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KALECiIK KARASI SIRASINDAKIi SERBEST AROMA MADDELERININ
TAYININDE iKi FARKLI EKSTRAKSIYON
YONTEMININ KIYASLANMASI

COMPARISION OF TWO DIFFERENT EXTRACTION METHODS FOR THE
DETERMINATION OF FREE AROMA COMPOUNDS OF THE MUST OF
KALECIK KARASI CULTIVAR
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OZET: Bu galismada Kalecik karass sirasindaki serbest aroma maddeleri Amberlit XAD-2 reginesi ve sivi-swvi (iklorometan) ekstraksiyon
ybntemleri le ekstrakte edilmis ve elde edilen ekstrakllarda aroma maddeleri belirlenmigtir. Aroma maddelerinin analizleri gaz
kromatografisinde gergeklestitimis va bu maddelerinin tanisinda gaz kromategrafisi-kiitle spektrometrési kullamilmigtir. Analiz sonuglan,
uygulanan ekstraksiyon yGntemine gére kiyaslanmighr, :

Diklorometan ile yapilan sivi-sivi ekiraksiyonda girada, 8 adet alkol, 1 adet terpen, 5 adet uguch asit ve 4 adst ester olmak iizere
toplam 18 adat serbest aroma maddesi ve Amberlit XAD-2 re¢inesi kullandarak yapilan eksiraksiyonda Ise 8 adet alkol, 1 adet terpen, 4 adet
ugucu asit ve 4 adet ester olmak Uzere toplam 17 adet serbest aroma maddesi belilenmigtir. Her iki ekstraksiyon ydntemi arasinda giradaki
serbest aroma maddsleti bakimindan, belirgin bir farklilik bulunmadifi saptanmigtir. '

ABSTRACT: In this study, free aroma compounds of the must of Kalecik karast were extracted by using Amberlite XAD-2 and liguid-tiquid
(dichloromethan) extraction methods and aroma compounds of these were determinated. Aroma compounds were analysed by gas
chromatography and identified by gas chrematography-mass spectrometry (GS-MS). Findings from two different extraction methods were
compared.

With liquid-liquid extraction method nineteen free (8 atcohols, 1 terpen, 5 acids, 4 esters) aroma compounds and with Amberlite XAD-
2 extraction method seventeen free (8 alcohols, 1 terpen, 4 acids, 4 esters) aroma compounds were identified. Results indicated that there is
no significant differences between two extraction methods.

GiRis

Cesitli maddelerden olugan aroma, sarabin duyusal 6zelliklerini belirleyen &nemli bir kalite dlgiitiddr.
Bugiine kadar {iziim ve garaplarda 700’ yakin aroma maddesi bulundugu bildirilmigtir. Bunlardan baghcalan;
esterler, yiiksek alkoller, terpen bilegikleri, asitler, laktoniar, asetaller, ugucu fenoller, ugucu kikirtid bilegikler ve
ugucu azotu bilegiklerdir (ETIEVANT, 1991; CABAROGLU ve ark., 1997: CANBAS ve CABAROGLLY, 2000a).

Uziim ve saraplardaki miktarlar nanogram ile miligram arasinda degigen aroma maddelerinin en 8nemli
bzellikleri gok dilsilk konsantrasyonlarda bile duyusal olarak algilanmalari ve kalite Uzerinde belireyici rol
oynamalaridir,

