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TAZE VE TiCARI VISNE SULARININ (PRUNUS CERASUS) TOPLAM
ANTOSIYANIN, TOPLAM FENOLIK VE SEKER MiIKTARLARININ
TAYINI VE KARSILASTIRILMASI

OZET

Anadolu, bitki populasyon ¢esitliligi agisindan diinyanin en 6nemli bolgelerinden
birisidir. Birgok meyve varligin1 dogal olarak siirdiirmektedir. Bu meyvelerden biri
de vignedir. Tirkiye, yillik 192,705 ton iretimle diinyanin en biiylik visne
iireticilerinden biridir.

Visne (Prunus cerasus), giilgiller (Rosaceae) familyasindan kiraza benzeyen ve tadi
kiraz tadindan daha eksi olan bir meyve tiiriidiir. Anayurdu Anadolu ve Balkanlar
olan visne, 5-7 m kadar boylanabilir; 4 yagindayken meyve vermeye baslar ve 40-50
yil yasar. Tirkiye’ de iki onemli visne agaci ¢esidi yetistirilmektedir. Bunlardan
meyvesi her tiir kullanima elverisli olan Kiitahya visnesi, uzun sapli, iri boyda, ucu
hafif sivrice, koyu kirmizi ince kabuklu, ¢cok sulu, eksi ve kirmizi etli meyveler verir.
Macar vignesi ise, kisa sapli, ince, koyu kirmizi renkli kalinca kabuklu, eksi ve
kirmizi etli meyve vermektedir. Her iki cesidin agaglar1 da, temmuz ayindan
baslayarak bol iiriin verir.

Vignenin kendine 0zgii kirmizi rengi antosiyanin igerigiyle bagdastirilmaktadir.
Antosiyaninler, meyve, sebze, cicekler, yaprak, kok ve diger bitki depolama
organlarinda bulunan kendine 6zgii pembe, kirmizi, mor ve maviye kadar genis bir
araliktaki renkleri veren, suda ¢oziinebilir nitelikteki dogal renk maddeleridir. Cogu
antosiyaninin rengi ortamm pH degerine bagli olarak bir indikator gibi degisim
gosterir. Diisiik pH degerlerinde mor-kirmizi, daha yiiksek pH degerlerinde ise yesil-
mavi bir renk alirlar. Visnenin rengi de yiiksek asitlige sahip olmasindan dolay1
antosiyaninlerin kirmizi renk almasindan kaynaklanmaktadir.

Antosiyaninler, renk verici 0Ozelliklerinin yanisira giiclii antioksidan etkiye
sahiptirler. Hiicre yaslanmasini Onleyici etkiye sahip olduklari ve serbest radikal
olusumunu onlediklerinden dolay1 antikanserojen olduklar1 diistiniilmektedir. Saglikli
dokular1 ve hiicreleri koruyarak kanser ve kalp hastaliklarina yakalanma riskini
azalttiklari, bunun yanisira gorsel aktiviteyi arttirdiklar1 da bilinmektedir.

Arastirmacilar tarafindan visnede bulunan dort antosiyanin cesidi; cyanidin-3-
glucosylrutinoside,cyanidin-3-sophoroside, cyanidin-3-rutinoside and cyanidin-3-
glucosidedir.

Visne, yapisinda bulunan polifenoller, antosiyaninler gibi metabolitler sayesinde
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinen bir meyvedir. Bilindigi gibi
antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, serbest
radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelerdir. Serbest
radikaller, yasamsal faaliyetler sirasinda veya mitokondrial sizinti, solunum, enzim
reaksiyonlari, otooksidasyon reaksiyonlar1 gibi endojen kaynaklar ile sigara dumant,
hava kirliligi, UV 1smlar1 ve iyonize radyasyon gibi cesitli ¢evresel kaynaklarin
etkisiyle meydana gelebilmektedirler.
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Giiniimiizde serbest radikallerin bir¢ok hastaliga neden olduklar1 bildirilmektedir.
Reaktif oksijen tiirlerinin kalp damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt,
bagisiklik sisteminde zayiflama ve sinir sistemi hastaliklarma yol actigi, yaslanmay1
hizlandirdig1 iddia edilmektedir. Serbest radikallerin neden oldugu bu zararlari
Oonlemek icin hiicrelerde su ve yagda c¢oziinebilen antioksidanlar ve antioksidan
savunma sistemleri bulunmaktadir. Bunlarin varhigi ve etkinligi  biiylik oranda
tilketilen gidalarla iligkilidir. Giiniimiizde gidalardaki antioksidanlarin &zellikle
bitkisel kaynaklilarin ¢esitli hastalik risklerini azalttigi bilinmektedir.

Visneye rengini veren antosiyaninler ve visnenin igerdigi fenolik bilesenler, visnenin
antioksidan kaynaklaridir. Bu g¢aligmada taze sikilmis ve ticari meyve sularinin
toplam fenolik ve antosiyanin aktiviterinin tayini hedeflenmistir. Toplam fenolik
miktarlart Folin—Ciocalteu yontemi ile, toplam antosiyanin miktarlar1 ise pH
diferansiyel metodu ile tayin edilmistir.

Meyveler genel olarak fruktoz ve glikoz sekerlerini igerir. Bazi meyvelerin toplam
seker miktarlar1 yiiksekken bazilarinin seker miktarlar1 diistiktiir. Meyveler arasinda
onemli bir farklilik fruktoz/glikoz (F/G) oranlarmdadir. F/G oranlar1 meyve tiirline
ozeldir. Ornegin bir meyvenin farkli gesitlerinde toplam seker miktar1 farkli olmasina
ragmen ayni cins meyvenin F/G orani sabittir. Bu oran bazi meyve tiirlerinde 1 civari
iken bazi meyve tiirleri yiiksek fruktoz igerir ve oran 2.5’u agabilir. Meyvelerin F/G
oranlarmin bilinmesi diyabet hastalar1 ve 6zellikle fruktoz toleransi diisiik kisiler i¢cin
onemlidir. Ticari meyve sular1 i¢in gecerli kurallar ¢ergevesinde meyve suyuna seker
ilavesi olmamas1 gerekir. Seker ilaveli meyveli igecekler, etiketlerinde meyve suyu
degil nektar olarak adlandirilmalidir. %100 meyve suyu olarak etiketlendirilen
meyve sularinin daha ucuz meyve sulari ile hilelendirilmesi bu sektorde rastlanan bir
problemdir. Meyve sularinin F/G igerigi bu hilelendirmeleri de ortaya ¢ikaracak bir
Olciittiir. Kapiler elekroforez yontemi ile seker tayini basit ve hizli bir sekilde
yapilabilmektedir.

Kapiler elektroforez (CE), bir elektrik alan varliginda, yiikli tiirlerin gé¢ etmesine
dayali bir analiz teknigi olan elektroforez ile kromotografinin bilesimi olan bir
tekniktir. Kapiler elektroforeze has olumlu 6zellikler; genis analitik ¢esitlilik, yiliksek
verimli ayirim, yiiksek kiitle duyarliligi, son derece diisiik 6rnek hacimleriyle ¢alisma
olanagi, diisiik analiz siireleri (genellikle <30 dak ), tampon ¢ozelti ve diger sarf
malzemelerin (kapiler borular vb.) asgari diizeyde kullanimi, ileri tani sistemleriyle
(kiitle spektroskopisi gibi) uyumluluk ve temel cihaz kurgusunun basitligi ile
siralanabilir.

Sagladig1 yiiksek aymrmmcilik ve segicilik sayesinde CE, gida, ilag, ¢evre, adli tip,
biyoloji gibi pek cok arastrma alaninda basariyla kullanilmaktadir. CE protein,
peptit ve aminoasit dizilimleri, tek hiicre analizleri ve DNA dizilim, gen mutasyonu,
vh. genetik aragtirmalarda da kullanilmaktadir. Son yillarda CE in gida alaninda ¢ok
sayida uygulamalari1 goriilmekte ve gida igerigindeki ¢cok sayida bileseninin analizi
CE ile yapilabilmektedir.

