YILMAZ

verilmektedir (Kisisel goriisme yapilmistir, Limkon Gida San. Uretim Miih. Serkan
KARA).

2.2. Ekstraksiyon

Siv1 — kat1 ekstraksiyonu bir matriks i¢inde bulunan kati maddelerin matriksle

temas ettirilen ¢oziicliye gecmesi olay1 olarak tanimlanabilir (Corrales ve ark., 2008).

Coziict ekstraksiyonu dogal antioksidanlarn elde edilmesinde kullanilan en
yaygin yontemdir (Bazykina ve ark., 2002). Ayrica ¢oziicii ekstraksiyon metodu
fitokimyasal ekstraksiyonunda en yiliksek verim saglayan metoddur (Tsao ve Deng,

2004).

2.2.1. Etanol Coziiciisii

Etanol her ne kadar ekstraksiyon isleminde metanol, aseton gibi ¢oziiciilere
kiyasla daha az verimli ve yliksek kaynama noktasindan dolay1 uzaklastirilmasi gii¢
olsa da diger ¢oziiciilere kiyasla en az zararli ve en az toksik 6zellik géstermesi
nedeniyle gida sistemlerinde siklikla tercih edilen ¢oziiclidiir (Abou-Arab, 2011;
Gould ve ark., 2009; Nakamiya ve ark., 2003). Etanol gidalarda kullanilabilir
(Pompeu ve ark., 2009), insan tiiketimi agisindan giivenilir bir ¢oziiclidiir (Dai ve
Mumper, 2010). Etanol fermentasyon yoluyla {retildigi icin dogal olarak da

nitelendirilebilen bir ¢oziiciidiir (Dias ve ark., 2003).

2.2.2. Fitokimyasal Ekstraksiyonu

En yiiksek ekstraksiyon verimini yakalamak icin bitki materyalinin tiiriinii ve
biyoaktif bilesenlerini géz oniinde bulundurmak gerekir. Lipofilik veya hidrofilik
ozellik fitokimyasal c¢Ozlniirligiinii etkilemektedir. Coziiciiniin polaritesi de
ekstraksiyon verimini etkilemektedir. Lignanlar veya prosiyanidinler gibi bazi
bilesikler bagh veya polimerize durumdadirlar; bu ylizden ekstraksiyon dncesinde
hidroliz asamasi1 gerekebilmektedir. Ekstraksiyon islemi ekstrakte edilecek
fenoliklerin cesitlerine gore veya ekstraksiyon isleminin nitel/nicel olmasi durumuna
gore belirlenmektedir. Fenolik asitler ve glikozitler gibi polar antioksidanlar
genellikle su, alkol veya su — alkol karisimlar ile ekstrakte edilmektedirler. Bazi

flavonoidlerin aglikonlar1 ve bir¢cok karotenoidler ise susuz solventler ile ekstrakte
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edilmektedirler. Coziicliniin yliksek oranda su igermesi fenolik maddelerin

glikozitlerinin ekstraksiyonuna yardime1 olur (Tsao ve Deng, 2004).

Luthria (2008) basmnghi sivi  ekstraktor kullanarak maydanoz tozunun
ekstraksiyonuna tane biiylikligliniin, sicakligin, ¢oziicli miktarinin ve basincin
etkisini incelemis; sonug olarak da tane biiyiikliigiiniin ekstraksiyon veriminde en
onemli faktor oldugunu bildirmistir. Birgok ¢alismada tane biiylikliigiiniin etkisinin
incelenmedigi vurgusu da yapilmistir. Sicaklik artisinin toplam fenolik madde
iceriginde ¢ok dnemli degisime neden olmadigini; ancak bireysel olarak fenolikler
incelendiginde apiin ve asetil-apiin maddelerinin sicaklik artisiyla miktarlarinda artis

oldugu; malonil-apiin miktarinda ise diisiis oldugunu gostermistir.

Monrad ve ark. (2010), tiziim posasmin ekstraksiyonunda etanolun cevreye
olan etkisinin ve maliyetlerin g6z Onilinde bulunduruldugunda iiziim posasinin
antosiyaninlerinin ekstraksiyonu i¢in % 50 etanol konsantrasyonu, 80 - 120 °C

sicaklikta islem yapmanin uygun olacagi sonucuna varmiglardir.

Fenolik maddelerin ekstraksiyonunda kullanilan ¢esitli ¢oziiciiler ayni iirtinde
yapilan analizlerde farkli etkiler gosterebilmektedir. Ballard ve ark. (2009), yer fistig1
kabugunda bulunan fenoliklerin ekstraksiyon optimizasyonu ¢alismasinda ii¢ farkli
¢Oziiciiniin (etanol, metanol, su), konsantrasyonun (0, 30, 60, 90 %), sicakligm (30,
45, 60 °C) ve zamanin (10, 20, 30 dak) toplam fenolik madde ve ORAC degerine
etkisini incelemisler; ve EtOH ekstraktlarinin en yiiksek toplam fenolik madde
icerigine sahip oldugunu bunu sirasiyla MetOH ve suyun izledigini gostermisler;
ORAC degeri icin de en iyi sonucun MetOH ekstraktlarina ait oldugunu, bunu
sirastyla EtOH ve su ekstraktlarinin izledigini gostermislerdir. Toplam fenolik
maddenin maksimum oldugu optimizasyon kosulunun % 30.8 EtOH c¢oziiciisiiyle

30.9 °C sicaklik derecesi ve 12 dakika ekstraksiyon siiresi oldugunu gostermislerdir.

Ekstraksiyon asamasinda belirli miktarda asit kullanimi ekstraksiyon verimini
etkilemektedir. Diigiik konsantrasyonda HCI kullanimi1 gidanin hiicre duvarini
parcalayarak fenolik maddelerin ekstraksiyonu i¢in gerekli ortami hazirlamada
yardimci olur. HCI miktarmmim fazla kullanildigi durumlarda ise kompleks yapidaki

pigmentlerin dogal formu degisebilmektedir. Acillenmis pigmentlerin bozulmasini
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indirgemek i¢in diislik konsantrasyonlarda asit kullanim1 onerilmistir (Ersus, 2004).
Pompeu ve ark. (2009) Euterpe oleracea meyvelerinin fenolik madde ekstraksiyon
optimizasyonu ¢aligmasinda etanol konsantrasyonu ve sicaklik faktorleriyle birlikte
HCI konsantrasyonunun fenolik madde miktari, antosiyanin miktar1 ve antioksidan
kapasitesine etkisini incelemisler; sonu¢ olarak toplam fenolik madde icin 0.006
mol/L, toplam antosiyanin miktar1 i¢in 0.0065 mol/L ve antioksidan kapasitesi i¢in
de 0.0074 mol/L HCI kullaniminin ekstraksiyon i¢in optimum HCI konsantrasyonlar1

oldugunu gostermislerdir.

2.3. Fenolik Maddeler

Fenolik maddeler bitkilerde yaygin olarak bulunan sekonder (ikincil)
metabolitlerdir (Flores ve ark., 2012, Ryan ve ark., 2002) ve dogal kaynaklardan
yaklagik 8000’in iizerinde fenolik madde izole edilmistir (Luthria 2008). Antioksidan
ozellik gosteren fenolik bilesenlerin sagliga olumlu etkileri; kanser ve koroner kalp
hastaliklarin1 6nleyici etkileri nedeniyle 6nemi artmakta; tiiketiciler tarafindan yogun
ilgi gébrmekte ve sagliga kazandirdigi olumlu etkileri nedeniyle fonksiyonel gidalara
olan talebi artirmaktadir (Flores ve ark., 2012; Kahkoénen ve ark., 1999). Fenolik
maddelerin antioksidan aktiviteleri serbest radikalleri nétiirleyen ve absorbe edebilen
yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlarina dayanmaktadir (Zheng ve Wang, 2001).
Fenolik maddeler bitkilerde serbest veya bagli formda bulunurlar. Bagli formdaki
fenolik bilesenler hiicre duvar1 polimerlerine ester bagi ile bagli bulunurken, serbest
fenolik bilesenler genellikle proantosiyanidin veya flavonoidlerdir (Vichapong ve
ark., 2010). Meyve & sebzeler, bitkiler, tahillar ve diger bitkisel {iriinlerin
ekstraktlarmnin icerdigi fenolik bilesenler 6zellikle yaglarin oksidatif par¢alanmasimni
geciktirmesi 0zelligi nedeniyle gida endiistrisi tarafindan yogun ilgi gormektedir.
Oksidatif par¢alanmanm gecikmesiyle gidalarin beslenme degerlerinin arttigi ve
dolayisiyla kalite degerlerinde de artis oldugu bilinmektedir (Kahkonen ve ark.,
1999). Gidalarin igerigindeki fenolik maddeler proteinlerle kompleks olustururlar, bu
ozelligi sayesinde fenolik maddelerce zengin bitki ve ekstraktlar1 deri sanayisinde de

kullanilmaktadir (Y1ldiz ve Baysal, 2003).
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2.4. Antosiyaninler

Antosiyaninler bitkilerde ¢okca bulunan genel adi flavonoid olan fenolik
maddelerin bir smifina ait maddelerdir (Patras ve ark., 2010). Antosiyaninler
ciceklerde, meyvelerde ve yapraklarda turuncudan maviye renk veren, bitkilere
polinatorleri ¢ceken ve bitkileri abiotik ve biotik streslerden koruyan maddelerdir
(Nakayama ve ark., 2003). Antosiyaninler glikolize olmus antosiyanidinlerdir;
sekerler antosiyanidinlerin 3-hidroksil pozisyonuna (bazen flavilyum iyonunun 5
veya 7 pozisyonuna) baglandiginda antosiyanin olarak adlandirilmaktadir (McGhie
ve Walton, 2007). Bitkilerin yenilebilen kisimlarinda bulunan en yaygm bulunan

antosiyaninler; siyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunidin ve malvidin

glikozitleridir (Sass-Kiss ve ark., 2005). (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Antosiyaninlerin temel yapilar1 ve asitlendirilmis metanol igerisinde maksimum
absorbans degerleri (Stintzing ve Carle, 2004).