Sira ve garaplarda aroma maddelerinin iz miktarlarda bulunmasi, bunlarin belirlenmesinde givenilir ve
gok duyarh analiz yontemlerinin kullamimasini gerektirir. Aroma maddelerinin analizinde ilk agama bu
maddelerin gira veya garaptan uygun bir yontemie aynimalandir. Bu amaca ydnelik gesitli ekstraksiyon
yontemleri gelistiriimigtir. Svi-sivi ektraksiyon, Amberlit XAD-2 reginesi ile ekstraksiyon, inert bir gaz yardimiyla
ekstraksiyon, C-18 reginesi ile ekstraksiyon ve kat faz mikro ekstraksiyon yéntemleri bunlar arasindadir
{(WILLIAMS ve ark., 1982; GUNATA ve ark., 1985; BLANCH ve ark., 1991; GERBI ve ark,, 1992). Bu
yéntemlerden her biri farkl parametreler igerir ve bu parametrelerle analizi yapilacak gira ve garaplarda
herhangi bir aroma maddesi kaybinin engellenmesi, analizin hassasiyetinin yiikseltimesi, gergek miktarin
belirlenmesi ve analizin kisa siirede tamamlanmas! amaglarir (ETIEVANT ve MAARSE, 1986).
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Amberlit XAD-2 reginesl adsorbiyon &zelligine sahip ve hidrofobik yapida polimer bir bilegiktir
{GUNATA, 1981). Amberlit XAD-2 ile yapilan ektraksiyon igleminde aroma maddeleri dnce regine (zerinde
tutulur ve daha sonra uygun bir ¢ézgenle geri alinarak analizieri yapilir. Amberlit XAD-2 yénteminin en 6nemli
avantaji, aroma maddeleri belirlenecek &rnekte, tek bir adimia hem serbest ve hem de glikozidik yapidaki bagh
aroma maddelerinin belirlenmesine olanak saglamasidir. Bu yéntemde, regineye badglanan serbest aroma
maddelerinin alinmasi igin pentan/diklorometan ve bagli aroma maddelerinin alinmasi igin de etil asetat
¢dzgeni kullanilir (GUNATA ve ark. 1985, EDWARDS ve BEELMAN, 1990; ZHOU ve ark, 1996).

Sivi-sivi ektraksiyon yéntemi aroma maddelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanifir. Bu yéntemle
yapilan ekstraksiyonlarda diklorometan, n-pentan dietileter ve Freon 11 (trikloroflormetan) gibi farkh ¢ézgenler
kullanilir. Ekstraksiyon isleminde énce serbest aroma maddeleri bu gdzgenlere alinir ve daha sonra bu
gbzgenler konsantre edilerek aroma maddeleri analizi yapilir. Bu ybntemle yapilan ekstraksiyonda aroma
maddelerinin genig bir spektrum verdigi bildirilmigtir (BLANCH ve ark., 1991; ZHOU ve ark, 1996; PRISER ve
ark, 1997). )

Bu aragtirmanin amac! Kalecik karasi (ziminden elde edilen giradaki aroma maddelerini Amberlit
XAD-2 ve sivi sivi ektraksiyon (diklorometan ile) yéntemleri uygulamak suretiyle belilemek ve serbest aroma
maddeleri bakimindan bu iki yontem arasinda bir karsiagtirma yapmaktir,

MATERYAL ve METOT

Materyal

Denemeler, Ankara ve gevresinde yetigtirilen Kalecik karasi dziimleri kullarilarak, Gukurova
Universitesi Ziraat Fakiltesi Gida Muhendisligi Bélimi Pilot Sarap igletmesinde gergeklegtiriimigtir.
Denemelerde 1000 kg Oziim kullaniimigtir. _

Uygun bir olgunluk agamasinda hasat edilen tzimler, gopleri aynidiktan sonra ezilmis ve sikilmigtir.
Elde edilen giradan érnekler alinmig ve igerisine 200 mg/! potasyum sorbat ilave edilen 6rnekler, analizier
yapilincaya kadar, -20°C'de saklanmistir.

Metot
$irada yapilan Analizler
Siralarda toplam asitlik, pH (OUGH ve AMERINE, 1988; ANON., 1990}, toplam fenol bilegikleri indisi

{OYq50) (CANBAS, 1983), indirgen seker, kurumadde ve kil tayinleri yapiimigtir (ANON., 1990, CANBAS,
1999). -