Bu c¢aligmada taze ve ticari visne sularmin seker tayini kapiler elektroforez yontemi
ile basit ve hizli bir sekilde gergeklestirilmistir. Sekerler ancak yiiksek pH’larda
yiiklenebildiklerinden ayirma ortamimin pH’ 1 12,3 olarak seg¢ilmistir. Ayirma ortami
olarak sorbik asit tamponu seg¢ilmis, sorbik asit hem aywrma tamponu hem de
kromofor olarak gorev yaparak, UV aktif olmayan sekerlerin dolayli dedeksiyonu
saglanmistir. Caligma tamponuna eklenen ve katyonik yiizey aktif bir madde olan,
CTAB ile kapiler i¢indeki elektroosmotik akis ters ¢evrilerek yiiksek pH’ da negatif
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yiiklenmis olan sekerlerin daha kisa siirede ayrimi saglanmistir. Bu yontemle taze
sikilmig ve ticari meyve sularmin fruktoz ve glukoz icerikleri kantitatif olarak tayin
edilmistir.
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DETERMINATION AND COMPARISON OF THE AMOUNT OF TOTAL
ANTHOCYANIN, TOTAL PHENOLICS AND SUGAR CONTENT OF
FRESH AND COMMERCIAL CHERRY (PRUNUS CERASUS) JUICES

SUMMARY

Anatolian is one of the most important regions of the world with regard to population
diversity of plant. A lot of plant naturally exist that the cherry (Prunus cerasus) is
one of them. Turkey is one of the major cherry producer with 192,705 tone
production yearly.

Prunus cerasus (sour cherry, tart cherry or wild cherry) is a species of Prunus in the
subgenus Cerasus (cherries), native to much of Europe and southwest Asia. It is
closely related to the sweet cherry (Prunus avium), but has a fruit that is more acidic.
Its homeland is Anatolian and Balkans, it can grow up to 5-7 cm. It bears fruit when
4-5 years old and it can live 40-50 years. Two important sour tree are grown in
Turkey. One of them is Kutahya sour cherry whisch is long-stemmed, juicy, sour and
red and it has large size. The other one is Hungarian sour cherry which is short —
stalked, dark red coloured thick rind and sour. Two of them bear plenty of fruit
starting in July.

Sour cherry’s specific red colour is correlated its anthocyanin content. Anthocyanins
are water-soluble vacuolar pigments that may appear red, purple, or blue depending
on the pH. They belong to a parent class of molecules called flavonoids synthesized
via the phenylpropanoid pathway; they are odorless and nearly flavorless,
contributing to taste as a moderately astringent sensation. Anthocyanins occur in all
tissues of higher plants, including leaves, stems, roots, flowers, and fruits.
Anthoxanthins are clear, white to yellow counterparts of anthocyanins occurring in
plants. Anthocyanins are derivatives of anthocyanidins, which include pendant
sugars. Most of anthocyanin’s colour change with the pH of the media like an
indicator. Their colour is purple-red at lower pH values, and blue-green at higher pH
values. The colour of cherry is red due to the anthocyanins color change with
cherry’s high acidity.

Anthocyanins have powerful antioxidant effect in addition to coloring feature.lt is
thought that they have anti-aging effect on cells and they are anticancer due to
demonstrate inhibition of free radical formation. It is known that they protect healthy
tissues and cells, accordingly they reduce the risk of cancer and hearth diseases.
Beside these they increase visual activity.

Researchers found four anthocyanin type in sour cherry; cyanidin-3-
glucosylrutinoside,cyanidin-3-sophoroside, cyanidin-3-rutinoside and cyanidin-3-
glucoside.

Sour cherry is known as a powerful antioxidant fruit due to its structure that has
metabolites such as polyphenols, anthocyanins. As is known, antioxidants are
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compunds that prevent oxidation caused by free radicals and have the ability to
capture and stabilize free radicals. Free radicals are molecules that can act
independently due to having unpaired electrons on their atomic orbitals. Free radicals
can occur during the vital functions or mitocondrial leakage, with endogen sources
like respiration, enzyme reactions or otooxidation reactions and with the effect of
environmental sources lika cigarette smoke, air pollution, UV rays and ionizing
radiation.

When free radicals are not neutralized in the body, they can kill cells by destroying
the cell membrane, block the cell function by exterminating the membrane lipids and
proteins, effect geneitc material in nucleus by burning core membrane, reduce the
effect of immune system by destroying cells in immune system.

Nowadays, it is known that free radicals causes varios disesases. It is claimed that
reactive oxygen species cause cardiovascular disesases, various cancer types,
cataract, weakening in immune system, nervous system diseases and acceralete
aging. There are water and fat-soluble antioxidants in cells to prevent this damage of
free radicals. Presence and effectiveness of these antioxidants is associated with
consumed foods. Nowadays, it is known that the antioxidants, found in foods
especially plant-derived, reduce the risk of various disesases.

Anthocyanins that coloring sour cherry and phenolic compounds are antioxidant
sources of sour cherry. The purpose of this thesis is determination of total phenolics
and antioxidant activity of fresh and commercial sour cherry juices. The amount of
total phenolics are determined with Folin—Ciocalteu method, the amount of total
anthocyanins are determined with pH differantial method.

Fruits generally contains fructose and glucose as sugar. Some fruits total sugar
content is higher, but some of them is lower. There is an important difference in
fruits between the fructose/glucose ratio. F/G ratio is special for every fruit species.
For example, the total sugar content of different varieties of same species is different
from each other altough F/G ratio of same species of fruit is constant. While this
ratio is equal to 1 for some fruits, it can be over 2,5 for some fruits that contain
fructose in higher amounts. It is important to know the sugar content of fruits for
diabetics and especially people who has low tolerance for fructose. Accordance with
the rules applicable to commercial fruit juices should not be adding sugar to fruit
juice. Fruit drinks that contain extra sugar should be labeled as nectar not fruit juice.
Cheating with adding cheaper fruit juices to the fruit juices which are labelled as
%100 fruit juice is a common problem. F/G ratio is a criterian for debunking this
tricks. Sugar can be determined easily and fast with capillary electrophoresis
method.

Capillary electrophoresis (CE), also known as capillary zone electrophoresis (CZE),
can be used to separate ionic species by their charge and frictional forces and
hydrodynamic radius. In traditional electrophoresis, electrically charged analytes
move in a conductive liquid medium under the influence of an electric field.
Capillary electrophoresis unique positive features can be listed as a wide variety of
analytical, highly efficient separation, high mass sensitivity, the ability to work at
extremely low sample volumes, lower analysis times (typically <30 min), solvent
(buffer solution), and other supplies (capillary tube and so on. ) to a minimum the use
of advanced diagnostic systems (such as mass spectroscopy), compatibility and
simplicity of structure of the device.
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CE is used succesfully in nutrition, medicine, forensic medicine and biology owing
to its high yield and selectivity. CE is also used in genetic researches such as protein,
peptide and amino acid sequences, single-cell analysis and DNA sequencing, gene
mutation, and so on. Recently, most of food component analysis have been
performed with CE.

In this study, determination of sugars in fresh and commercial cherry juices were
performed by CE as a simple and fast way. Since sugars can only be charged at high
pH values, pH of the seperation media was chosen as 12,3. Sorbic acid was chosen as
both seperation buffer and chromophoric substance and indirect detection of UV-
inactive sugars were achieved. EOF in the capillary was reversed with the addition of
a cationic surfactant, CTAB, to the separation buffer and negatively charged sugars
at pH 12,3 were separated in 5 min. With this method, fructose and glucose were
determined, separated and quantified in sour cherry juices.
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1. GIRIS

Kapiler elektroforez (CE) yontemi; yeni gelisen bir yontem olmasina ragmen diger
analiz yontemlerine gore pek cok iistiinliikleri vardir. Az ¢oziicii sarfiyati, kiigiik
hacimlerde (nL) numune enjeksiyonu, ayni kolonla hem polar hem apolar
maddelerin, katyon ve anyonlarin biiyiik molekiillerin ayn1 anda analiz edilebilmesi,
basitligi, yiiksek ayirim giicii gibi avantajlarindan dolay1 son yillarda hizla gelisen ve
pek ¢ok alanda kullanilan bir yontemdir. Bircok maddenin analizinde, DNA gibi
biiyiik molekiillerin analizlerinde, inorganik anyon ve metal iyonlarmin analizinde

oldukga fazla kullanilan bir yontemdir [1].