Antosiyanin R; R3 Rs Avis-maks(NI1)
Pelargonidin H H H 520
Siyanidin H OH H 535
Delfinidin H OH OH 546
Peonidin H OCHs3; H 532
Petunidin H OCHs3; OH 543
Malvidin H OCH; OCH; 542
Pelargonidin 3-glikozit Glc H H 516
Siyanidin 3-glikozit Glc OH H 530
Delfinidin 3-glikozit Glc OH OH 543
Peonidin 3-glikozit Glc OCHs3; H 536
Petunidin 3-glikozit Glc OCHs3; OH 546
Malvidin 3-glikozit Glc OCHs3; OCHs3; 546
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2.4.1. Antosiyanin Biyosentezi

Antosiyanin biyosentezi temel olarak fenilalanin amino asiti ile baslar.
Fenilalanin kalkon sentaz ile flavonoid izyoluna yonlendirilir. Dihidroflavonol
reduktaz (DFR) tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonlar antosiyanin ve
flavonlar i¢in substrat olusumunu tetikler. Antosiyanidin sentaz (ANS) antosiyanidin
pigmentlerinin ve siyanidin tiirevi proantosiyanidin sentezlenmesinde rol oynar.
Ardindan UDP-glukoz: flavonoid 3-O-glukoziltransferaz (UGT) veya diger
glukoziltransferazlar (GTs) antosiyaninlerin stabilitesini veya suda ¢oziiniirliiglinii
artrrmak i¢in glikolizasyon adimini katalizlerler; bu da genis spektrumda renk
degisiminin ortaya ¢ikmasina neden olur. Lokoantosiyanidin reduktaz (LAR) ve
antosiyanidin reduktaz (ANR) flavonollarin sentezi i¢in iki ayr1 izyol saglamaktadir.
Bu islem MYB, bHLH, WD40 ve diger proteinleri de iceren farkli transkripsiyon
faktorleriyle kontrol edilmektedir. Genellikle MYB, bHLH ve WD40 antosiyanin
veya proantosiyanidin biyosentezi icin etkili kompleksler olusturan kofaktorler

olarak bilinmektedir ( Sekil 2.1. ) (Chen ve ark., 2012).
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Phenylalanine
’ D Phyenylpropane pathway

[ Erythorose + 4-phosphateJ |:| Anthocyanidin core pathway
|:| Shikimate pathway
l:l Proanthocyanidin pathway

4 Coumaoy] Col EPSPS| phosphoenolpyruvate

3 Malony CoA PATDe
Narigenin chalcone + DHQS
[ shikimate 3-dr:hydmshikimatc]

o DHD/SDH
Narigenin

F3H

F3'H Gallic acid
| F3S'H :
Flavonols £13 3-OH-flavanones I Galloyliransferase?

DFR

Flavan 3-O-gallate

i

2.3-trans-2R_3S-
flavan-3-ols

Lencoanthocyaniding

~ Flavan 3-ol glycosides?

3-OH-Anthocyaniding

flavan-3ols GTs?

GTs/OMTs/ACTs GST?

Vacuole Vacuole

Sekil 2.1. Bitkilerde antosiyanin ve proantosiyanidin biyosentezinin izyolu.

Kisaltmalar: kalkon sentaz (CHS); flavanon 3-hidroksilaz (F3H); flavonoid 3’-hidroksilaz (F3°H);
flavonoid 3’°5’°-hidroksilaz (F3’5°H); dihidroflavonol 4-reduktaz (DFR); antosiyanidin sentaz (ANS);
flavonol sentaz (FLS); UDP-glukoz: flavonoid 3-O-glukoziltransferaz (GTs); antosiyanidin reduktaz
(ANR); 16koantosiyanidin reduktaz (LAR); glutatyon S-transferaz (GST); O-metiltransferaz (OMTs);
agiltransferaz (ACTs); 3-deoksi-d-arabino-heptulosonat 7-fosfat sentaz (DAHPS); 3-dehidrokinat
sentaz (DHQS); 3-dehidrokinat dehidrataz/simat 5-dehidrogenaz (DHD/SDH); simat kinaz (SK); 5-
enolpirvulsimat 3-fosfat sentaz (EPSPS); korizmat sentaz (CS).

2.4.2. Antosiyaninlerin Parcalanmasi

Meyve sebzelerde bulunan antosiyaninlerin stabilitesi pH, sicaklik,
konsantrasyon, oksijen, 1sik, enzimler, askorbik asit, sekerler, metal iyonlarinin
varlig1 ve siilfitler gibi faktorlere bagl olarak degisse de (Cavalcanti ve ark., 2011;
Bakowska-Barczak, 2005), daha cok c¢oziicii, sicaklik ve o6zellikle pH’dan

etkilenmektedir.

Antosiyaninler degisik etkilerle parcalanmaktadirlar. Sar1 renkli fenolik

bilesiklerin (flavon, flavonoller) olusumunun antosiyaninlerle muhtemelen ayni
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biyosentetik yolu izledigi ve meyve sebzelerde antosiyaninlerle bir arada bulundugu
bilinmekte; ayrica bu bilesiklerin antosiyaninlerin parcalanmasma karsi koruyucu

etki gosterdigi bilinmektedir (Ersus, 2004).

Kirca ve ark. (2007), siyah havu¢ suyunda sicakligin, pH’in ve kuru madde
degerinin antosiyanin stabilitesine etkisini incelemisler ve ti¢ faktoriin de siyah havug
antosiyanin miktarmi etkiledigini gostermislerdir. Hem depolama hem de 1s1l islem
sirasinda kuru madde degeri, pH ve sicaklik arttikca antosiyanin parcalanmasimin
arttigim1 gostermiglerdir. Sicaklik ve pH derecelerinin toplam antosiyanin miktarina
etkisinin incelendigi bagka bir ¢alismada, sicaklik ve pH derecelerindeki artisin siyah
piringte antosiyanin bozulmasini artirdigi; 6zellikle 100 °C sicaklikta ve pH 5.0’te

maksimum kayiplarmn oldugu gosterilmistir (Hou ve ark., 2011).

Shao-qian ve ark. (2011), sicakligin ve zamanin artismnin kan portakalinda
dogrusal olarak toplam antosiyanin miktarinda kayiplara neden oldugunu kinetik
olarak gdstermisler; ayrica antosiyanin miktar1 ve renk degeri (a*) arasinda iliskiden
dolay1 renk degerinin de antosiyanin kaybi1 hakkinda fikir verebilecegini ortaya

koymuslardir.

Harbourne ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada 100 °C {izerinde 1s1l islemin de
etkisini gostermek amaciyla izotermal ve non-izotermal kosullarda antosiyaninlerin
sicaklia ve zamana bagh etkisini incelemisler ve her islem icin aktivasyon enerjisi
hesaplamiglardr. UHT yontemiyle {iretilen {iiriinlerde antosiyanin bozulmasinin
incelenmesi i¢in izotermal olmayan yoOntemin kullanilmasi gerektigi sonucunu

bildirmislerdir.

2.4.2.1 pH etkisi

Sulu ¢ozeltide pH’m etkisiyle antosiyaninlerin renk verici 6zelliginin bir
dengesi gerceklesmektedir. Cok diisik pH’da denge kirmizi flavilyum katyonun
etkisindedir (AH"). pH arttik¢a hidrasyonla AH" renksiz karbinole (B) ddniismekte
ve daha ileri pH derecelerinde halka yapmin agilmasiyla kalkona (C) dontismektedir.
A’dan AH"a proton transferi ¢ok hizlidir. Flavilyum katyonu rengi aktive ettiginden
ve ayrigmaya kars1 hassasiyeti daha az oldugundan antosiyaninlerin renkleri diisiik

pH’larda (<3) en stabil haldedir (Sekil 2.2.) (Mazzaracchio ve ark., 2011).

10
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Carbinol (B) Chalcone (C)

R,.R>=H, OH or OCHj;;
R'= glycosyl; R" = H or glycosyl.

Sekil 2.2. Farkli pH derecelerinde antosiyaninlerin durumlar1 (Mazzaracchio ve ark.,
2011).

2.4.2.2. Termal bozulma

Cesitli tiirlerdeki antosiyaninlerin termal bozulmasi 1smin siddetine ve
durumuna bagl olarak ger¢eklesmektedir. Bozulma mekanizmasmin ne sekilde
gergeklestigiyle ilgili cok az sey biliniyor; ancak kimyasal yap1 ve organik asitlerin
varligr gliglii bir kanit olarak gosterilmektedir. Proses ve depolama esnasinda
sicakligm artmastyla pirilyum halkasinin agilmasi ve kalkon olusmasi bozulmanin ilk
adimi olarak yorumlanmaktadir. Diger bir yorum ise halkali eklenti olusumuna bagli
olarak seker kismimin hidrolizi ve aglikon olusumu bozulmanin ilk adimi, devaminda

ise 1smin daha da artmasiyla antosiyanin kalkon yapisina doniisiir, sonrasinda B

11
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halkasinin kaybiyla kumarin glukozit tiirevine doniisiir. Sekil 2.3. antosiyaninlerin

bozulma mekanizmasimni ve ara liriinlerin olusumunu gdstermektedir.

OH
Deglycosylation HO O:“ @ Cleavage i
0-Glu = @ > — >
OH HO
OH OH

OH
Pelargonidin-3-glucoside Pelargonidin Q@Q Protocatechuic acid
taé?e
OH
CHO
HO @ OH
Phloroglucinaldehyde

OH
OH 1
+ Deglycosylation Cleavage
HO o, @ H @ OH
e o
7
0-Glu
4-hydroxybenzoic acid
OH
Cyanidin-3-glucoside Cyanidin

Sekil 2.3. Dogada yaygin olarak bulunan iki antosiyaninin olasi bozulma
mekanizmasi (Patras ve ark., 2010).

12
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2.5. Yanit Yiizey Yontemi ( RSM )

Ekstraksiyon parametrelerinin etkisinin degerlendirilmesi birden fazla faktoriin
yer aldigr durumlarda giictiir. Optimum ekstraksiyon kosulunun iyi bir sekilde
degerlendirilmesi i¢in birden fazla faktoriin incelenmesi gereklidir. Yanit ylizey
yontemi bu sorunlarin stesinden gelmektedir; ¢iinkii bu metot bagimsiz
degiskenlerin etkilerinin, degiskenler arasindaki etkilesimlerin ve ¢esitli proseslerin
matematiksel modellemelerinin incelenmesine olanak saglamaktadir (Pompeu ve
ark., 2009; Silva ve ark., 2007) ve metot bu islemleri yaparken de deney sayisini
azaltarak sonuglarm ti¢ boyutlu, es yiikselti egrisi, kiibik gibi grafiksel ¢iktilarmi da

vermektedir.