Serbest aroma maddelerinin analizi
Amberlit XAD-2 reginesi ile ekstraksiyon: Ekstraksiyon, her &rmekte iki kez tekratlanmak Gzere,
Amberlit XAD-2 reginesi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ektraksiyon igleminden dnce gira drnegi, digik
sicakltkta (0°C'de) 9000 g'de 15 dakika santrifi)j edilerek berraklagtirtimigtir. Daha sonra 100 ml gira érnegi
alinmig, iki kat saf su ile seyreltimis ve igerisine 34 g 4-nonanol ilave edilmigtir. Ornekler Amberlit XAD-2
“kolonundan gegirilerek serbest ‘aroma maddeleri regineye baglanmigtir. Daha sonra kolondan 50 ml
pentan/diklorometan azeotrop (2/1 viv) gbzgeni gegirilmis ve Amberlit XAD-2’e baglanmig olan serbest aroma
maddeleri bu ¢ézgene alinmigtir. Gézgen “Vigreux” damitma kolonunda 37°C'de 1 ml'ye kadar konsantre hale
getirildikten sonra dogrudan gaz kromatografisine enjekle edilerek serbest aroma maddeleri belirlenmistir
(GUNATA ve ark., 1985; CABAROGLU ve ark., 1997a; CABAROGLU ve ark., 1997b; CANBAS VE
CABAROGLU, 2000b).
Sivi-sivi ekstraksiyon: Ekstraksiyon, her bir drnekte iki kez tekrarlanmak tzere diklorometan {CH,CI,)
kullamitarak gergeklestirilmigtir. Ektraksiyon igleminden énce gira 8rnedi diigilk sicakhkta (0°C’de) 9000 g'de 15
dakika santrifl)j edilerek berraklagtiriimistir. Her ekstraksiyon igleminde 100 ml drnek kullaniimig ve igerisine 34
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ug 4-nonanol ilave edilmigtir. Daha sonra igerisinde 40 ml dikiorometan ilave edilerek 500 ml'lik erlene
alinmigtir. Bu kangim, azot gaz! altinda, 4-5°C'de manyetik kangtirici yardimiyla, 30 dakika karigtinlarak
ekstraksiyon gergeklestiriimigtir. Kanigtirma isleminden sonra gira tekrar diigik sicaklikta {0°C'de} 9000 g'de 15
dakika santrifij edilerek, serbest aroma maddelerini igeren diklorometan gozgeni altta toplanmigtir (BLANCH
ve ark, 1991; PRISER ve ark., 1997). Daha sonra ¢ézgen aittan alinmig ve “Viegreux” damitma kolonunda
37°C'de 1 mi kalincaya kadar konsantre edilmigtir. Konsanre haline getirilen ¢dzgen dogrudan gaz
kromatografisine enjekte edilerek serbest aroma maddeleri belirlenmigtir (GUNATA ve ark., 1985;
CABAROGLU ve ark., 1999; CANBAS ve CABAROGLU, 2000).

Gaz kromatografisi kogullari: Aroma maddelerinin analizi, alev iyonlagma dedektérld (FID) “Varian
3300” marka gaz kromatografisinde, DB- Wax (J&W) kapiler kolon kullanilarak gergeklegtirilmistir. Kolonun
uzunlugu 30 m ve i¢ ¢api 0,32 mm'dir. Enjektdr tipi, dodrudan kolona {On-Colunm} enjeksiyondur. Enjektdr
sicakhg, enjeksiyon aninda 20°C ve daha sonra 180°C/dk arhgla 250 °C'ye ¢ikacak sekilde ayarlanmighir.
Dedektdr sicakhidi 250 °C'dir. Kolon sicakhigi, 60 °C'de 3 dakika beklemeden sonra dakikada 2°C artarak
220°C'ye ve daha sonra dakikada 3°C artarak 245 °C'ye gikacak ve bu sicaklikta 20 dakika sabit kalacak
sekilde programfanmigtir. Hidrojen gazinin hizi 30 ml/dk, havanin hizi 300 mi/dk ve tagiyicl gazin {azot) hizi
1.8 mlidk olaraksabit tutulmustur. Cihaza enjekte edilen miktar 1 mikrolitredir.

Aroma maddelerinin tamsi: Aroma maddelerinin tanisi gaz kromatografisi-kiitle spektrometresinde'
(GC-MS) gergeklestirimigtir. Tanimlamada “HP-5890 Series II" marka, DB-wax kapilar kolunlu {30m x 0.32mm
x 0.5pm/ bir kromatogram kullaniimigtir. Enjektdr tipi ve sicaklik progranm gaz kromatografisi ile ayni kogullari
tagimaktadir. Tagiyici gaz olarak kullamilan helyumun hizi 1.5 mi/dk’dir, Enjekte edilen miktar 1 mikrolitredir.
Kosullari belirtilen bu -gaz kromatografisine badli olarak “HP MS-Engine 5989A" elektron impakt (Eh
iyonizasyonlu ve kuadrupol kiitle analizérli kitle spetrometresi kullaniimigtir. Kitle spetrometresinin elektron
enerjisi 70 eV, iyon kaynad sicaklidi 250°C, kuadrupo! sicakhi§ 120°C tutularak, 1 saniyelik aralikiarla 28-350
kitle/yiik (m/e) arasinda tarama yapimigtir. Piklerin tanisi, GC'de belittilen pikterin kiitle spektrumunun
bilgisayar hafizasindaki kiitle spetrumlanyla kargilagtirimasi yoluyla yapimigtir.