Kapiler elektroforez gidalardaki uygulamalari ile 6vgiiye degerdir. Uzun siiren
ekstraksiyon islemlerine gerek olmaksizin gida Orneklerinin  proteinleri
uzaklastirildiktan sonra dogrudan enjeksiyonu veya basit bir 6n islemle enjeksiyonu,
zaman, reaktif harcamasi, ekstraksiyon islemleri sirasinda olasi hatalar, vb. gibi
analizi etkileyen ve performansinin azalmasina neden olan etkileri yok ederek kisa
sirede kesin ve dogru sonu¢ alinan bir yontem olarak 6nemli bir duruma

kavusmustur.

Antioksidanlar; radyasyon, c¢evre kirliligi gibi olaylardan etkilenen canli
metabolizmada kendiliginden olusan serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarini
Onleme yetenegine sahip maddelerdir. Bitkilerin rengi, kokusu ve tadindan sorumlu
olan fenolik asitler ise antioksidan aktiviteden sorumlu bilesiklerdir. Bitkilerde dogal
olarak bulunduklar1 i¢in ¢ok 6nemli antioksidan kaynaklaridirlar. Bu 6zelliklerinden
dolay: literatiirde fenolik asitler ile ilgili pek ok ¢aligma yapilmustir [2]. Ote yandan
kirmizi meyvelere rengini veren antosiyaninler de antioksidan 6zellik gosteren

bilesiklerdir.

Meyvelerde bulunan en 6nemli sekerler fruktoz ve glukozdur. Meyvelerde bulunan
fruktoz ve glukozun mutlak miktarlar1 degissede fruktoz/glukoz oranlar1 meyveler

icin spesifiktir. Pek ¢ok meyvede bu oran bir civarinda iken bazi meyvelerde 2,5



civarinda olmaktadir. Meyve sularinin seker suruplar1 veya ucuz meyve sulari ile

hilelendirilmesinin teshisinde fruktoz/glukoz orant 6nemli bir gostergedir.

Bu calismanin amaci taze ve ticari visne suyu Orneklerinde toplam antosiyanin,
toplam fenolik ve seker iceriklerinin belirlenmesidir. Visne suyu 6rneklerinde toplam
antosiyanin tayini pH diferansiyel metodu ile, toplam antosiyanin tayini Folin-
Cicolteau metodu ile yapilmistir. Seker tayini ise kapiler elektroforez yontemi ile
gerceklestirilmistir.  Kapiler elektroforez ugucu olmayan, yiiksiiz —seker
molekiillerinin tayininde hizli ve kolay uygulanabilir bir yontemdir. Yiiksek pH
ortaminda negatif yiiklenen seker molekiilleri, ayirma ortamma yiizey aktif madde
ilavesiyle ters g¢evrilen elektroosmotik akis sayesinde hizli bir sekilde ayrilmis ve

indirekt tayin yontemiyle miktarlar1 bulunmustur.



2. KAPILER ELEKTROFOREZ

Elektroforez, bir elektrik alan altindaki tampon ¢ozeltide yiikli partikiillerin belirli
bir pH’da diferansiyel gd¢ hizlarma dayanan ayirma yontemidir. Isvegli kimyaci
Arne Tselius tarafindan serum proteinleri lizerinde ¢alisirken ilk olarak bulunmus
olup proteinler, niikleik asitler, amino asitler ve karbonhidratlar gibi bircok zor

analitik ayirma problemlerine uygulanmaktadir [1,2].

Gilintimiizde elektroforez ya jel ya da dar bir kolon seklinde olan kapilerde
gerceklesmektedir. Kapiler elektroforez 1980’lerden itibaren akademik alanda ve
endiistride hizla gelisen bir teknik olarak oldukga hizli, 0.1 ile 10 nL gibi ¢ok kiiciik
hacimlerdeki numunelerle saglanan yiiksek aymrma giicline sahip bir yontemdir.
Farkli tiplerinin farkli ayirim mekanizmalari ile segicilik gostermeleri, kantitatif
analizde ayn1 anda dedeksiyon potansiyeli, hizla 6nemli bir ayirim teknigi haline

gelmesine neden olmaktadir [1,3].

Analizler 25-100 um i¢ ¢apa sahip kapiler kullanilarak gergeklestirilir. Ayirimeiligi
yiiksektir, kolay metod olusturulabilir. Ciral aymrimlar iizerindeki basarili ¢alismalar
ile son zamanlarda ila¢ sanayisinde ve genom arastirmalarinda 6nde gelen bir analitik

cihaz olarak kullanilmaktadir [4].

2.1 Kapiler Elektroforezin Prensipleri

Ayirimi saglayan bolge elektrolit ¢ozeltisiyle doldurulmus dar bir kapiler kolondur.
Kapilerin iki ucu, iki farkli ¢ozelti kabma batirilir ve bu iki kapta bulunan
elektrotlara uygulanan yiliksek voltajla, kapilerin bir ucundan injekte edilen 6rnek
diger ucuna dogru ilerler ve dedeksiyon bu ugta gerceklesir. Sistemin basit bir semasi1

Sekil 2.1°de verilmistir [5].
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Sekil 2.1. Kapiler elektroforez sistemi i¢in genel bir gosterim.

2.2 Elektroforetik Mobilite

Elektroforetik ayirmalarin temeli, analitlerin bir elektrik alanda, farkli hizlarda go¢
etmesine dayanmaktadir. Bir iyonun elektrik alandaki hizi asagidaki formiil ile ifade
edilir.

v=pe . E (2.1)

Burada; v iyon go¢ hizi, p. elektroforetik mobilite, E ise uygulanan elektrik alandir.
Tanecigin mobilitesi ortamdaki elektrik alan kuvvetinden ve siirtiinme kuvvetinden
etkilenir. Yikli tanecik {izerine etkili olan elektrik alan kuvveti iyonun yiikii ve

uygulanan elektrik alan ile dogru orantili ve siirtiinme kuvveti ile ters orantilidir[6].
Elektrik alan kuvveti;

Fe=Q.E (2.2)

ve kiiresel bir tanecik i¢in siirtiinme kuvveti;
Fe= -6lIgrv (2.3)
esitlikleri ile verilir.

Burada, q iyon yiikii, n ¢ozelti viskozitesi, r iyon ¢ap1, v iyon hizini ifade eder. Sabit
elektrik alan uygulandiginda siirtiinme ve elektrik alan kuvveti esitlik 2.4° deki gibi
dengeye ulasir. Boylece yiiklii tanecikler sabit hizla hareket ederler.



FE: F|: (24)

(2.2) ve (2.3) esitlikleri (2.4) esitliginde yerine konup diizenlenir ise pe esitlik
(2.5)’deki gibi tanimlanabilir.

pe= v /E=q/ 6Ilyr (2.5)

Viskozite sabit oldugundan, elektroforetik mobilite (Lie), tanecigin yiik ve biiylikliik
oranma (q/r) bagl olacaktir. Analitler bu orana bagh olarak elektrik alanda farkl
hiza sahip olurlar. Kiigiik ve ¢ok yiiklii tiirler yliksek mobiliteye sahipken, biiyiik ve
az yikli tirler disiik mobiliteye sahiptir. Tamponun pH’min degismesi bazi

analitlerin yiikiinii degistirir ve bdylece analitlerin elektroforetik mobiliteleri de
degisir [6,7].