13
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Visne Posasi

Vigne suyu iiretiminde presleme isleminin ardindan visnenin ¢ekirdek ve
sap kismiyla birlikte kabuk kismi da iiretimden atik olarak ayrilir. Presleme
isleminin ardindan ortaya ¢ikan Kiitahya ¢esidi visne atig1 (kabuk, c¢ekirdek, sap)
Limkon Gida Sanayi ve Ticaret A.S. (Adana)’den temin edilmistir. Uretim
esnasinda elde edilen atik biitiiniiyle alinmis ve naylon posetlerde 4 °C sicaklikta
laboratuvara tasinmistir. Atikta yer alan kabuk, cekirdekten ve saptan el
yordamiyla hizlica ayrilmis ve ayrilan kabuklar 50 °C etiivde kuru madde oran1 %
90+1 olana dek kurutulmustur (105 °C etiivde sabit agirliga gelene kadar
bekletilerek saptanmistir). Elde edilen kurutulmus visne posasi tane biiyiikliigiinti
kiigiiltmek; dolayisiyla ylizey alanmi artirmak i¢in hizla 6gilitme islemine tabi
tutulmustur (Polymix Culatti). Elekten gecirilerek son tane biiyiikliigi 2 mm. ve
altina getirilen kurutulmus ve 6giitiilmiis visne posasi analizlerde kullanilmak
lizere amber cam kavanozlarda analizlerin yapilacagi zamana kadar 0 °C’deki

buzdolabinda bekletilmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan EtOH SIGMA-ALDRICH Co. Ltd (Steinheim,
Almanya); Folin-Ciocalteu ayrac1 Merck (Almanya), siyanidin-3,5-di-O-glikozit
ve malvidin-3,5-diglikozit Cukurova Universitesi Gida Miihendisligi béliimiinden
ve diger tiim kimyasallar SIGMA-ALDRICH Co. Ltd (Steinheim, Almanya)

firmasindan saglanmstir.

3.2.Yontem
3.2.1. Ekstraksiyon Islemi

Ekstraksiyon iglemi 500 ml’lik amber cam siselerde ¢alkalamali inkubatérde
(Labline, ABD) gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak farkli oranlarda
saf su ile seyreltilmis etanol (Sigma 32221, Steinheim, Almanya) kullanilmistir.
Cam siselere 5’er g posa konularak ekstraksiyon ¢oziiclisiyle karistirmadan once

ekstraksiyon ¢oziiciisiiyle (% 0.01 HCI iceren) ayn1 anda ayr1 ayr1 ekstraksiyon
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sicakliginda 7-8 dakika bekletilmistir. Ekstraksiyon isleminin tamami ¢alkalamali
inkubatorde 200 rpm’de gergeklestirilmistir. Deneyin birinci basamaginda (RSM
deney dizaynina gore belirlenen) 60 dak sabit siire olarak belirlenmistir; ¢linkii 6n
denemelere gore fenolik madde gecisi bu siire zarfinda genellikle sabitlenmektedir
(Silva ve ark., 2007). Ekstraksiyon isleminin ardindan homojenat santrifiij
tiiplerine aktarilmis ve 6000 rpm’de 10 dak santrifiij (Hitachi CT6E, Taiwan)
islemine tabi tutulmustur. Sonrasinda sivi faz (serum) falkon tiiplerine aktarilmis
ve analizin yapilacagi zamana kadar - 40°C’de bekletilmistir (Sekil 3.1. & Sekil
3.2)).

3.2.2. Deney Tasarimi

Birinci Adim: Coziicii Konsantrasyonu, Sicaklik ve Coziici Oranmin

Fenolik Maddelerin Ekstraksiyonuna Etkisi

Ikinci Adim: Ekstraksiyon Siiresinin Belirlenmesi ve Coziicii Oraninim

Etkisinin Belirlenmesi

Ucgiincii Adim: Posada Bulunan Antosiyanin ve Flavonoidlerin HPLC ile

Belirlenmesi

Birinci Adim

Vigne posasindan fenolik maddelerin ekstraksiyonunda oncelikle ii¢ faktor
(etanol konsantrasyonu, sicaklik, ¢oziicii orani) goz Oniinde bulundurularak
optimizasyon c¢alismasi yapilmistir. Bu asamada siire 60 dakika olarak sabit

tutulmustur.

ikinci Adim
Optimum ekstraksiyon siiresini belirlemek i¢in ikinci bir deney basamagi
olusturulmustur. Bu asamada, birinci asamada belirlenen optimum sartlar goz
oniinde bulundurularak ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Optimum ¢dziicli
konsantrasyonunda ve ¢oziicli miktarinda ii¢ farkli sicaklikta (25, 50 ve 75 °C) iki

dakika ve bes dakika siireden baslayarak 10’ar dakika araliklarla 6rnekleme
yapilacak sekilde 180 dakikada tamamlanan ekstraksiyonlar (2, 5, 10, 20, 30, ...,
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180 dak) yapilmistir. Elde edilen verilerden zamana bagli degisen TFM miktar1 ve
TA miktar1 tespit edilmistir.

Deney planinda her faktor i¢in limit belirlenirken ¢6ziicli konsantrasyonu ve
sicaklik limitleri i¢cin bir¢ok calismada dikkate alinan faktor limitleri se¢ilmistir;
ancak ¢Oziiclii miktar:1 limiti net olmayan bir faktordiir. Bu faktoriin etkisinin
belirlenmesi i¢in c¢alismalarda ya deneysel plandan ayri tutularak analizler
yapilmis (Pompeu ve ark., 2009; Silva ve ark., 2007); ya da genis araliklar
kullanilarak analizlerin yapildig1 goriilmiistiir (Cacace ve Mazza, 2003a; Cacace
ve Mazza, 2003b). Belirli bir miktardan fazla ¢6ziicii kullanmanin g¢evre ve
maliyetler g6z Oniinde bulunduruldugunda yiliksek maliyet anlamimna geldigi
aciktir. Deneysel planda belirlenen araliklarin iistiinde ¢6ziici miktarmin fenolik
madde gegisine etkisini belirlemek iizere ayr1 bir deney yapilmistir. Optimum
kosullarin (¢6ziicii konsantrasyonu, sicaklik ve c¢oziicii orani) belirlenmesinin
ardindan farkli ¢oziicii miktarlar1 kullanilarak fenolik madde, antosiyanin miktari
analizleri yapilmistir. Cizelge 3.1. bagimsiz degiskenleri ve onlara ait kod

degerlerini gostermektedir.

Cizelge 3.1. Bagimsiz degiskenler ve onlarin kod degerleri

Bagimsiz .
Degisken Birim -Alfa + Alfa
Konsantrasyon % (VIV) 0 100
Sicaklik °C 8 92
Cozucu Miktar - 4 14
Uciincii Adim

Deney planma gore elde edilen ekstraktlar azot (N,) gazi altinda su
banyosunda kurutulmus; antosiyaninler ve renksiz fenolik maddeler elde edilmis
ve saf suda ¢Oziindiirilerek HPLC’de tanimlamalar1 yapilmak iizere
kullanilmigtir.  Farkli ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraktlarin

antosiyanin ve fenolik maddelerinin ayr1 ayr1 profilleri incelenmistir.
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Posadan Sap ve Cekirdeklerin Ayrilmasi

U

Kurutma ( 50 °C Etiiv)

-

Ogiitme (<0.2 mm)

-

Kurutulmus Posa; 0 °C’ de Saklama

=

5 g Numunenin Tartilmasi

-

Calkalamali Inkiibatérde EtOH (% 0.01 HCI) ile Ekstraksiyon
(200 rpm)

-

Santrifiij (6000 rpm & 10 dak)

=

Ekstrakt Eldesi ( -40 °C’de bekletme)

U

Analizler ( TFM & TA & DPPH )

Sekil 3.1. Visne posasi iiretimi, ekstraksiyon ve analiz agamalari
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1) Presleme isleminin ardindan 2) Kabugun el ile saptan ve
sistemden ayrilan atik ¢ekirdekten ayrilmasi

)4%08/2011°01:39 PM

E

3) Kurutulmus ve 6gitiilmiis 4) Calkalamal1 inkubatorde
visne posasi ekstraksiyon

5) Santrifiij sonrasi ekstrakt 6) Farkli EtOH konsantrasyonlarinda elde
edilen ekstraktlar

Sekil 3.2. Posa eldesi ve ekstraksiyon iglemlerinden gorseller
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3.2.3. Yamt Yiizey Yontemi (RSM)

Visne posasindan fenolik maddelerin ekstraksiyonunun optimizasyonu
Yanit Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology) kullanilarak belirlenen
deney planma gore gerceklestirilmistir. Ug faktorlii, bes diizeyli ‘rotatable central
composite dizayn’ (CCD) secilmistir. Deney plan1 dordii merkez noktasi olmak
iizere 18 adimdan olugmustur. Bagimsiz degiskenler olarak A: ¢oziici
konsantrasyonu (0 — 100 %), B: sicaklik (25 — 92 °C) ve C: ¢6ziicii orant
(coziicii/kabuk orani) (4 — 14 (ml/g)) olarak belirlenmistir. CCD datay1 ikinci
dereceden modele Ortiistiirmek i¢in en kiigiik kare yaklasimimi (least square

regression) kullanmaktadir. Her bir cevabin ikinci derece modeli asagidaki

gibidir.
k k k-1 k
Y = BO+ ZﬁiXi + ZﬁiiXiz + ZZﬁinin
i=1 i=1 =1 j=2
i<j

Burada Y tahmin edilen cevap; X, X»,..., Xk bagimsiz degiskenler; Bo, Bi (1
=1,2,..,k),Bi(1=1,2,....k), B 1=1,2,....,k; =1, 2, ..., k) swras1yla kesisim,
lineer, ikinci dereceden ve etkilesim terimlerinin regresyon katsayilaridir; k ise
degisken sayismi ifade etmektedir (Silva ve ark., 2007). Modelin dogrulugu
programm ANOVA (Analysis of variance) ¢iktilar1 olan lack of fit, hesaplama
katsayis1 (R?) ve Fisher test degerine (F-degeri) bakilarak degerlendirilmistir.
Program yukardaki esitligi kullanarak yanit ylizeyini olusturmaktadir. Optimum
degerlerdeki sonuclarin ii¢ boyutlu yanit ylizey ¢izimleri (3D) ve es ylikselti egrisi
grafikleri ¢ikarilmistr.
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3.3. Analizler
3.3.1.Meyve Suyuna islenen Visnede ve Posada Yapilan Analizler

pH Olglimiinde dijital pH metreden (Orion 420) yararlanilmistir. Kuru
madde tayini, ¢Oziinlir kuru madde tayini, kiil tayini, titrasyon asitligi AOAC
(1985)’ye gore belirlenmistir. En/boy orani, 100 tane agirhigi AOCS (1971)’ye

gore belirlenmistir.

