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Ozet

Bu arastirmada, Hicaz narindan elde edilen siranin organik asit, seker, fenol bilesikleri ve antioksidan ka-
pasiteleri belirlenmistir. Bu bilesiklerin analizinde yiiksek performansh sivi kromatografisi kullanilmistir.
Sirada 3 adet organik asit, 3 adet seker, 6 adet antosiyanin ve 8 adet renksiz fenol bilesigi belirlenmistir. Sira-
da sitrik asitin baskin organik asit, fruktozun baskin seker, siyanidin-3,5-diglikozitin baskin antosiyanin ve
a-punikalajinin baskin renksiz fenol bilesigi oldugu saptanmustir. Siradaki EC50 degerinin 11ml/mg DPPH
oldugu ve antioksidan kapasitenin ise 6.49 (AEx10-%) oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Hicaz nari, fenol bilesikleri, antioksidan kapasite, organik asit, seker

ORGANIC ACID, SUGAR AND PHENOLIC COMPOUNDS AND
ANTIOXIDANT CAPACITY OF HICAZ POMEGRANATE JUICE

Abstract

In this study, organic acids, sugars, phenolic compounds and antioxidant capacity of pomegranate juices
obtained from Hicaz variety were determined. High-performance liquid chromatographic method was
used to identify and quantify these compounds. Three organic acid, three sugars, six anthocyanins and
eight colorless phenolic compounds were found in the pomegranate juice. In the juice, the major organic
acid was citric acid; the major sugar was fructose; the dominant anthocyanin was cyanidin 3,5-diglucoside;
and lastly the major colourless phenolic compound was a-punicalagin. The EC50 and antioxidant activity
values were in the juice 11ml/mg DPPH and 6.49 (AEx107), respectively.
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GIRiS

Bir tropik-subtropik iklim meyvesi olan nar Puni-
caceae familyasina mensup Punica granatum Lin-
naeus tiiriine giren kiiltiir bitkilerinin meyvesidir
(1). Ulkemiz, narin anavatani sinirlari icerisinde
olmasi nedeniyle, biiytik olciide cesit zenginligi
gostermektedir (2). Ulkemizin nar {iretim miktar1
son yillarda 6nemli oranda artmis ve 1998 yilinda
55 bin ton olan {iretim miktar1 2007 yilinda 106
bin tona ulagmustir. Tiirkiye’de nar iretimi na-
rin iklim isteklerine de uygun olarak Akdeniz (%
61.8), Ege (% 23.3) ve Giineydogu Anadolu (% 9.1)
bolgelerinde yapilmaktadir (3).

Nar, yenilebilir kisminda 6nemli miktarlarda, or-
ganik asit, seker ve fenol bilesikleri icermektedir.
Bu nedenle, son yillarda beslenme ve saglik iligkisi
tizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmigtir. Yapilan
arastirmalarda, nar suyunun 6nemli bir antiok-
sidan gida oldugu ve bu 6zelliginin icerdigi fenol
bilesiklerinden kaynaklandig: bildirilmistir (4, 5).
Fenol bilesiklerinin antioksidan etkileri serbest
radikalleri baglamalari, metallerle selat olustur-
malar1 ve bazi enzimleri inaktive etmeleriyle agik-
lanmaktadir (6, 7).

Nar sularinda bulunan fenol bilesikleri fenol asit-
leri, hidrolize olabilir tanenler ve antosiyaninler
olarak gruplandirilmaktadir (8, 9). Gallik asit, ela-
jik asit, protokatesik asit, klorojenik asit, kaffeik
asit, ferulik asit ve kumarik asit nar suyunda en
fazla bulunan fenol asitleridir (9, 10). a-Punikalajin
ve B-punikalajin, nar suyunda bulunan hidrolize
olabilir tanenlerdendir ve bu bilesikler, narlardaki
yliksek antioksidan kapasitesinden sorumludur-
lar (4, 11, 12). Antosiyaninler, nar suyundaki te-
mel renk pigmentleridir. Bu pigmentler narlarin
kendilerine 6zgii kirmizi, mavi ve mor tonlardaki
renklerini veren, suda ve sirada az ve alkolde ¢ok
¢oziinen dogal renk maddeleridir. Nar sularinda
delfinidin-3,5-diglikozit, siyanidin-3,5-diglikozit,
pelargonidin-3,5-diglikozit, siyanidin-3-glikozit,
delfinidin-3-glikozit, pelargonidin-3-glikozit ol-
mak iizere toplam 6 adet antosiyanin bilesigi be-
lirlenmistir (8, 13).