2.3 Elektroosmotik Akis

Kapiler elektroforezdeki en temel kavramlardan biri elektroosmotik akistir.
Elektroosmotik akis, elektrik alan uygulanmasi sonucu i¢ kapiler duvarinda olugsan

cift tabaka yiikiiniin (Sekil 2.2) sebep oldugu bir hacim akigidir.
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Sekil 2.2 : Kapiler duvari ¢ift tabakasi.

pH 2’nin iizerinde ¢alisildiginda silika kapilerin i¢ duvari negatif yiiklenir. Bunun

nedeni silanol gruplarmin disosiye olmasidir.



SiOH (k) < SiO-(K) + H+(aq)

Yik dengesini olusturan karsit iyonlar (genellikle katyonlar) ise ¢ift tabakayi
olusturarak duvara ¢ok yakin bir bolgede potensiyel farka sebep olurlar. Bu

potansiyele zeta potansiyeli denir [8].

Bu sisteme, yiiksek bir voltaj uygulandiginda (+) yiikli iyonlar (-) yiikli elektroda
dogru hizli hareket ederken iyonlarin etrafindaki hidratize halde ¢oziiciide bir akis
meydana getirirler. Iste buna elektroosmotik akis (EOF) veya endoosmotik akis
denir. Bu akis kapiler elektroforezde, ayrilmanin gerceklesmesini saglayan temel

olaydir.

Elektroosmotik akis hizi su sekilde ifade edilir:

Vo= },l.o.E (26)

Burada vo; elektroosmotik akis hizini; o elektroosmotik mobiliteyi gosterir.

Cozeltide osmotik mobilite, genellikle iyonik mobilitelerden biiyiiktiir. Bundan
dolay1 ¢ozelti igindeki tiim tanecikler, yilikii ne olursa olsun bu gii¢lii akis hiz1 ile

negatif elektroda dogru siiriiklenir.

Taneciklerin hizin1 sdyle ifade edebiliriz:

Pozitif iyonlar igin =~ v+= (otps).E
Notral iyonlar igin ~ vo= po.E (2.7)

Negatif iyonlar i¢cin v= (po-p.).E

Maddelerin gb¢ zamanlari sadece elektroforetik mobiliteleri ile degismez. Asagidaki
esitlikte de goriildiigii gibi gd¢ zamanlari, kapilerin boyu ve uygulanan voltaj ile de
alakalhdir. Kapilerin etkin boyu, injeksiyon noktasindan dedektore kadar olan

kisminin uzunlugudur.



t= 1L / ((tteof 2p1)V (2.8)

t = gelis siiresi

L = Kapilerin tam boyu
| = Kapilerin etkin boyu
V = voltaj

Katyonlar kendi mobilitelerine eklenen EOF etkisiyle en hizli hareket eden
taneciklerdir. Notral tanecikler EOF hizinda birbirlerinden ayrilamadan katoda
varrrlar. Anyonlar ise anoda dogru bir mobiliteye sahip olmalarma ragmen

elektroosmotik akis esliginde katoda vardiklarindan en yavas taneciklerdir.

Elektroosmotik akigin diger bir 6nemli 6zelligi ise diiz akis olmasidir (Sekil 2.3a).
Akist ilerleten kuvvet kapiler boyunca diizenli dagilmistir ve herhangi bir basing
degisimi olmadigindan akis diize yakindir. Diiz akis, analitlerin dagilimma sebep
olmamasi sebebiyle dik ve simetrik pikler saglar. Bu nedenle CE“in ayirim etkinligi
yiikksektir. Dis basmcin itici giic oldugu HPLC*de ise laminar akis gozlenir
(Seki2.3b). Laminar akis, pik genislemesine neden olur [7].

D
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Sekil 2.3 (a) Elektroosmotik diiz akis. (b) Basingla saglanan laminer akis.



2.3.1 Elektroosmotik akis varhginda analitlerin gecisi

Duvar yiikii negatif olan silika kapilerde, elektroosmotik akis hizi anottan katoda

dogrudur.
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Sekil 2.4 Analitlerin EOF ile birlikte hareket yonleri.

Katot bolgesine yakin yerlestirilen dedektore elektroforetik mobilitesi EOF yoniinde
olan katyonlar ilk olarak ulagir. Daha sonra gelen ndtral molekiillerin kendi
elektroforetik mobiliteleri olmadigindan EOF ile hareket ederler. Takiben gelen
anyonlarin elektroforetik mobiliteleri EOF’ ye ters yonde oldugundan dedektérden
en geg¢ bu iyonlar gegerler. Boylelikle, kapilerin pozitif ucundan injekte edilen biitiin

tiirden yiikleri igeren 6rnek karisimi tek bir ¢alisma metoduyla tayin edilmis olur [7].

2.4 Elektroosmotik Akis Hizina Etki Eden Faktorler
EOF e etki eden faktorler asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 2.1: EOF’¢e etki eden faktorler [9].

Ayirma sistemindeki degisiklik EOF'e etkisi
Tamponun pH degeri arttiginda EOF 1

Tampon konsantrasyonu arttiginda EOF|

Sicaklik arttiginda EOF 1 (y degisimi nedeniyle)
Organik ¢oziicii ilavesi ile EOF|1

Pozitif yiliklii ylizey aktif ilavesi ile EOF terse cevrilir
Elektrik alan arttiginda EOF 1




2.5 Kapiler Elektroforez Cihazinin Temel Bilesenleri

Kapiler elektroforez cihazinda kullanilan kapilerler genellikle silika kapilerlerdir.
Silika kapilerler kirilmay1 6nlemek ve elastikiyeti saglamak amaciyla koruyucu bir
polimer tabaka ile kaplanmistir. Bu polimer tabakanin ¢ok kii¢iik bir kism1 yakilarak
dedeksiyon i¢in gereken optik pencere elde edilir. Bu kapilerlerin i¢ ¢aplar1 10-200
um, dis ¢aplart 350-400 pm arasinda degismektedir. Genellikle i¢ ¢ap1 25-75 pm
olanlar kullanilmaktadir. Kapiler elektroforezde kapiler boyu, 0 — 1 m arasinda
degismektedir. Kapilerin boyu uzaik¢a ayrim kolaylagsmasina karsin aywrma siiresi

artar [10].

Tekrarlanabilir sonuglar alimmasi agisindan kapilerin kullanima hazirlanmasi
(sartlandirma islemi) ¢ok Onemlidir. Yeni kapiler genellikle 1M NaOH ile en az
yarim saat yikanarak aktif hale getirilir ve ¢alismaya baslarken kapilerin tamponla

belli bir stire dengeye gelmesine miisaade edilir.

CE’ de silika kapiler kadar kullanighh olmasa da nadir olarak teflon kapilerler de
kullanilir. Teflon gegirgen oldugu i¢in 6zel bir optik pencere agmaya gerek
duyulmamaktadir. I¢ ¢aplarinda homojenligi saglamak zor oldugu gibi diisiik 1s1

transfer 6zelligi de dezavantajlarindandir [3].

Kapiler Kolon Bilgisayar

_I Omek Bolmesi

NV V.V
Anot EJ

B Katot

Tampon Cozelti Tampon Cozelti
Yiiksek Voltaj
Kaynag

Sekil 2.5 : Kapiler elektroforez cihazinin sematik gosterimi.



2.5.1 Voltaj kaynag

Uygulanan voltaj, CE’de elde edilen ayrim veriminde en 6nemli etkendir. Bir iyonun
mobilitesi, uygulanan voltaj ve bu voltaj sonucunda olusan elektrik alan kuvveti ile

iliskilidir. CE’de uygulanan elektrik alan 200-600 V/cm arasindadir [11].

2.5.2 Enjeksiyon

Kapiler elektroforezde ayrimi yapilacak olan numuneyi kapilere almak igin
hidrodinamik ve elektrokinetik injeksiyon olmak {izere iki tip enjeksiyon uygulanir.

2.5.2.1. Hidrodinamik enjeksiyon

Bu enjeksiyon ¢esidinde 6rnek, uygulanan basing vasitasiyla kapiler icerisine alinir.
Cihazin tipine gére hidrodinamik enjeksiyon ii¢ farkli yontemle yapilmaktadir. ilk
yontemde 6rnek kismina kontrollii bir basing uygulanirken diger yontemde kapilerin
diger ucuna uygulanan kontrollii bir vakumla 6rnek kapiler i¢ine alinir. En son
yontemde ise basin¢ farki, Ornekle tampon arasinda bir seviye farki meydana
getirilerek saglanir. Hidrodinamik enjeksiyon i¢in enjeksiyon hacmi esitlik (2.9)’

daki gibi hesaplanir.