3.3.2.Toplam Fenolik Madde (TFM) Tayini

Toplam fenolik madde tayini gallik asit standarti kullanilarak Folin-
Ciocalteu metoduna gore belirlenmistir. 2.37 ml saf su igeren test tiipline dnce 30
ul ekstrakt, sonra 150 pl Folin-Ciocalteu ayraci eklenmis ve tiip vortekslendikten
sonra 8 dakika karanlikta tutulmustur. Sonra 0.45 ml doymus sodyum karbonat
eklenmis, tekrar vortekslendikten sonra 30 dakika karanlik ortamda tutulmustur.
Ayni islem kor hazirlamak iizere uygulanmis; 30 pl ekstrakt yerine saf su
kullanilmistir. Orneklerin absorbans degerleri 750 nm’de kore karsi Biochrom
Libra S70 UK spektrofotmetrede okunmustur. Kalibrasyon egrisi i¢in farklh
konsantrasyonlarda gallik asit c¢ozeltileri (50, 100, 200, 300, 400, 500 pg/ml)
hazirlanmis ve ayn1 islemler bu ¢ozeltiler i¢in de uygulanarak gallik asit standart
egrisi ¢izilmistir (Cemeroglu, 2010). Sonuglar g gallik asit esdeger/kg (g GAE/kg)

olarak ifade edilmistir (Karaaslan ve ark., 2011).

3.3.3. Dogal Visne Spektral Egrisinin Belirlenmesi

Antosiyanin analizlerinde maksimum absorbans veren dalga boyunun
bilinmesi gerekmektedir (Cemeroglu ve Artik, 1990). Bu nedenle, visne
ekstraktlarinda spektrofotometre (Biochrom Libra S70 UK) kullanilarak 1 cm
optik yollu kiivette 350-700 nm arasinda absorbans taramasi yapilarak spektral

egri ve maksimum absorbans belirlenmistir.
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3.3.4. Toplam Antosiyanin Miktar1 (TA) Tayini

Toplam antosiyanin miktar1 analizi Wrolstad (1976)’a gore pH diferansiyel
yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ekstraktlar uygun spektrofotometrik
okuma araligina gére pH 1.0 (0.025 potasyum klorid) ve pH 4.5 (0.4 M sodyum
asetat) tampon ¢ozeltileriyle seyreltilmistir. Orneklerin absorbans degerleri
spektrofotometrede okunmadan once bulanikligi 6nlemek amaciyla 0.45 pm’lik
teflon filtrelerden (Minisart Sartorius RC) gecirilmistir. Iki 6rnek seyreltiklerinin
absorbans degerleri 515 nm ve 700 nm’de kaydedilmistir. Seyreltilmis 6rneklerin
absorbans farki (A) degerleri 1. denkleme gore; toplam antosiyanin degeri de 2.

denkleme gore belirlenmistir.

AxMWxDFx1000
exl

A = (Ars15 - An700)pH 1.0 - (Ans1s - Anzoo)pH 25(1) TA = (2)
Burada;

A: Diizeltilerek hesaplanmis absorbans farki

MW: Baz alimacak antosiyaninin molekiil agirligi (siyanidin-3-rutinozit; 595.2
g/mol)

DF: Seyreltme faktori

€: Absorpsiyon katsayisi (siyanidin 3-rutinozit; 28800 L/cm mg)

I: Kiivet katman kalinlig1 & 151k yolu (1 cm)

Sonuglar mg siyanidin 3-rutinozit’kg numune (mg siy-3-rut/kg) olarak ifade

edilmistir.

3.3.5. Antioksidan Kapasitesi (% DPPH) Analizi

Ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri Blois (1958) tarafindan rapor edilmis
DPPH  (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) = metoduna  gére baz1  kiiciik
modifikasyonlarla belirlenmistir. Orneklerin farkli miktarlarda ¢dziicii ile
ekstrakte edilmesinden dolay1 oncelikle orneklerde etanol ile seyreltme islemi
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in biitiin ekstraktlar en seyreltik numune ile ayni
miktarda ¢oziicii igerecek sekilde seyreltme islemine tabi tutulmustur. Sonrasinda
0.1 ml seyreltik ekstraktlardan alinarak 2.9 ml DPPH ¢ozeltisi (0.1 mM; etanol

icerisinde ¢Ozlindiriilmiis) igeren tiiplere ilave edilmistir. Bu islemin ardindan
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tiipler karanlik ortamda 30 dakika oda sicakliginda inkubasyona birakilmis ve
spektrofotometrede (Biochrom Libra S70 UK) 517 nm’de absorbans okumasi
yapilmistir. Kontrol i¢in 0.1 ml etanol kullanilmis ve 6rnekler i¢in gerceklestirilen
adimlar aynen uygulanmistir. Sonuglar asagidaki denkleme gore hesaplanmis ve
% DPPH olarak ifade edilmistir.

% DPPH = [(Ac — As)/Ac]x100

Burada ;

Ac: Kontrolun absorbans degeri

Ag: Numunenin absorbans degeri

3.3.6. Fenolik Bilesenlerin HPLC ile Belirlenmesi
3.3.6.1. Ornek hazirlama

Numune hazirlarken oncelikle 3.2.1.°de bahsedilen sekilde posaya
ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Elde edilen sivi faz (serum) 40 °C’de su
banyosunda azot (N,) gazi altinda buharlastirilmis ve kalint1 asitlendirilmis su (%
0.01 HC) igerisinde ¢oziindiirtilerek ekstrakt elde edilmistir.

Antosiyaninlerin ve renksiz fenolik maddelerin saflagtirilmasi icin Ci3 SEP-
Pak kartuslar1 (Teknokroma, Finisterre) kullanilmigtir. Manifold yardimiyla
kartustan ayrilan fenolik maddeler ve antosiyaninler asitlendirilmis su (% 0.01
HCI) igerisinde ¢oziindiiriiliip 0.45 pm tek kullanimlik teflon filtreden (Minisart
Sartorius RC) gecirilmis ve HPLC’ye enjekte edilmek iizere viallere alimmistir
(Cemeroglu, 2010). Ornek hazirlama asamasmnda laboratuar ¢alismalarindan

gorseller sekil 3.3.’te verilmistir.

3.3.6.2. Kromatografi kosullar1 ve tanimlama

Fenolik bilesiklerin analizinde PDA dedektorlii (Waters 2996) Waters 2795
(Waters Technology, Kanada) marka HPLC kullanilmistir. Fenolik bilesenlerin
tespiti Crozier ve ark. (1997)’nin metoduna gore bazi modifikasyonlarla
yapilmistir. Analizlerde kullanilan HPLC’nin ¢alisma kosullar1 asagidaki gibidir:

- Kolon: Supelcosil (Superco) LC-18-T (15¢cm x 4.6 mm x 3 pm)
- Enjeksiyon miktar1: 50 pl

- Kolon sicakligi: 35 °C

- Akis hizi: 1 ml/dak
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- Taswyict faz: A =% 0.1 Trifloroasetik asit (TFA)
B = Asetonitril
- Dalga boyu: 280, 320 ve 520 nm

Cizelge 3.2. Mobil faz gradiyenti

Zaman (dak) A: % 0.1 TFA (%) B: ACN (%)
0 90 10
30 90 10
50 80 20
55 80 20
56 90 10
60 90 10

Renksiz fenolik bilesiklerin tespiti i¢in 280 ve 320 nm dalga boyu;
antosiyaninler i¢in ise 520 nm dalga boyu kullanilmistir. Maddelerin HPLC’de
farkli zamanlarda ayrilmasina goére mobil faz gradiyenti modifiye edilmistir
(Cizelge 3.2.). Fenolik maddelerin tanis1 ve miktar1 kullanilan standart maddelerin
alilkonma zamanlar1 ve spektrumlarindan yararlanilarak yapilmistir. Renksiz
fenolik bilesiklerde standart madde i¢in bes farkli konsantrasyonda; antosiyaninler
icin li¢ farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmis ve HPLC’ye enjekte edilerek
her bir madde icin kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu egrilerden ve
denklemlerinden yararlanilarak da posadaki fenolik bilesiklerin miktar1

hesaplanmistir.

3.3.7. istatistiksel Analizler

Calisma iki tekerriirlii, lic paralelli olarak yliriitiilmiistiir. Deney plani
Design Expert (8.0.7.1) deneme versiyonu programinda RSM metodolojisine gore
belirlenmis, sonuglar yine bu programa gore degerlendirilerek program ¢iktisi
olarak grafiklerle ifade edilmistir. Baz1 istatistiksel analizler SPSS siiriim 9.0 ve
Minitab paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Grafiklerin ¢izimi Sigma
Plot (9.0) ve Microsoft Office Excel ile yapilmistir.
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1) N, gazi altinda kurutulmus 2) Farkli EtOH konsantrasyonunda
ekstrakt hazirlanmig ekstrakt

3) Manifold ve kartug yardimiyla 4) N, gazi altinda su banyosunda
fenolik maddeleri saflagtirma kurutma islemi
asamasi

b
5) Renksiz fenolik bilesenler ve 6) HPLC i¢in orneklerin viallere
antosiyanin kalintilar alinmasi

Sekil 3.3. HPLC analizi i¢in numune hazirlama asamasimdan gorseller
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Posas1 Alinan Meyveye ve Posaya Uygulanan Analizler
Elde edilen visne posasina ait kuru madde ve kiil degerleri ¢izelge 4.1.°de,
posast alian meyvenin asitlik, SCKM (briks), pH, en/boy orani, 100 tane agirhigi,
toplam antosiyanin miktar1 ve toplam fenolik madde icerigi ¢izelge 4.2.’de

standart sapmalariyla birlikte verilmistir.