Piklerin tanisindan sonra aroma maddelerinin konsantrasyonlari i¢ standart yontemiyle hesaplanmugtir.

istatistiksel Degerlendirme: Aroma maddelerinin analiz sonuglari varyans analizine (Anova) tabi tutulmug
ve dederlendirmelerde “Fisher’in Asgari Onemli Fark (LSD) testi uygulanmigtir (AMERINE ve ark., 1965).

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Siranin Genel Bilegimi

Kalecik karasi sirasinin genel bilegimi Gizelge 1'de verilmigtir. Gizelge'de gérildigh gibi giranin toplam
asitligi 8.3 g/l ve pH'si 3.5 olarak bulunmustur. Saraplik iziimlerin giraiarinda asitlik {tartarik asit cinsinden)
litrede 3-15 arasinda degisir (AMERINE ve ark., 1980). $iramin indirgen geker miktarl 205 g/l, kurumadde
miktari 228 g/l ve kiil miktari ise 3.6 g/'dir. AKMAN ve YAZICIOGLU (1960), saraplik izdmierin giralarinda
seker miktarinin litrede 170-400 g arasinda, genel kurumaddenin litrede 207-368 g arasinda ve k{l miktarinin
ise litrede 2-5 g arasinda degistigini bildirmiglerdir. Kalecik karasi girasimin indirgen geker, genel kurumadde
ve kil miktarlar bu sinirlar igerisindedir,

Cizelge 1. Swanm Genel Bilegimi

Siradaki Serbest Aroma Maddeleri

Kalecik karas iizimiinden elde edilen girada, her iki ekstraksiyon Toplam asitlik {g/)* 83
yéntemiyle belirlenen, serbest aroma maddeleri Gizelge 2'de ve bunlarla pH 33
ilgili kromatogramlar Sekil 1 ve Sekil 2'de verilmigtir. Diklorometan OY 280 indisi 0.185
kullanilarak yapilan swvi-sivi ekstraksiyonda 8 adet alkol, 1 adet terpen, 5 Indirgen geker (g/l) 205
adet ugucu asit ve 4 adet ester olmak {izere toplam 18 adet serbest aroma | Genel kurumadde (g/1) 228
maddesi ve Amberlit XAD-2 reginesi kullanilarak yapilan ekstraksiyonda | Kil (g/) 3.6

ise 8 adet alkol, 1 adet terpen, 4 adet ugucu asit ve 4 adet ester olmak
izere toplam 17 adet serbest aroma maddesi belirlenmigtir. Serbest aroma maddelerinin toplam miktars svi-
sivi ekstraksiyonda 1124 ugh, Amberlit XAD-2 ile yapilan ekstraksiyonda ise 1109 pg/l olarak bulunmugtur.
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Sekil 1, Sivi-sivi ekstraksiyon yontemi uygulanan siradaki aroma maddelerinin gaz kromatogram