V=APIIr*/8yL (2.9)

Burada AP kapiler boyunca basing farkini, r kapilerin i¢ ¢apini, t injeksiyon siiresini,

1y tamponun vizkositesini, L kapilerin toplam boyunu gostermektedir.

Sifonik injeksiyon i¢in AP asagidaki esitlikten hesaplanabilir:

AP=pgAh (2.10)

Burada p 6rnegin yogunlugunu, g yergekimi ivmesi katsayismi, Ah 6rnek ve tampon

kab1 arasindaki yiikseklik farkini gostermektedir [12].
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2.5.2.2 Elektrokinetik enjeksiyon

Bu injeksiyon ¢esidinde, kapiler 6rnek kabinin igindeyken, kisa bir siire voltaj
uygulanarak 6rnek kapiler igerisine alinir. Elektrokinetik injeksiyonun tekrarlanirlig
hidrodinamik injeksiyona gore daha azdir. Injekte edilen madde miktari analitlerin

elektroforetik mobilitelerine baghdir [13].

2.5.3 Dedektor

CE’de en sik kullanilan dedektorler UV-Vis ve floresans dedektorlerdir. Diger

dedeksiyon yontemleri ve uygulamalari ¢izelge 2.2 de verilmistir.

Cizelge 2.2 : Kapiler elektroforezde kullanilan dedeksiyon gesitleri [14].

LOD

Dedeksiyon Tiirii (mol/L) Tipik Uygulamalanr
UV absorbsiyon 107-10™ Aromatik bilesikler, proteinler, niikleik asitler
Indirek UV 10™°-10™ Aminler, sekerler, org. , inorganik iyonlar
Floresans 10°-10" Aminoasitler, DNA, peptidler

Kolay indirgenebilen ve yiikseltgenebilen
Amperometri 108-10° maddeler
Potensiyometri 10°-107 Alkali iyonlar1
Kiitle
spektrometrisi 108-107 Protein, peptid, ila¢
Alev Fotometrisi 10°-10° iyonik organik bilesikler
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3. ANTIOKSIiDAN MOLEKULLER

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri

stiptirerek hiicrenin zarar gormesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik

fonksiyon tagiyan molekiillerdir [15].

Viicutta kalkan gorevi yapan bu kimyasal bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarini

vererek serbest radikalleri notralize etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline

gelmemeleridir [16]. Antioksidanlarin insan saglhigindaki yerini belirleyen en 6nemli
faktorler, onlarin kimyasal yapilari, ¢ozlniirliikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal

kaynaklardan elde edilebilmeleridir [17].

Canli sistemlerde gerceklesen biitiin fizyolojik siiregler; enzim, hormon ve iz
elementler gibi farkli ajanlar tarafindan yonetilen oksidasyon ve indirgenme
reaksiyonlarmin kompleks kombinasyonlarini i¢erir. Canlilarda redoks dengesinde
meydana gelebilecek herhangi bir degisiklik, hiicrelerin ve doku fonksiyonlarinin
bozulmasina sebep olabilir. Antioksidan maddeler dokularda dogal olarak bulunur ve
farkl1 oksidasyon reaksiyonlarini diizenler. Ayrica, antioksidan maddeler veya
antioksidan savunma sistemlerinde bulunan bazi bilesenlerin endojen sentezinde

meydana gelebilecek bir yetersizlik, farkli hastalik tiirlerini meydana getirebilir [18].

Son yillarda yapilan klinik ¢alismalarda, yaslanma ve yaslanmanin dejeneratif
hastaliklarinda (kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, katarak vb.) anahtar rolii viicutta
bulunan serbest radikallerin tistlendigi belirlenmistir [19]. Serbest radikaller, viicutta

meydana gelen normal fizyolojik prosesler ve patolojik sartlar altinda olusmaktadir.

Serbest radikaller notralize edilmediginde viicutta, hiicre membrani proteinlerini
yikarak hiicreleri 6ldiirmek, membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre
membranmi sertlestirip hiicre fonksiyonlarini engellemek, ¢ekirdek membranmi
yararak cekirdekteki genetik materyale etki edip, DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara
acik hale getirmek ve bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik

sisteminin etkisini azaltmak gibi hasarlara neden olabilirler.

13



Viicutta olusan serbest radikallerin inaktivasyonu antioksidan savunma
mekanizmalariyla gerceklestirilmektedir. Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda
dahi bulunduklar1 ortamdaki oksidasyonla bozunmaya ugrayacak substratlari

oksidasyona karst koruyan veya oksidasyonu tam olarak ortadan kaldiran
bilesiklerdir.

Antioksidanlar etkilerini; serbest radikal olusumunu engellenmesi (baslatic1 reaktif
tiirevleri uzaklastiric1 etki, oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyon azaltict etki,
katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki) ve olusan serbest radikallerin etkisiz hale
getirilmesi (toplayici etki, bastirict etki, onarict etki, zincir kirici etki) olmak iizere
iki sekilde gosterirler. Antioksidanlarin viicuttaki aktivitesi, ortamdaki oksijen
miktari, sicaklik, konsantrasyon miktar1 ve substrat cesidi gibi o6zelliklere bagl

olarak degiskenlik gosterir.

Dogal antioksidan kaynaklar1 olarak meyveler, sebzeler, bitkisel gaylar, sarap, kahve
ve kakao gibi tiriinleri igeren birgok gida maddesi ve i¢ecegini saymak miimkiindiir.
Dogal antioksidan kaynaklarmi genel olarak ‘bitki fenolik maddeleri’

olusturmaktadir [20].

3.1 Fenolik Maddeler

Fenolik bilesikler bitkinin normal gelisimi swrasinda sentez edilen ikincil
metabolitlerdir. Fenolik maddeler; genellikle bir veya birden fazla hidroksil grup
iceren bir aromatik halkaya sahip, farkli yap1 ve fonksiyonlardaki metabolitlerdir
[21]. Gidalarda bulunan fenolik bilesikler en siklikla meyvelerde goziikmekle birlikte
meyvenin ¢esidine bagli olarak farkliliklar s6z konusudur. Ayrica ayni meyve
tiirlinde; biiyiime mevsimi, cins, ¢evresel ve iklimsel kosullar, bitki hastaliklari,
toprak c¢esidi, cografik bolge, olgunluk gibi etkenler fenolik bilesik icerigini
etkilemektedir [22].

Gidalarda bulunan fenolik maddeler; renk, acilik, burukluk, tat, koku ve f{iriiniin
oksidatif stabilitesine etki edebilmektedir [21]. Besinsel fonksiyonu olmamasina
ragmen gidalardaki fenoliklerin saglik iizerine olumlu etkileri vardir. Flavonoidler
ve diger bitki polifenolleri yiiksek redoks potansiyelleri ile dnemli antioksidanlardir.
Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri serbest radikalleri baglamalari, metallerle

selat olusturmalari, bazi enzimleri inaktive etmeleriyle agiklanir [23].
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Dogal olarak olusan fenolik maddelerin en yaygin grubu flavonoidlerdir.
Flavonoidlerin disinda bitki fenolleri; basit fenolleri, fenolik asitleri (benzoik ve
sinnamik asitler), kumarinleri, stilbenleri, hidrolize ve kondense tanenleri, lignan ve

ligninleri igermektedir [20].

Fenolik maddeler, bitkilerde homojen olarak dagilmamaktadir. Suda ¢6ziinmeyen
fenolikler hiicre duvarin bileseni iken, suda ¢dziinenler bitki hiicresinin iginde yer
alirlar. Bitkisel dokuda bitkinin dis tabakasi i¢ tabakadan daha fazla fenolik madde
icermektedir. Lignin ve hidroksi sinamik asitler gibi hiicre duvarinda bulunalar,
cesitli hiicresel bilesenlerle baglantilidir. Bu maddeler; hiicre duvarmin mekanik

giiciine katkida bulunur ve bitki gelisiminde diizenleyici rol oynarlar [20].