Cizelge 4.1. Posanin kuru madde ve kiil degerleri

Analizler Sonuglar
Kuru Madde (%) 90.07 £ 0.03
Kl (%) 3.40£0.02

Cizelge 4.2. Posasi alinan meyveye ait bazi analiz sonuglari

Analizler Sonuglar

Asitlik (% Malik Asit) 2.05+0.03
Briks (%) 17.50 £ 0.20
pH 3.39 £0.02
En/Boy Orani 1.17 £ 0.06
100 Tane Agirhdi (9) 418.60 £ 8.65
Toplam Antosiyanin (mg siy 3-rutinozit/kg meyve) 605.28 + 5.29
Toplam Fenolik Madde (mg GAE/kg meyve) 4321.05 £ 2.25

Spigno ve ark. (2007) {ziim posasmnin ekstraksiyon optimizasyonu
calismasinda ekstraksiyon isleminden 6nce ornekleri 60 °C’de numunelerin nem
icerigi %?2-4 olana dek kurutma islemine tabi tutmuglardir. Bilek (2010) zeytin
yapraklarinm ekstraksiyon optimizasyonu ¢alismasinda numuneleri 60-65 °C’de
vakum altinda kurutmus; elde ettigi numunenin kuru madde igerigini de % 98
olarak saptamistir. Bu ¢alismada ise 50 °C’de kurutma islemi yapilmis ve elde

edilen posanin kuru madde degeri % 90.07+0.03 olarak bulunmustur.
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4.2. Coziicii Konsantrasyonu — Orani ve Ekstraksiyon Sicakhiginin

Optimizasyonu

Aragtrmanm ilk adimi olan bu calismada TFM, TA ve % DPPH’in
maksimum degerlerini yakalamak i¢in optimum noktalar bulunmustur. Deneysel
veriler cizelge 4.3.te verilmistir. TFM, TA ve DPPH analizlerinde modellerin
onemli oldugu goriilmiistiir (p<0.001). Her {i¢ sonu¢ i¢in de % 99.9 giiven
araliginda quadratic modelin sonuglar1 kapsadigi goriilmiistiir. Lineer model ise
istatistiksel olarak 6nemsiz goriilmiistiir (p>0.05). TFM, TA ve % DPPH i¢gin R?
degerleri sirasiyla 0.9653, 0.9728 ve 0.9914 olarak bulunmustur. Lack of fit testi
deneysel verinin uygunlugunu dogrulamak i¢in g6z Oniinde bulundurulan bir
testtir (Silva ve ark., 2007). Bir model 6nemli diizeyde lack of fit igeriyorsa bu
model sonuglar icin iyi bir gosterge degildir ve bunun iizerinden de sonuglar
yorumlanamaz (Yagc1 ve Gogls, 2008). Lack of fit testi TFM, TA ve % DPPH
icin de Onemsiz (p>0.05) ¢ikmistir; bu da modelin deneysel veriye yeterli
derecede uygun oldugunu gostermektedir. Adj R* ve Pred R* degerlerinin
birbirine yakin olmasi da sonuglarmm degerlendirilmesinde 6nemlidir. Sicaklik
faktorii lic sonug i¢in de istatistiksel olarak en 6nemli bulunmustur (p<0.001).
TFM miktarmin konsantrasyona bagli olarak degistigi gozlenmis ancak
istatistiksel olarak onemsiz (p>0.05) bulunmustur. Konsantrasyon TA miktar1 ve
% DPPH icin istatistiksel olarak onemli diizeyde etkili bulunmustur (p<0.001).
Coziicli orani her ii¢ sonug i¢in de farkli giiven araliklarinda istatistiksel olarak
onemli diizeyde bulunmustur (Cizelge 4.4.). Ayrica TFM, TA ve % DPPH
sonuglar1 arasinda da baglant1 oldugu goriilmiistiir (p<0.001). Pompeu ve ark.
(2009) da TFM & TA ve TA & AK arasinda korelasyon oldugunu; ancak TFM &
AK arasinda istatistiksel olarak bir korelasyon olmadigini rapor etmislerdir. TFM,
TA ve % DPPH sonuglarinin konsantrasyon (A), sicaklik (B) ve Coziicii oranina
(C) bagl olarak kodlu birimlerle (coded unit) regresyon denklemleri program

tarafindan asagidaki gibi verilmistir.
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Yo = 12.88 — 0.15A + 2.69B + 0.93C — 4.08A% — 1.00B>— 0.67C>
Yia=389.75-35.71A + 50.81B + 18.43C — 114.79A° — 15.66B* — 18.76C*
Yopp = 87.60 — 2.77A + 4.15B + 1.80C + 1.13BC — 11.93A% — 1.76B> — 1.01C?>

Cizelge 4.3. RSM deney plani ve sonuglar

o _ g | % Sonug 1 Sonug 2 Sonug 3
s |8|2s|ledao 3
£ |5 |%c|E §3 % ¢ posa) T Sp;z:e;;uvkg o)
& N T

g
14 1 50 50 14 13.59 £ 1.07 | 380.26 £ 26.03 | 88.21+2.13
8 2 80 75 12 9.65+0.72 | 274.04 £1247 | 77.04+1.12
18 3 50 50 9 12.38 £ 1.31 | 385.02+£35.47 | 87.21+1.65
17 4 50 50 9 13.30 £ 1.09 | 382.23 £ 37.41 88.17 £ 1.47
11 50 8 9 6.03+0.57 | 275.28+£11.92 | 77.39+1.00
2 6 80 25 6 3.88+0.33 | 12710+ 13.33 | 63.14+1.75
15 7 50 50 9 12.52 +1.13 | 427.80 £ 27.54 | 86.85 + 1.89
10 8 100 50 9 1.63+£0.12 14.88 £+ 0.84 50.79 £ 0.85
1 9 20 25 6 3.54+0.24 | 21266 £14.83 | 71.23+1.37
12 10 50 92 9 15.68 + 1.54 | 444.54 £+ 23.77 | 88.80 £1.74
5 11 20 25 12 412 +0.25| 22816 £10.72 | 72.46 £ 1.60
3 12 20 75 6 7.45+0.39 | 268.46 £ 18.72 | 76.16 = 1.63
13 13 50 50 4 9.94+1.15| 322.01£24.03 | 82.24+1.34
4 14 80 75 6 8.10£0.76 | 236.22 £ 15.51 72.45 £ 0.99
7 15 20 75 12 11.34 £ 1.72 | 347.20+£22.20 | 83.35+1.68
6 16 80 25 12 446 £043 | 148.80£6.85 64.64 £ 1.25
9 17 0 50 9 2.62+0.12 | 144.15+8.37 57.87 +1.34
16 18 50 50 9 13.05+0.98 | 358.98 +£18.40 | 87.99 +1.71
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Cizelge 4.4. TFM, TA ve % DPPH i¢in istatistiksel sonuglar

TFM TA % DPPH
Model
Linear NS NS NS
Quadratic
R? 0.9653 0.9728 0.9914
Adj R? 0.9464 0.9579 0.9853
Pred R 0.8747 0.9226 0.9638
Lack of Fit NS NS NS
Konsantrasyon NS el e
Sicaklik

Co6zlcu Orani

*#* p<0.001 derecede onemli.
**  p<0.01 derecede 6nemli.
* p<0.05 derecede onemli.
NS 6nemsiz (p>0.05).

Sonuglarm ayr1 ayr1 optimum noktalar1 gosterilirken programda bir deger
icin “maximize” digerleri i¢in “in range” secenegi kullanilmis; genel olarak
incelemesi yapilirken ise biitlin sonuglar i¢cin “maximize” ifadesi kullanilmistir.
Sonuglarm ayr1 ayri ¢iktilart alindiginda TFM i¢in %58 EtOH konsantrasyonu, 75
°C ekstraksiyon sicakligi ve ¢oziicii miktari olarak da 10 ml/g optimum noktalar
olarak bulunmustur. TA i¢in % 40 EtOH konsantrasyonu, 75 °C ekstraksiyon
sicaklig1 ve 8 ml/g ¢oziicli miktari; % DPPH i¢in ise % 49 EtOH konsantrasyonu,
71 °C ekstraksiyon sicakligi ve 8 ml/g ¢oziicii miktar1 optimum noktalar olarak
saptannustir. Ug sonug da ayn1 anda degerlendirildiginde optimize kosullar olarak
%48 EtOH konsantrasyonu, 75 °C ekstraksiyon sicakligi ve 11ml/g ¢6ziici
miktar1 olarak bulunmustur. Cizelge 4.5.’te TFM, TA ve % DPPH icin farkh
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optimum noktalar ve li¢ sonucun birlikte degerlendirildigi optimizasyon kosullari;
sekil 4.4.te de optimizasyon icin genel goriiniim grafigi (overlay plot)

gosterilmistir.

11 ml/g ¢6ziicii orani calismada denenen en yiiksek14 ml/g degerinden daha
asagida oldugu i¢in ¢oziiciinlin ¢cevreye ve maliyete etkisini azaltmaktadir. Bazi
calismalarda sicakligin belli bir noktasindan sonra antosiyanin ve fenolik
maddelere olumsuz etki yaparak diisiise sebep oldugu gosterilmistir (Sun ve ark.,
2011; Yim ve ark., 2011; Ballard ve ark., 2009; Cacace ve Mazza, 2003b). Silva
ve ark. (2007) ve Pinelo ve ark. (2005) calismalarinda sicaklik degerinin belirli bir
noktadan sonra bazi flavonoidlere zarar verecegini diisiinerek en yliksek sirasiyla
65.2 °C’de ve 50 °C’de tutmuslardir. Ancak bu ¢alismada sicakligin artmasi ile
(92 °C’ye kadar) antosiyanin ve fenolik madde degerlerinde artis gézlenmistir.
Yang ve ark. (2009) sicakligin artisinin fenolik madde ekstraksiyonuna dogrusal
olarak etki ettigini Dbildirmigler; optimum sicaklik olarak da 72.9 °C’yi

gostermislerdir.

Bir¢ok calismada sulu ¢ozeltilerin ekstraksiyon veriminin yiiksek oldugu
vurgulanmigtir. Pompeu ve ark. (2009) optimum etanol konsantrasyonu olarak %
70-80 arasimi, Silva ve ark. %86.8 gostermistir. Yang ve ark. (2009) % 51.3,
Cacace ve Mazza (2003b) %50 konsantrasyonu optimum noktalar olarak
gostermislerdir. Sekil 4.1., 4.2. ve 4.3.’te TFM, TA ve % DPPH sonugclar1 i¢in 3
boyutlu ve 2 boyutlu grafik ¢iktilar1 goriilmektedir.
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izelge 4.5. TFM, TA ve % DPPH sonuglar1 igin ayr1 ayr1 ve biitiin olarak degerlendirildiginde
g

optimum ekstraksiyon kosullari

TFM TA % DPPH Optimizasyon
Konsantrasyon 58 40 49 48
(% EtOH)
Sicaklik
75 75 71 75
(C)
Co6zlcu Orani 10 8 8 11
(ml/g)
TFM
o AR s 14.37 13.89 14.09 14.88
A 408.43 418.34 415.46 43138
(mg siy 3-rut/kg posa)
% E?,/P)PH 88.80 88.80 89.05 91.52
istenirlik
. . 1. 97
(Desiabilty) 0.907 0.939 00 0.9
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Sekil 4.1. Visne posasi ekstraksiyonunda toplam fenolik madde miktar1 (g
GAE/kg posa) icin etanol konsantrasyonu ve sicakligin etkisinin 11
ml/g sabit ¢oziicli oraninda (A); konsantrasyon ve ¢0ziicii oranmin 75
°C sabit sicaklikta (B) ve sicaklik ve ¢oziicii oraninin % 48 sabit
konsantrasyonda (C) 3 boyutlu (sol) ve 2 boyutlu (sag) grafik

goriiniimleri
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Sekil 4.2. Vigne posasi ekstraksiyonunda toplam antosiyanin miktar: (mg siy 3-
rut/kg posa) igin etanol konsantrasyonu ve sicakligin etkisinin 11 ml/g
sabit ¢Oziicii oraninda (A); konsantrasyon ve ¢oziicii oraninin 75 °C
sabit sicaklikta (B) ve sicaklik ve ¢oziici oraninin % 48 sabit

konsantrasyonda (C) 3 boyutlu (sol) ve 2 boyutlu (sag) grafik
goriiniimleri
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Sekil 4.3. Visne posasi ekstraksiyonunda % DPPH i¢in etanol konsantrasyonu ve
sicakligin etkisinin 11 ml/g sabit ¢oziicii oraninda (A); konsantrasyon
ve ¢Oziicti oraninin 75 °C sabit sicaklikta (B) ve sicaklik ve ¢oziici

oraninin % 48 sabit konsantrasyonda (C) 3 boyutlu (sol) ve 2 boyutlu
(sag) grafik goriiniimleri
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Sekil 4.4. Optimizasyon i¢in genel goriiniim grafigi