1- {zoamil asetat
2- 4 penten 2 ol
3-Limonen

4- 1zoami! alkol
5- 2 hekzenol

6- Hekzanol
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$ekil 2. Amberlit XAD-2 ekstraksiyon yontemi uygulanan giradaki aroma maddelerinin gaz kromatogram
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Swrada toplam serbest aroma Cizélgez. Siradaki Serbest Aroma Maddeleri
maddelerinin en biydk kismini alkoller Diklorometan | Amberlit XAD-2
olugturmustur. Alkollerin miktari, sivi-sivi Bilegikler (ng/l) ile ekstraksiyon | ile ekstraksiyon Fi
ekstraksiyonda 871 pg/l ve Amberlit XAD-2 [ alkolter
ile yapilan ekstraksiyonda 879 pg/l'dir. Bu | Hekzanol 213 299 6.d.
bilegikler Uiziimlerde goguniukla kabuklarda | g.3_Hexzen-1-o! 8 10 5.4,
bulunmakta (GUNATA ve ark.,, 1985; |73 yekzen-1-ol 15 1 5.d.
CANBAS ve CABAROGLU, 2000a) ve 2- | g5 Hekzen-l-ol 314 304 b.d.
fenil etanol gill kokusu verdiginden kalite 4 penten 2-ol 28 30 s.d.
Uzerinde olumiu  etki yapmaktac‘hr tz0amil alkol 156 170 b,
(NYKAN!EN ve ?UOM.ALAINEN, 198?). i | ekzenol 19 19 b
ekstraksiyon yontemi arasinda, ytiksek 2-fenil etanol o %0 o,
alkollerin miktarlan bakimindan istatiksel
. L Toplam 871 879
olarak énemili bir fark bulunmamgtir. Terpenler
Kalecik karasi girasinda terpenler-
. - . Limoner iz iz -
den sadece limenen her iki ekstraksiyon .
yonteminde de, iz miktarda bulunmustur. Usuen asitler
Bu sonucu gbre, Kalecik karasinin terpen | Fropanoik asit 14 - *
aromasl agisindan nétr bir gesit oldugu | BUtTk asit t iz -
ortaya gikmaktadi. | Valerik asit 2 2 6.d.
Ugucu asitler, sivi-swi ekstraksi- | Oktanoik asi 87 9 84
yonda 5 adet ve Amberlit XAD-2 ile yapilan | Nonanoik asit 65 56 s.d.
ekstraksiyonda 4 adet olarak belirlenmigtir, | Toplam 168 157
Her iki ekstraksiyon ydntemiyle belidenen | Esterler
“bu asitlerden sadece propancik asitin | izoamil asetat 1 9 6.d.
miktar: istatiksel olarak Gnemli (p<0.05) | Etil oktanoat 19 16 &.d.
bulunmustur. GERBI ve ark. (1992), sivi- | Etil dekanoat 9 10 8.d.
sivI ekstraksiyon ve regine ekstraksiyonu | Dibiitil malat 46 44 b.d.
iizerine yaptiklan bir galigmada, aroma [ Toplam 85 79
maddeleri miktarlarinin oldukga yakin ve | Genel Toplam 1124 1109

Ip: Varyans analizine gore farkhilk durumu
o.d.; Gnemli degil, *, **; sirasiyla p<0.05 ve p<0.01 diizeyinde Snemli

Esterlerin miktan, sivi-sivi ekstraksiyonda 85 pg/l ve Amberlit XAD-2 ile yaptlan ekstraksiyonda 79 pg/|

olarak bulunmustur. Ester miktarlan arasindaki fark istatistiksel ofarak énemli degildir. Esterler, gira ve
saraplara meyvemsi kokular kazandirma &zelliklerinden dolayi, Gnemili bilegiklerdir (ETIEVANT, 1991). ZHOU
ve ark. (1996), Amberlit XAD-2/Freon11 ve sivi sivi ekiraksiyon ydntemleri kullarlarak yaptiklar bir
aragtirmada, her iki ydntemde de ester miktarlarinin birbirine gok yakin oldugunu bildirmiglerdir.

SONUC

Bu caligmada, lilkemizde, dzellikle Ankara'min Kalecik ilgesinde yetigtiriien ve iyi kalitede kirmiz garap
veren Kalecik karasi (zimilerinin girasinda, iki farkh ekstraksiyon yontemi kullarilarak, serbest aroma
maddeleri belirlenmigtir. Elde edilen sonuglar, her iki ekstraksyion yonteminde de aroma maddeleri
miktarlarinin birbirlerine oldukga yakin bulundugunu gostermigtir.

Bu sonug ve konuya iligkin diger bulgular degerlendirildiginde, gira ve garaplarda aroma maddeleri
tayininde serbest aroma maddeleri igin sivi-sivi ve toplam (serbest ve bagl) aroma maddeleri igin ise Amberlit
XAD-2 regine ile yapilan ekstraksiyon ydnteminin daha uygun olacag séylenebilir.
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TESEKKUR

Bazi aroma maddelerinin tanisinda laboratuvar olanaklarindan yararlandigimiz  INRA-IPV
(Montpeliier/Fransa) Aroma Laboratuvari sorumlulan Y.Z. Ginata ve R. Baumes'a, teknisyen J.P. Lepoutre’a
ve Uzimieri saglayan Kavaklidere Saraplar A.S.'ne tesekkir ederiz.
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