3.2 Antosiyaninler

Antosiyaninler iizim, ¢ilek, kiraz, visne gibi meyvelere rengini veren (kirmizi, mor,
pembe, mavi) ayrica c¢esitli ¢igekler ve bitki kokleride de bulunan, en iyi dogal

renklendiricilerdir [24].

Antosiyaninlerin  yapisinda heterosiklik bir halka olan pirilyum katyonu
bulunmaktadir. Pirilyum ise yapisinda pozitif yiiklii bir oksijen bulunan bir
oksonyum iyonudur. Antosiyaninler bu eksik elektrondan 6tiirii oldukca aktif
polimetoksi tiirevlerinden olusan glikozitlerdir. Bu yapi, seker gruplarinm(mono-di-
tri sakkaritler ), seker olmayan (aglikon) maddelerle birlesmesi ile olusmaktadir.
Antosiyaninlerin seker olmayan kismi, fenolik maddelerden antosiyanidinler (C6-
C3-C6) olarak adlandirilmaktadir. Her bir antosiyanidinin farkli seker ya da asitlerle,

farkli pozisyonlarda baglanmasi ile ¢ok sayida antosiyanin olusabilmektedir [24,25].
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Sekil 3.1 : Antosiyanidinin yapisi.

R1 ve R2 gruplarma farkli gruplarin baglanmasiyla farkli antosiyanidinler olusur.

Baslica antosiyanidinler; pelargonidin, siyanidin, delfinidin, peonidin ve malvidindir.

Bunlar arasinda en yaygin bulunani siyanidindir [26].

Antosiyanin flavonoidleri, pigment olarak rengin olusumunda Onemli etkiye
sahiptirler. Bu bilesenler, taze yapraklarda ultraviyole i1sinlarmnin neden oldugunu
zarara kars1 koruyucu etki gostermekte, patojenlere direnci artirmaktadirlar. Ayrica
Antosiyaninler antioksidan enzim inhibitorii olarak da rol oynayabilmektedirler.
Buna ilaveten flavonoidler fotosentez ve enerji transfer bilesenleri olarak da

fonksiyon gosterebilir ve bitkinin gelisiminde etkili olabilirler [27].

Antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen faktorler; pH, sicaklik, 1sik, kopigmentler,
metalik 1iyonlar, oksijen, askorbik asit, seker, degredasyon iirlinleri seklinde
siralanabilir. Bu faktorlerin yani sira agillenme gibi antosiyanin yapismi etkileyen

durumlar da stabiliteyi etkilemektedir [28].

En O6nemli antosiyanin kaynaklari, {iziim suyu ve sarap yapiminda atik olarak ele
gecen posalar, baz1 iliziim cesitleri, kusburnu, (0.6-0.8mg/g meyve) miirver agaci
meyvesi (2-10mg/g meyve), kiraz (43.6 mg/100 g meyve) ve visne ( 35-82 mg / ¢
meyve) seklinde belirtilmistir [24].
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4. KARBOHIDRATLAR

Karbohidratlar, miktarlar1 agisindan konusmak gerekirse, diinyadaki organik
bilesiklerin en biiyiik grubu olup bitki, hayvan ve mikroorganizmalardaki her yasam
bicimiyle uzaktan veya yakindan iliski icindedir. Gida bilesenleri i¢inde en
onemlilerinden biri (nigasta gibi) olup, insan giysisi, kagit ve pek ¢ok biyoteknolojik

islem i¢in (bira ve antibiyotik iiretimi gibi) hammadde olarak kullanilmaktadir.

Cx(H20)y genel formiilii ile gosterildikleri igin eskiden beri karbonun hidratlar:
anlamindaki karbohidratlar ismiyle adlandirilirlar. Diger adlandirmalar1 sakkaritler
veya sekerlerdir. En ¢ok bilinen sakkaritler sofra sekeri olan sukroz, kan sekeri olan
glikoz, malt sekeri olan maltoz ve meyve sekeri olan fruktozdur. Karbohidratlar
polihidroksi aldehitler ve polihidroksi ketonlar veya hidrolize polihidroksi aldehit ve
keton veren bilesiklerdir. Bu bilesikler yar1 asetal veya asetal yapilarda
bulunabildikleri i¢in ( >C=0 ve OH igeriyorlar) karbohidratlar ayrica hemiasetaller
(variasetaller) ve asetaller veya hemiketaller (yar1 ketaller) ve ketaller olarak da
isimlendirilir.

Karbohidratlar kimyasal yapilar1 itibariyle ii¢ ana gruba ayrilabilir, bunlar a)
monosakkaritler, b) disakkaritler ve c¢) polisakkaritler seklindedir. Hidroliz ile daha
kiigiik karbohidratlara ayrilamayan sakkaritlere monosakkaritler denir. Hidroliz ile
yalniz 2 mol monosakkarit verenlere disakkaritler, daha ¢ok sayida monosakkarit
icerenlere polisakkaritler denilmektedir. En bilinen monosakkaritlerden olan glikoz
biitiin bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda bol miktarda bulunur;
biyolojik sistemlerde en dnemli organik bilesiklerden biridir; nisasta ve seliiloz gibi
pek cok polisakkairidin bilesenidir. Disakkaritlerden olan fruktoz ise pek ¢ok
meyvede, bitkide ve balda serbest olarak; sakkaroz gibi oligosakkaritlerde de yapitasi
olarak bulunur. Sukroz, pek ¢ok koklii bitkide (sekerpancari, havug) ve meyvelerde
(erik, kayisi) ve serbest halde bulunmakta olup diinyada en yaygin kullanilan

tatlandiricidir.
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Karbohidratlar bitkilerin ve diger canlilarin yapilarindaki en 6nemli elementlerdir.
Yalniz enerji kaynagi olmakla kalmaz ayrica hiicrelerin en 6nemli destek maddesi
olarak 6nem kazanirlar. Yesil bitkilerde hava CO;’i giines enerjisi ve bitkilerin yesil

pigmenti olan klorofil varliginda indirgenir, yani tutulur ve karbohidrat olusur.
XCO, + yH,0 + giines enerjisi <> Cx(H,0)y + H,0 (4.1)

Klorofilin renginin yesil olmasi ve bu nedenle goriiniir bdlgede giines 1smini
absorblamas1  klorofili  yapisindaki genis konjuge sistem nedeni ile
gerceklesmektedir. Klorofilin absorbladigi giines enerjisi denklemde de gorildiigi
gibi COy’i karbohidrata indirgemeye, H,O’ da O’ ye yiikseltgemeye yarar.
Absorbladiklart enerji nedeni ile karbohidratlar enerji deposu gorevi iistlenirler.
Bitkiler ve diger canlilardaki metabolizma (sindirim) sonucunda dnceden alinmig
enerji oksidasyon ile geri verilir. Bu sindirim enzimleri ile gerceklesen reaksiyon

denklem (4.2)’de gosterilmistir.
Cx(H20)y + O, «> x CO, + yH,0 + enerji (4.2)

Canlidaki karbohidratlarin yalniz bir kism1 dogrudan 1s1 enerjisine doniisiirken biiyiik
bir kismi da yeni kimyasal bilesikler olustururlar. Fosfat bilesikleri olan bu yeni
bilesikler canlinin tiim enerji ihtiyacinda (kaslarm c¢aligmasi gibi) veya
makromolekiillerin sentezinde kullanilir (Fosfat bilesikleri kaslarda yakilmazsa insan

kilo alir) [29].