4.3. Siirenin Etkisi

Posa igerisinde bulunan fenolik maddelerin ¢6ziiciiye zaman icerisinde
gecisini gostermek amaciyla kinetik ¢alisma yapilmig; TFM miktarinin 60 — 100
dak arasinda ve TA miktarinin 40-60 dak arasinda sabit miktarlara ulastigi
saptanmustir. 25 °C’de sabit degerlere her iki sonug i¢in de daha kisa siirelerde
ulasildigr; sicaklik artisiyla birlikte sabit degerlere daha uzun stirelerde ulasildigi
saptanmistir (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.). Ayrica ekstraktlarin absorbans degerlerinin
(As1s) TFM ve TA miktarlar1 i¢in bir belirteg oldugu saptanmistir (Sekil 4.7., Sekil
4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12.). Ochoa ve ark. (2001) tiriinde
renk degisimini gostermek icin belirli dalga boyunda absorbans degerinin

okunmasmin 1yi bir indikator olarak yorumlanabilecegini belirtmistir.
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Sekil 4.6. Toplam fenolik madde miktarinin {i¢ farkli ekstraksiyon sicakliginda
zamana bagli degisimi
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Sekil 4.7. 25 °C sicakliktaki ekstraksiyonda, ekstrakttaki antosiyanin miktarinin
(db) absorbans degerine gore degisimi
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Sekil 4.8. 50 °C sicakliktaki ekstraksiyonda, ekstrakttaki antosiyanin miktarinin
(db) absorbans degerine gore degisimi
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Sekil 4.9. 75 °C sicakliktaki ekstraksiyonda, ekstrakttaki antosiyanin miktarinin
(db) absorbans degerine gore degisimi
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Sekil 4.10. 25 °C sicakliktaki ekstraksiyonda, ekstrakttaki fenolik madde
miktarinin (db) absorbans degerine gore degisimi
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Sekil 4.11. 50 °C sicakliktaki ekstraksiyonda, ekstrakttaki fenolik madde
miktarinin (db) absorbans degerine gore degisimi
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Sekil 4.12. 75 °C sicakliktaki ekstraksiyonda, ekstrakttaki fenolik madde
miktarinin (db) absorbans degerine gore degisimi
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4.4. Coziicii Miktarinin EtKisi

Cozilicii miktarmin limitini belirlemek igin sicaklik ve konsantrasyon sabit
tutularak TFM miktarindaki ve TA miktarindaki degisim ¢oziicli oran1 60 ml/g
olana kadar hesaplanmis, TFM i¢in 40 ml/g ¢oziicii oranindan sonra toplam
fenolik gegisinin sabit kaldigi; TA igin ise 10 ml/g ¢6ziicii oranindan sonra sabit
kaldig1 gozlenmistir (sekil 4.13. & sekil 4.14.). Sonug olarak antosiyaninler i¢in
daha az miktarda ¢oziicii ile sabit degerlere ulagilabilecegi soylenebilir. Maliyetler
ve g¢evre diisiiniildiiglinde ¢oziicli oranmin minimum tutulmasi gerekmektedir.
Nitekim optimizasyon c¢alismasinda da sinir degerleri olarak (- alfa, + alfa) 4, 14
ml/g gosterilmig; program da 11 ¢dziicii oranmnin optimum nokta oldugunu

gostermistir.

TFM (mg GAE/g posa)

5 10 20 40 60

Cozhcl Orani (ml/g)

Sekil 4.13. Toplam fenolik madde miktarmin (db) ¢dziicli miktarina gore degisimi
(50 °C sicaklik ve % 48 EtOH konsantrasyonunda ekstraksiyona tabi
tutulmustur).
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Sekil 4.14. Toplam antosiyanin miktarinin (db) ¢dziicii miktarina gére degisimi
(50 °C sicaklik ve % 48 EtOH konsantrasyonunda ekstraksiyona tabi
tutulmustur).

4.5. Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Belirlenmesi
4.5.1. Renksiz Fenolik Bilesenlerin Tespiti

Renksiz fenolik bilesenlerin 280 ve 320 nm dalga boylarinda vigne posasinda
neoklorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve katesin varlig1 tespit
edilmistir. Katesin disindaki renksiz fenolik maddeler hem 280 hem de 320 nm
dalga boylarinda tespit edilirken; katesin yalnizca 280 nm’de tespit edilebilmistir.
Ekstraktlardaki renksiz fenolik maddeler arasinda en yiliksek miktar olarak
neoklorojenik asit ve katesin gOriilmistiir. Ekstraktlardaki en yliksek
neoklorojenik asit miktar1 235.8 mg/kg posa, kafeik asit miktar1 37.4 mg/kg posa,
p-kumarik asit miktar1 15.46 mg/kg posa, ferulik asit miktar1 3.02 mg/kg posa ve
katesin miktar1 olarak da 223 mg/kg posa olarak bulunmustur. Fenolik maddelerin
ekstraksiyonu sicaklikla farkli sekillerde degismektedir. Dolayisiyla sicakliga
bagli olarak her bir maddenin ayri ayri1 analizinin yapilmasi gerekmektedir.
Luthria (2008), apiin ve asetil-apiin maddelerinin sicaklikla dogrusal olarak
arttigini; malonil apiin miktarmin ise sicaklik artistyla diistiigiinii bildirmislerdir.

% 100 EtOH kullanilarak ekstrakte edilmis numunelerde fenolik bilesenler ¢ok
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diisiik seviyelerde tespit edilmistir (< 1 mg/kg). En yiiksek fenolik bilesenler
optimum noktalarda belirlenmistir. Analizi yapilan biitlin ekstraktlar icerisinde
fenolik maddelerin en yiiksek degerleri % 50 EtOH konsantrasyonu, 50 °C
sicaklik ve 9 ml/g ¢oziicii oranmi ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir. Sicaklik
ile madde miktarlar1 arasinda dogru orantil bir iliski oldugu sonucuna varilmistir.
Ayrica % 20 ve % 80 EtOH konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda % 80 EtOH ile
ekstrakte edilmis numunelerde daha yiiksek miktarda maddelerin tespit edildigi
goriilmiistiir. Neoklorojenik asit miktarlar1 kiyaslandiginda % 80 EtOH ile
ekstrakte edilmis Uriinlerin % 20 ile ekstrakte edilenlere kiyasla iki misli
neoklorojenik asit igerdigi tespit edilmistir. Bu durumun olugmasinin sebebi
olarak da etanol konsantrasyonunun artismin ¢dzeltinin dielektrik katsayisinin
diisiisiine sebebiyeti ve dolayisiyla ¢oziicii molekiillerinin ayrilmasiyla gerekli
enerjinin diismesi ve ¢éziinen molekiillerin bunlarin arasina rahat¢a girmesi olarak
aciklanabilir (Pompeu ve ark., 2009). Neoklorojenik asit sonuglar1 programda
analiz edildiginde en optimum EtOH konsantrasyonunun % 60 odugu sonucuna

varilmistir. Analizlere ait sonuglar ¢izelge 4.6.’da verilmistir.

4.5.2. Antosiyaninlerin Tespiti

Skrede ve ark. (2000) malvidin glikozitin en stabil; delfinidin glikozitin ise en
diisiik stabiliteye sahip antosiyaninler oldugunu rapor etmislerdir. Elde ettigimiz
bulgulara gore de visne posasindan elde edilen en yiiksek antosiyanin malvidin-
3,5-diglikozit olarak tespit edilmis; delfinidin glikozit ise tespit edilememistir.
Tim ekstraktlar icerisinde en yiiksek miktarda bulunan antosiyanin malvidin-3,5-
diglikozit olarak tespit edilmistir. Ekstraktlardaki en yiiksek malvidin-3,5-
diglikozit miktar1 210 mg/kg posa, siyanidin-3,5-di-O-glikozit miktar1 100.78
mg/kg posa, siyanidin-3-O-glikozit miktar1 19.88 mg/kg posa ve siyanidin-3-O-
rutinozit miktar1 olarak da 41.19 mg/kg posa tespit edilmistir. % 20 ve % 80 EtOH
konsantrasyonlar1  kiyaslandiginda, renksiz fenolik bilesenlerin  aksine,
antosiyaninlerin en yiiksek goriildiigi konsantrasyon % 20 EtOH konsantrasyonu
olarak tespit edilmistir. Ayrica malvidin-3,5-diglikozit miktarlar1 Design Expert
programinda analiz edildiginde modelin istatistiksel olarak ©nemli oldugu
goriilmiistiir. Malvidin-3,5-diglikozitin ekstakte edilmesinde en optimum kosullar

olarak % 33 EtOH konsantrasyonu, 60 °C sicaklik ve 10 ml/g ¢bziicii orani
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belirlenmistir. Deney tasariminin birinci asamasinda elde ettigimiz sonuglar bu
tespitleri destekler niteliktedir; c¢linki TFM miktar1 i¢in optimum EtOH
konsantrasyonu % 58; TA miktar1 i¢in ise % 40’dir. Bu durum da su sekilde
aciklanabilir: Antosiyaninlerin yapilarinda glikozidik baglar ve sekerler oldugu
icin renksiz fenolik maddelere kiyasla suda ¢oziiniirliikleri daha fazladir (Fan ve
ark., 2008; Tall ve ark., 2004); bundan dolay1 ekstraksiyon isleminde ortamda
daha yiiksek miktarda su bulunmasi ekstraksiyon verimini artirmistir. Renksiz
fenolik bilesenlerde oldugu gibi sicaklik artistyla tespit edilen antosiyanin miktari
arasinda dogru orant1 oldugu; sicaklik artistyla antosiyanin miktarinda diisme
olmadig1 aksine artis oldugu goriilmiistiir. % 100 EtOH kullanilarak elde edilen
ekstraktta antosiyanin tespit edilememistir. Ayrica ¢dziici orami yiiksek olan
ekstraktlarda daha yliksek miktarlarda antosiyanin tespit edilmistir. Sonuglara ait

veriler cizelge 4.7.°de verilmistir.
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Cizelge 4.6. Renksiz fenolik bilesenler igin ekstraksiyon kosullar1 ve tespit edilen maddelerin miktarlart