Karbohidratlar insan beslenmesinde énemli rol oynamaktadir. Bu nedenle analizleri
olduk¢a 6nemlidir. Karbohidratlarin ilk analiz yontemleri gravimetrik, titrimetrik ve
kolorimetrik prosediirler olmus ve bunlar ‘klasik yontemler’ olarak isimlendirilmis
ve bunlar yalnizca farkli karbonhidrat gruplarinin nitel ve nicel analizlerine imkan
tanimig ancak tekil bilesikler i¢in ayni olay gecerli olmamistir. Kromatografik,
elektroforetik ve enzimatik yontemlerin gelistirilmesiyle, elli yil 6nce biiyiik bir
degisim gdzlenmistir. Bu prosediirler karmasik karbohidrat bilesikleri karisiminda

tekil tiirlerin nitel ve nicel analizine imkan tanimaktadir.

Karbohidrat analizinde karsilagilan problemlerden biri karbohidratlarin kromofor
grup bulundurmamasindan dolayli UV ile tayininin gergeklestirilememesidir. CE ile
ayirma ortamina ilave edilen bir kromofor madde vasitasiyla mono ve disakkaritlerin

kolaylikla dolayli UV tayini gergeklestirilebilir. Bu yontemde elektrolite sorbik asit,
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riboflavin, p-nitrofenol gibi kuvvetli absorbanlar ilave edilerek bir background sinyal

elde edilir ve bu sayede UV-aktif olmayan grubun sinyali gdzlenir.

Karbohidrat analizinde karsilasilan diger problem ise karbohidratlarin yiiksiiz
olmasidir. Karbohidratlarin yiiklenmesini saglamak i¢in birka¢ metod vardir; a)
belirli iyonlarla komplekslestirme (borat kompleksleri gibi), b) Kuvvetli bir alkali ile
pH yiikseltmek c¢) tiirevlendirme. pH > 12 ortaminda karbonhidratlar negatif
yiiklenir ve bu sayede CE ile ayrimlar1 gerceklestirilebilir [30].
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5. DENEYSEL KISIM

5.1 Kullanilan Cihazlar

Sekerlerin ayrilmasi ve tayini Diod array dedektorle kombine Agilent marka kapiler
elektroforez cihazi kullanilarak yapildi. pH 6l¢timlerinde Metrohm ( 654 pH meter)
marka pH-metre, antosiyanin ve toplam fenolik madde tayini i¢cin Schimadzu UV-
1800 marka sprektrofotometre kullanilmistir. Kullanilan kapiler kolonlar Polymicro
Technologies firmasma aittir. Kapilerin ¢ap1 75 um, toplam uzunlugu 55 cm ve etkin
uzunlugu 40 cm olarak se¢ildi. Kapiler ilk kullanimda 1 M NaOH ile 30 dakika,
ardindan su ile 5 dakika aktive edilmistir. Giin baglarinda kapiler kolon sirasiyla 10
dakika 1M NaOH, 2 dakika su, 5 dakika 0,1 M NaOH, 2 dakika su ve 5 dakika
calisma tamponu ile ve her injeksiyon arasinda 1 dakika NaOH, 1 dakika su ve
ardindan 2 dakika calisma tamponu ile yikandi. Otomatik kapiler yikamasi, 6rnek
injeksiyonu ve voltaj uygulamasi ve verilerin degerlendirilmesi Agilient
ChemStation yazilim programina sahip bir PC bilgisayarla kontrol edildi. Ayirim 25
kV potansiyel uygulanarak 25 ° C’ de, enjeksiyonlar 50 mbar basingta 5 saniyede
negatif kutuptan gergeklestirilmistir.

5.2. Kullanilan Kimyasallar

CTAB (Setil trimetil amonyum bromiir) Merck’ ten (Darmstadt, Almanya); glikoz,
fruktoz ve sukroz sekerleri Sigma Aldrich’ten temin edilmistir. Biitiin ¢6zeltiler Elga
Purelab Option-Q model sistemi ile elde edilen saf su kullanilarak hazirlanmustir.

Visneler ve vigne sular1 yerel marketlerden temin edilmistir.

5.3. Visne Orneklerinin Hazirlanmasi

Ug farkli bdlgenin taze visne drnekleri -18° C’nin altinda saklanmistir. Kullanilacag:

giin oda sicakligia gelmesi saglanarak sikilarak suyu ¢ikarilmistir. Seker tayini i¢in,
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sikilan vigne sular1 cihaza verilmeden 6nce mikrofiltreden siiziilmiistiir. Ticari vigsne

sular1 ise ¢caligma yapilacagi giin taze alinmustir.

5.4 Toplam Fenolik Madde Analizi

Taze ve ticari visne oOrneklerindeki toplam fenolik madde miktarinin
hesaplanmasinda Folin—Ciocalteu yontemi kullanilmistir. Visne sularindan deney
tiiptine 300’er uL alinmis, 1,5 mL Folin-Ciocalteu Reaktifi (1:10) ve 1,2 mL sodyum
karbonat (% 7,5 wi/v) ilave edildikten sonra 10 dakika karanlikta bekletilmistir.
Orneklerin 1:10 oraninda seyreltilerek absorbans degerleri ¢ift 151l UV-Visible
spektrofotometresiyle 760 nm’de dl¢lilmiistiir. Yontem her 6rnege 2 deney tekrartyla

uygulanmistir. Yontemde elde edilen sonuglar gallik asit cinsinden ifade edilmistir.

5.5 Toplam Antosiyanin Tayini

Taze ve ticari visne orneklerinde toplam antosiyanin tayini pH diferansiyel metodu
ile gerceklesirilmistir. Vigne sularindan deney tiiplerine 500°er pL alinmis, pH=1
olan tampondan (0,05 M KCI) 2000 pL ilave edilmistir. Orneklerin 520 ve 700 nm
dalga boyunda 1:10 oraninda seyreltme yapilarak absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Daha
sonra ayni iglemler pH= 4,5 olan tampon (0,4 M NaoAc) ile tekrarlanmistir. Esitlik

5.1 ve 5.2 yardimiyla miktarlar hesaplanmistir.

Absorbans farki =(A520-A7oo)(p|-|:1) '(ASZO'A7OO)(pH=4,5) (5.1)

(A) (MW) (SF) 1000

Monomerik antosiyanin miktan (mg/L) =
(e) (L)
(5.2)
A : Absorbans farki (pH 1.0 ve 4.5 degerlerinde 6l¢iilen absorbans farkr)
MW : Baz olarak alinacak antosiyaninin molekiil agirlig1

SF : Seyreltme faktort,

¢ : Molar absorpsiyon katsayist,

L : Absorbans 6l¢lim kiivetinin tabaka kalinligi, (cm).
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5.6 Seker Tayini

Taze ve ticari visne suyu Orneklerinde seker tayini 20 mM sorbik asit, 0,2 mM
CTAB igeren pH’I 12,3 olan tampon ¢ozelti ile ger¢eklestirilmistir. Seker standartlari
6-30 mM araliginda hazirlanmis ve kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Taze visne
numenelerinden sikilarak elde edilen vigne sular1 once 20 um, ardindan 0,2 pm’lik
mikrofiltre  yardimiyla siiziildiikten sonra 1:10 oraninda seyreltilerek enjekte

edilmistir. Dort adet ticari visne suyu ornegi de seyreltilerek enjekte edilmistir.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

Seker ayrimi i¢in ¢esitli tampon ¢ozeltiler denenmis ancak optimum kosullar sorbik
asit tamponu ile elde edilmistir. Sekerlerin yiiklenmesi i¢in pH 12.3 olarak

secilmistir.

Tampon ortamina eklenen CTAB ile elektroosmotik akis ters gevrilerek yiliksek
pH’ta negatif yiikklenmis olan sekerlerin 5 dakika icerisinde ayrimi
gergeklestirilmistir.

Sekil 5.1, 10 mM iiglii seker standartina ait elektroferogramdir.

DA [, Bl & Foats 20k 4 (F SOANE S0 13 )

I Fruktoz Glikoz T
o] . .
i |

N '

Sekil 5.1 : 10 mM Fruktoz, Glikoz ve Sukroz standart karigimu.

Taze visne suyu Orneklerinde sukroz piki gozlenmemekle birlikte, bazi ticari visne
suyu orneklerinde sukroz gozlenmistir. Taze ve ticari visne suyu 6rneklerine fruktoz,
glikoz ve sukroz 3’lii karisimi seklinde spike yapilmis, taze visne suyu drnegine ait
elekroferogramlara bakildiginda goézlenen piklerin fruktoz ve glikoza ait oldugu
sukroz pikinin ise gozlenmedigi kanitlanmistir. Ticari visne suyuna ait
elektroferogramlara bakildiginda ise fruktoz, glikoz ve sukroz sekerlerini icerdigi
kanitlanmustir. 4. Dakika civarinda gelen pikin ise su piki oldugu sisteme kor ¢ozelti

enjekte edilerek tespit edilmistir.
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Sekil 5.2 spike yapilan taze visne suyu Ornegine ait elektroferogrami, Sekil 5.3 ise

ticari vigne suyuna ait elektroferogrami gostermektedir.

TAALN I gt & METe sl & BN E s LT S
=0AS 0. Big=3Bl 4 Retalli 4 (EER EEMD1T D

wo Glikoz

Fruktoz T ukroz

!

" et (B)

o -ﬁ...J\w\-_--——./\.__ (A)

Sekil 5.2 : (A) (1/50) Taze Yalova visne suyu Ornegine ait elektroferogram (B) 7,5
mM Fruktoz, Glikoz ve Sukroz seker standart karisimi eklenen (1/50) taze Yalova

visne suyu ornegine ait elektroferogram.
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Sekil 5.3 : (A) (1/50) Ticari 3 visne suyuna ait elektroferogram (B) 8 mM Fruktoz,

Glikoz ve Sukroz standart seker karisimi eklenen (1/50) Ticari 3 vigne suyuna ait

elektroferogram.
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Cizelge 5.1 de taze ve ticari vigne Orneklerinde bulunan toplam fenolik madde
miktarlar1 verilmektedir. Miktarlar, gallik asit standarti kullanilarak elde edilen
kalibrasyon egrisinin denkleminden faydalanilarak hesaplanmistir. Sonuglar, mg

GAE/ mL gallik asit cinsinden verilmistir.

Cizelge 5.1: Taze ve ticari visne sularindaki toplam fenolik miktarlari.

Ornek Total fenolik (mg GAE/ mL)
Kiitahya 1 1239+ 0,026
Kiitahya2 1215+ 0,003
Kiitahya 3 1209+ 0,014
Kiitahya 4 1229+ 0,02

[zmir 1220+ 0,004

Yalova 1198+0,001

Ticari 1 490+ 0,004

Ticari 2 1000+ 0,044

Ticari 3 859+ 0,001

Ticari 4 938+ 0,027

Cizelge 5.2° de taze ve ticari vigsne sularinin toplam antosiyanin miktarlari
verilmistir. Miktarlar esitlik 5.1 ve 5.2 yardimiyla hesaplanmistir. Sonuglar cyanidin-

3-glucoside cinsinden verilmistir.
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Cizelge 5.2: Taze ve ticari vigne sularinin toplam antosiyanin miktarlar1.

Antosiyanin (mg

Ornek cyanidin-3-glucoside/L)
Kiitahya 1 684,65+28,34
Kiitahya2 660,86+21,84
Kiitahya 3 501,38+14,76
Kiitahya 4 445,03+£76,75

[zmir 738,09+7,08

Yalova 421,65+2,36

Ticari 1 3,38+0,30

Ticari 2 24,92+0,18

Ticari 3 52,85+0,24

Ticari 4 13,82+0,30

Gerek toplam fenolik gerekse antosiyanin igerikleri degerlendirildiginde higbir katki
maddesi icermeyen taze sikma visne sularinin antioksidan giiciiniin piyasada var olan

ticari visne sularindan ¢ok daha fazla oldugu ag¢ik¢a goriilmektedir.

Taze ve ticari visne suyu oOrneklerinde bulunan seker miktarlar1 Cizelge 5.3’te
verilmektedir. Tabloda goriildiigii gibi taze visne Orneklerinde fruktoz ve glikoz
sekerleri bulunmakla birlikte sukroz sekerine rastlanmamustir.Ticari Orneklerde

belirtildigi tizere seker surubu ilave edildigi sonuglardan da agikca goriilmektedir.
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Cizelge 5.3 Taze ve ticari visne suyu orneklerinde seker miktarlar1 ve F/G oranlari.

Fruktoz (g/L)  Glikoz (g/L) Sukroz (g/L)

FIG
Kiitahya 1 ~ 55,18+ 0,11 61,17+1,04 *ND 0,90
Kiitahya2  84,08+1,07 97,23+1,35 *ND 0,86
Kiitahya 3  43,13£1,32 51,78+0,18 *ND 0,83
Kiitahya 4  44,84+2,45 50,08+0,76 *ND 0,90
Izmir 94,91+8,43 97,72+1,83 *ND 0,97
Yalova 44,75+0,89 51,80+1,79 *ND 0,86
Ticari 1 40,01+1,50 38,97+1,03  88,75+4,43 1,08
Ticari 2 56,94+1,74 52,78+16,40 1,51+0,095 0,96
Ticari 3 44,18+2,92 4590+1,78  71,24+1,84 0,78
Ticari 4 76,20+0,18 97,68+0,36  2,58+0,12 1,03

*ND: not dedectable (dedekte edilmedi)

Fruktoz, glikoz ve sukroz sekerleri i¢in 6-30 mM araliginda kalibrasyon grafikleri

¢izilmistir. R? degerleri 0,991-0,997 arasindadir.

Sekerler i¢in tespit limiti (LOD) 1,29-1,74 mM arasinda hesaplanmistir.
Tekrarlanirlik sonuclar1 diizeltilmis pik alanlar1 i¢in % RSD cinsinden giin i¢inde
I’den az, giinler arasi 5’ten az degerlere sahiptir. Degerler Cizelge 5.4°te

gosterilmektedir.

Cizelge 5.4: Sekerlerin LOD, LOQ ve tekrarlanirlik degerleri.

LOD LOQ Kalibrasyon Tekrarlamrhk Tekrarlamrhk
(mM) (mM) (6-30 mM) giin ici giinleraras
(R?) n=5 n=5x3
% RSD % RSD
Fruktoz 1,74 5,82 0,991 0,89 3,51
Glikoz 1,72 5,75 0,997 0,32 2,26
Sukroz 1,29 4,31 0,994 0,64 4,61

Geri kazanim ¢alismalari, Secilen bir ticari visne suyu Ornegi {izerinde iig¢ ayri
derisimde seker standartlar1 eklenmesi ile gergeklestirilmistir. Tatmin edici geri
kazanim degerleri %81,5-105,5 olarak hesaplanmistir ve sonuglar Cizelge 5.6’da

verilmektedir.
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Cizelge 5.5: Sekerlerin yiizde geri kazanim degerleri.

Ornek Ornekteki Eklenen Yiizde geri
miktar (mM) miktar (mM) kazamim

Fruktoz 4 2 95,60+3,80
Fruktoz 4 4 102,04+3,39
Fruktoz 4 8 103,67+2,10
Glikoz 4 2 92,21+2,42
Glikoz 4 4 101,16%2,42
Glikoz 4 8 105,2942,25
Sukroz 4 2 81,56+1,65
Sukroz 4 4 90,52+0,42
Sukroz 4 8 99,98+1,23

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.
Vigne, icerdigi toplam antosiyanin ve toplam fenolik igeriklerine bakildiginda giicli

antioksidan etkiye sahip bir meyve oldugu sonucuna varilabilir.

Seker tayini sonucu elde edilen degerler literatiirle uyumludur. Ayrica meyvelerin
F/G oranlarmnin 1’e yakin oldugu bilinmektedir. Visne i¢in elde edilen F/G oranlarina

bakildiginda degerlerin 1°e yakin oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak taze ve ticari visne drneklerinde toplam antosiyanin, toplam fenolik ve
seker miktarlari, kesiligi ve dogrulugu saptanan analitik bir yontemle tayin edilmistir.
Kapiler elektroforezin seker tayini i¢cin hizli ve ekonomik bir metod oldugu

gorilmiistiir.
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