Ekstraksiyon Kosullar

Tespit Edilen Fenolik Maddeler (mg/kg posa)

Korolsantrasyon Slcoakhk C(ng;iu neoklor.ojenik kafe;ik p-kumarik ferqlik Katesin TOPLAM
(% EtOH) (°O) (ml/g) asit asit asit asit
50 50 9 235.87 10.65 13.98 2.18 223.09 485.77
100 50 9 1.39 0.80 0.83 - - 3.02
0 50 9 83.67 11.28 4.81 - 88.73 188.49
20 25 6 80.94 13.38 5.44 - 23.25 123.01
20 25 12 137.25 26.83 10.47 1.92 45.79 222.26
20 75 6 86.02 12.88 5.04 - 27.53 131.47
20 75 12 146.34 14.98 7.11 - 74.91 243.34
80 25 6 120.02 25.39 11.64 3.02 134.78 294.85
80 25 12 145.96 24.01 13.30 - 148.44 331.71
80 75 6 132.15 28.93 17.17 1.78 129.70 309.73
80 75 12 161.17 25.12 10.81 - 151.19 348.29
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Cizelge 4.7. Antosiyaninler i¢in ekstraksiyon kosullar1 ve tespit edilen maddelerin miktarlar:

Ekstraksiyon Kosullari

Tespit Edilen Antosiyaninler (mg/kg posa)

Konsantrasyon

Sicaklik

Coziicli Oram

malvidin-3,5-

siyanidin-3,5-

siyanidin-3-O-

siyanidin-3-O-

TOPLAM

(% EtOH) °O) (ml/g) diglikozit di-O-glikozit glikozit rutinosit

50 50 9 209.89 40.43 11.16 26.72 288.2
100 50 9 - - - - -

0 50 9 97.14 37.71 7.21 11.90 153.96
20 25 6 138.11 28.46 7.39 16.52 190.48
20 25 12 175.04 51.69 11.40 21.36 259.49
20 75 6 152.55 51.13 10.08 20.33 234.09
20 75 12 205.73 100.79 19.88 41.19 367.59
80 25 6 84.68 25.43 5.75 10.84 126.70
80 25 12 99.55 49.50 17.24 24.22 190.51
80 75 6 105.95 27.37 6.93 13.24 153.49
80 75 12 132.52 52.89 10.86 21.72 217.99
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda visne posasindan elde edilen kabukta fenolik maddelerin
ekstrakte edilebilirligi ve bu islemin optimizasyonu arastirilmistir. Arastirmada
maksimum TFM, TA ve % DPPH degerlerine ulasilabilmesi i¢in ekstraksiyon
parametreleri (¢Ozilicii konsantrasyonu ve orani, sicaklik, zaman) incelenmis ve
optimum noktalar belirlenmistir. TFM, TA ve % DPPH sonuclarinin maksimum
oldugu noktalar olarak % 48 EtOH konsantrasyonu, 75 °C sicaklik, 11 ml/g
¢Oziicii oran1 ve toplam fenolik madde miktar1 igcin 60 — 100 dakika; toplam
antosiyanin miktar1 i¢in ise 40 — 60 dakika ekstraksiyon siireleri optimum iglem
parametreleri olarak belirlenmistir. Ug faktor ekstraksiyona olan etkilerine gore su
sekilde siralanabilir: sicaklik > ¢6ziicli konsantrasyonu > ¢oziicii orani. Bu
calismada sicaklik artisinin fenolik maddelerin ekstraksiyon verimini arttirdigi
sonucuna varilmistir. Maliyetler g6z Oniine alindiginda sicaklik degerinin diisiik
olmas1 enerji tasarrufuna olumlu yansimaktadir; bu durumda bu islemi
uygulayacaklar i¢cin maliyet — verim hesabinin yapilmasi gerekmektedir. Cevre ve
maliyetler gz Oniine alindiginda ¢6ziici miktarmmin da minimum miktarda
tutulmas1 gerekmektedir. Toplam fenolik madde ekstraksiyonunda en yiiksek
verim 40 ml/g ¢6ziicli oraninda alimmaistir; bu miktarin artmasiyla fenolik madde
miktarinda artis gozlenmemistir. Toplam antosiyanin miktar1 géz Oniinde
bulunduruldugunda 10 ml/g ¢6ziicii oraninin {istiinde antosiyanin miktarinin sabit
kaldig1 goriilmiistiir. Farkli kosullarda ekstrakte edilen numunelerin absorbans
degerleri ile TFM ve TA miktarlar1 arasinda korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Ekstraktlarin renginin ekstrakt verimi hakkinda fikir verebilecegi sonucuna

varilmistir.

Visne posasindan elde edilen ekstraktlarin tamaminda malvidin-3,5-
diglikozit en yliksek miktarda antosiyanin maddesi; neoklorojenik asit ise en
yiiksek miktarda renksiz fenolik bilesen olarak tespit edilmistir. HPLC
sonuglarindan elde edilen sonuglar TFM ve TA miktarlar1 analizlerinin
sonuglariyla paralellik gostermistir. Her iki bilesen i¢in (renksiz fenolik bilesenler
& antosiyanin bilesenler) % 50 EtOH konsantrasyonunda en yiiksek verim elde
edilmistir. % 80 ve % 20 EtOH konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda HPLC ile

belirlenen antosiyaninlerin miktarlarinin % 20 EtOH konsantrasyonunda; renksiz
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fenolik bilesenlerin miktarinin ise % 80 EtOH konsantrasyonunda daha yiiksek
oldugu sonucuna varilmistir. Renksiz fenolik maddeler i¢in en optimum EtOH
konsantrasyonu % 60; antosiyaninlerden malvidin-3,5-diglikozit i¢cin ise % 33
olarak belirlenmistir. HPLC analizlerinden elde edilen sonuglarin toplam fenolik
madde miktar1 ve toplam antosiyanin miktar1 analizleriyle paralellik gdsterdigi

goriilmektedir.

Tiirkiye son yillarda vigne iiretiminde diinyada birinci sirada yer almaktadir.
Uretilen visnelerin biiyiik bdliimiiniin visne suyu konsantresine islendigi
bilinmekte ve onemli miktarlarda da posa atilmaktadir. Posada bulunan fenolik
maddeler degerlendirilmemektedir. Yapilan optimizasyon sonuglarindan elde
edilen en yiiksek TFM ve TA miktarlar1 (14.88 g/kg posa, 431 mg/kg posa) ve
Tirkiye’de vigsne suyuna islenen visne miktar1 ve posa hesaba alindiginda yillik
yaklasik 625 kg’1 antosiyaninler olmak {izere 22 500 kg fenolik maddenin
degerlendirilmedigi sonucuna varilmistir. Visne posast gidalarda renklendirici
olarak kullanildiginda iceriginde yiliksek miktarda bulunan renksiz fenolik
maddeler de gida icerigine gegecektir. Boylece renksiz fenolik bilesenler
antosiyaninlerin parg¢alanmasini engelleyici ajanlar olarak gdrev yapacagi gibi

insan saglig1 yoniinden de olumlu etkisi artmis olacaktir.

Diinya niifusunun hizla arttigi, artisla birlikte de gida isleyen fabrikalarin
artacagl disliniilirse gida atik miktarlar1 ve atik problemlerinin de artacagi
ongoriilmektedir. Bu nedenle atiklarin toplanmasi, islenmesi ve yeni iiriinlerin
iiretiminde kullanilmasi insan saglhgi, ¢evre sagligi ve iilke ekonomisi bakimindan
onem arz etmektedir. Giiniimiizde antosiyaninlerin ¢ok pahali iirlinler olmasi
endiistriyel atiklara olan ilgiyi her gecen giin artirmaktadir. Halen atik olarak veya
hayvan yemi olarak degerlendirilen visne posasinda bu ¢alisma ile Onemli
miktarda fenolik maddelerinin bulundugu belirlenmis ve degerlendirilmesi

gerektigi sonucuna varilmastir.
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EK 1. TFM analizine ait program ¢iktis1

ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Source Sum of df Mean F p-value
Squares Square Value Prob >F
Model 322.97 6 53.83 51.03 <0.0001 significant
A-Konsantrasyon 0.30 1 0.30 0.28 0.6044
B-Sicaklik 99.00 1 99.00 93.86 <0.0001
C-Cozicu orani 11.86 1 11.86 11.25 0.0064
A2 210.97 1 210.97 200.02 <0.0001
B2 12.53 1 12.53 11.88  0.0055
c2 5.74 1 5.74 5.44 0.0396
Residual 11.60 11 1.05
Lack of Fit 11.03 8 1.38 7.25 0.0654 not
significant
Pure Error 0.57 3 0.19
Cor Total 334.57 17

53



EK 2. TA analizine ait program ¢iktis1

ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model Analysis of variance
table [Partial sum of squares - Type Ill]

Source Sum of df Mean F Value  p-value
Squares Square Prob>F
Model 2.251E+005 6 37519.16 65.47 < 0.0001 significant

A-Konsantrasyon 17418.07 1 17418.07 30.40 0.0002

B-Sicaklik 35252.78 1 35252.78 61.52 < 0.0001
C-Codzucu orani 4639.41 1 4639.41 8.10 0.0159
A2 1,667E+005 1 1,667E+005 290.85 < 0.0001
B2 3100.17 1 3100.17 5.41 0.0402
c2 4450.91 1 4450.91 7.77 0.0177
Residual 6303.60 11 573.05
Lack of Fit 3836.25 8 479.53 0.58 0.7592 not
significant
Pure Error 2467.34 3 822.45
Cor Total 2.314E+005 17
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EK 3. % DPPH analizine ait program ¢iktis1

ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Source Sum of df Mean F p-value
Squares Square Value Prob > F
Model 2227.79 7 318.26 164.02 <0.0001 significant
A-Konsantrasyon  104.83 1 104.83 54.03 < 0.0001
B-Sicaklik 235.56 1 235.56 121.41 < 0.0001
C-Cozicu 4413 1 4413 22.75 0.0008
orani
BC 10.24 1 10.24 5.28 0.0445
A2 1800.47 1 1800.47 927.94 < 0.0001
B2 39.21 1 39.21 20.21 0.0012
c2 12.84 1 12.84 6.62 0.0278
Residual 19.40 10 1.94
Lack of Fit 18.22 7 2.60 6.60 0.0746 not
significant
Pure Error 1.18 3 0.39
Cor Total 2247.19 17
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EK 4. Gallik asit standart egrisi
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EK 5. Visne ekstraktma ait spektral egri
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EK 6. Neoklorojenik asit standartina ait HPLC kalibrasyon egrisi
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0.999965; Weighting: Mone; EBguation: Y = 8.87e+007 X, Mormalized Intercept/Slope: 0.000000; RSD(E): 1.074865
Peak: neochlorogenic acid
Calc. %
v
Sanple Mame | Result Peak Name Level | X Value| Response Value | Deviation Manual
1| yenistd 1ppm 6472 | neochlorogenic acid | Level 1 | 0.001 96473.999 [ 0.001)| 875 No
2| yeni sid 25ppp 6480 | neochlorogenic acid | Level 2 | 0.003 182382997 | 0.002|-A7.77 No
3| yenistd 5ppm 6482 | neochlorogenic acid | Level 3 | 0.005 430028 557 | 0.005(-2.85 No
4 |yenistd 10 ppm 6484 | neochlorogenic acid | Level 4 | 0.010 871670596 | 0.010(-1.74 No
5 [yenistd 100 ppm 6486 | neochlorogenic acid | Level 5 ( 0.100 8874417.037 | 0.100 | 0.03 No
EK 7. Kafeik asit standartina ait HPLC kalibrasyon egrisi
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2 |yeni std 2 5ppp 6480 | caffeic acid | Level 2 | 0.003 262066.005 | 0.002|-37.92 Mo Mo
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EK 8. p-kumarik asit standartia ait HPLC kalibrasyon egrisi
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EK 9. Ferulik asit standartina ait HPLC kalibrasyon egrisi
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3 |yenistd 5ppm 5482 | ferulic acid | Level 3| 0.005 636249.997 [ 0.004 |-2098 No Mo
4 |yenistd 10 ppm 5484 | ferulic acid | Level 4| 0.010 1463668.006 | 0.008 | -1946 No Mo
5 |yenistd 100 ppm 6486 | ferulic acid | Level 5| 0.100 16227460055 0.100(0.30 s] Mo
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EK 10. Malvidin-3,5-diglikozit standartina ait HPLC kalibrasyon egrisi

malvidin-3,5-diglikozit
4500000
4000000 y =4E+07x - 32022
3500000 R?=0,999
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000
o /

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

AU

miktar (ppm)

Miktar (ppm) Alan
0.002 40699
0.01 347389
0.1 4028800
Alikonma Zamani 16.367

EK 11. Siyanidin-3,5-di-O-glikozit standartina ait HPLC kalibrasyon egrisi
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EK 12. Siyanidin-3-O-glikozit kloriir standartina ait HPLC kalibrasyon egrisi

siyanidin-3-O-glikozit klorur
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EK 13. Siyanidin-3-O-rutinozit kloriir standartina ait HPLC kalibrasyon egrisi
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EK 14. % 50 Etanol konsantrasyonu, 50 °C sicaklik ve 9 ml/g ¢6ziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 15. % 100 Etanol konsantrasyonu, 50 °C sicaklik ve 9 ml/g ¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 16. % 0 Etanol konsantrasyonu, 50 °C sicaklik ve 9 ml/g ¢oziicli orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC

kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 17. % 20 Etanol konsantrasyonu, 25 °C sicaklik ve 6 ml/g ¢dziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC

kromatogram goriintiisii (320 nm)

2410

Al

a4

e

[

A

[y

7
=
m
E
g =
i B
o
=
&
b ah b
R NN K AN o
D0 I00 200 400 GO0 600 TO0  A00 SO0 1000 1000 1@ 1300 1400 1S@ 1600 17.00 fa@ 1300 0o

62



EK 18. % 20 Etanol konsantrasyonu, 25 °C sicaklik ve 12 ml/g ¢oziiclii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 19. % 20 Etanol konsantrasyonu, 75 °C sicaklik ve 6 ml/g ¢dziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 20. % 20 Etanol konsantrasyonu, 75 °C sicaklik ve 12 ml/g ¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 21. % 80 Etanol konsantrasyonu, 25 °C sicaklik ve 6 ml/g ¢dziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 22. % 80 Etanol konsantrasyonu, 25 °C sicaklik ve 12 ml/g ¢oziiclii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 23. % 80 Etanol konsantrasyonu, 75 °C sicaklik ve 6 ml/g ¢dziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 24. % 80 Etanol konsantrasyonu, 75 °C sicaklik ve 12 ml/g ¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin renksiz fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (320 nm)
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EK 25. % 50 Etanol konsantrasyonu, 50 °C sicaklik ve 9 ml/g ¢6ziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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EK 26. % 100 Etanol konsantrasyonu, 50 °C sicaklik ve 9 ml/g ¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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EK 27. % 0 Etanol konsantrasyonu, 50 °C sicaklik ve 9 ml/g ¢oziicli orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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EK 28. % 20 Etanol konsantrasyonu, 25 °C sicaklik ve 6 ml/g ¢bziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)

0015

0016

0014

0012

00104

au

0.005

a.005

0004

cyanidin-3- 0-rutino side

cyanidin-3- 0-gluc oside

cyanin chloride

.01

T — L e L L e o e e e o e e e e e e e e ILLEN E S S m e m e e e e p e e e e e s
4.00 600 800 1000 1200 14.00 16.00 1800 2000 2200 2400 200 2300 00

EK 29. % 20 Etanol konsantrasyonu, 25 °C sicaklik ve 12 ml/g ¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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EK 30. % 20 Etanol konsantrasyonu, 75 °C sicaklik ve 6 ml/g ¢bziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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EK 31. % 20 Etanol konsantrasyonu, 75 °C sicaklik ve 12 ml/g ¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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EK 32. % 80 Etanol konsantrasyonu, 25 °C sicaklik ve 6 ml/g ¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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EK 33. % 80 Etanol konsantrasyonu, 25 °C sicaklik ve 12 ml/g ¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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EK 34. % 80 Etanol konsantrasyonu, 75 °C sicaklik ve 6 ml/g ¢dziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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EK 35. % 80 Etanol konsantrasyonu, 75 °C sicaklik ve 12 ml/g ¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen ekstraktin antosiyaninlerine ait HPLC
kromatogram goriintiisii (520 nm)
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OZET

Bu ¢alismada, meyve suyu iiretim tesislerinden endiistriyel atik olarak ¢ikan visne
posasindan fenolik maddelerin ekstrakte edilebilirligi ve bu islemin
optimizasyonu arastirilmistir. Arastirmada maksimum toplam fenolik madde,
toplam antosiyanin ve % DPPH degerlerine ulasilabilmesi icin ekstraksiyon
parametreleri (¢0ziicli konsantrasyonu ve orani, sicaklik, zaman) incelenmis ve
optimum noktalar belirlenmistir. Ayrica, farkli ekstraksiyon sartlarinda visne
posasindan ekstrakte edilebilecek fenolik maddeler ve antosiyaninlerin HPLC ile

belirlenmesi ¢aligmalar1 yapilmistir. Elde edilen bulgulara gore;

e Visne suyu iretim hattinda etkili bir presleme islemi uygulanmasina
ragmen posada Onemli miktarda biyoaktif maddelerin varlig1 tespit
edilmistir.

e Toplam fenolik madde, toplam antosiyanin miktar1 ve antioksidan
kapasitesi goz onilinde bulunduruldugunda optimum ekstraksiyon kosullar1
olarak; % 48 EtOH c¢ozeltisi (¢oziicii), 75 °C ekstraksiyon sicakligi, 11
(ml/g) ¢oziicii/kabuk orani ve 1 saatlik ekstraksiyon siiresi belirlenmistir.

e Toplam fenolik madde miktarindaki degisim ile toplam antosiyanin
miktarindaki degisim arasinda onemli derecede korelasyon saptanmistir
(p<0.001).

e Ekstraktlarin absorbans degerleri ile toplam fenolik madde & antosiyanin
degerleri arasinda dogrusal bir korelasyon belirlenmistir.

e Visne posasinda fenolik maddelerin tespiti yapilmistir. Posada degisen
miktarlarda neoklorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,
katesin, malvidin-3,5-diglikozit, siyanidin-3,5-di-O-glikozit, siyanidin-3-
O-glikozit kloriir ve siyanidin-3-O-rutinozit kloriir tespit edilmistir.

e Yapilacak calismalarla hizli ve uygun sekilde, posanin sap ve ¢ekirdekten
ayirma islemi i¢cin uygun prosesler gelistirilmeli ve visne posasi gida katki

maddesi elde edilmesinde degerlendirilmelidir.
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SUMMARY

In this work, the attainability of phenolic compounds extraction from sour cherry

pomace, purged from fruit juice production plants as byproduct, and the

optimization of the extraction process was investigated. In the study, extraction

parameters (solvent concentration and ratio, temperature, time) were investigated

to obtain maximum total phenolic compound, total anthocyanin and % DPPH

values and optimum points were determined. Furthermore, identification studies

of extractable phenolic compounds and anthocyanins from sour cherry pomace at

different extraction conditions were carried out. According to the results;

Significant amount of bioactive compounds were detected in the sour
cherry pomace even effective pressing process is applied at the sour cherry
juice production line.

48 % EtOH solution, 75 °C extraction temperature, 11 (ml/g) solvent ratio
and circa. 1 hour operation is determined as optimum extraction
parameters while considering the highest total phenolic compound,
amount of total anthocyanin and antioxidant capacity.

A significant correlation between total phenolic compunds and total
anthocyanin contents was observed (p<0.001).

A linear relationship between absorbances and total phenolic &
anthocyanin content of extracts was determined.

Identification of phenolic compounds were carried out. Varying amounts
of neochlorogenic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid,
catechin, malvidin-3,5-diglucoside, cyanidin-3,5-di-O-glucoside, cyanidin-
3-O-glucoside chloride and cyanidin-3-O-rutinoside were detected in sour
cherry pomace.

Rapid and convenient processes should be developed via studies to
separate seed and stem from peel and sour cherry pomace should be

evaluated as food additives.
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