Narin bilesiminde bulunan, tat ve aroma bakimin-
dan 6nemli 6zellikleri olan diger bilesikler ise se-
kerler ve organik asitlerdir. Nar sularinda glikoz,
fruktoz ve sakkaroz bulunmaktadir. Ote yandan,
glikoz/fruktoz’dan elde edilen deger yardimiyla
nar sularina yapilan hileler kontrol edilebilmekte-
dir. Sitrik asit, malik asit, okzalik asit ve askorbik
asitler narda bulunan 6nemli organik asitlerdir
(14, 15).

Ulkemizde yetistirilen bazi nar cesitlerini genel
bilesimleri (15-18) ve fenol bilesimleri tizerine (10)
cesitli calismalar yapilmistir. Ancak, tiretimi ba-
kimindan 6nemli bir potansiyeli bulunan Hicaz
narinin genel bilesimi ve antioksidan potansiyelini
konu alan sistemli bir arastirmaya rastlanmamis-
tir. Bu calisma Hicaz narindaki organik asit, seker
ve fenol bilesiklerini ve bu bilesiklerin antioksidan
kapasitesini belirlemek amaciyla ele alinmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Aragtirmada, Mersin’den saglanan 2008 yili Hicaz
narlar1 (100 kg) kullanilmistir. Uygun olgunlukta
toplanan narlardan ezik ve ciiriik olanlar ayiklan-
diktan sonra danelenmis, vidali pres yardimiyla
sikilmis ve sira elde edilmistir.

Nar sirasinda yapilan genel analizler

Nar sirasinda toplam asitlik, pH, kurumadde (19),
organik asit, seker (20), fenol bilesikleri (21), renk
bilesimi, renk yogunlugu ve renk tonu (22) analiz-
leri yapilmistir.

Organik asit ve seker tayinleri

Seker ve organik asitlerin analizleri Lee & Coates
(20)e gore yapilmistir. Nar suyu analiz 6ncesinde
0.45 pm’lik filtrelerden gegirilerek stiziilmistiir.
Daha sonra dogrudan Shimadzu LC-20AD mo-
del (Shimadzu, Kyoto, Japan) SPD-20A UV ve RID
10A refraktif indeks detektorlit HPLC’ye enjekte
edilerek organik asit ve seker miktarlar: belirlen-
mistir.

HPLC'nin ¢alisma kosullar1
- Kolon: HRC NH2 (Biorad) 150X4.6mm, 5m
- Enjekte edilen miktar: 20 ul

-Akis hizi: 0.7 ml/dak

-Tagiyici faz: 5 mM’lik stlfiirik asit ¢ozeltisi

-Hesaplama: Seker konsantrasyonlarinin belir-
lenmesinde dis standart yontemi kullanilmistir.
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Bu amagla sakkaroz, glikoz ve fruktoz
(Sigma&Aldrich, St. Louis, MO) standartlarindan
5 farkli konsantrasyonda kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlanip, HPLC analizleri yapilmis ve elde edi-
len verilere dogrusal regresyon analizi uygulana-
rak, egriyi tanimlayan esitlik hesaplanmistir. Bu
esitlik kullanilarak, nar suyundaki seker miktar-
lar1 belirlenmistir. Organik asit konsantrasyonla-
r1 da ayn1 yontemle, sitrik, malik ve askorbik asit
standartlar1 (Sigma&Aldrich, St. Louis, MO) kul-
lanilarak yapilmistir.

Fenol bilesikleri analizi

Fenol bilesikleri analizi yapilacak nar sirasi, 0.45
um’lik membran filtrelerden gegirilerek HPLC’ye
dogrudan enjekte edilmistir. Fenol bilesiklerinin
analizlerinde ¢ift pompali, Diode Array dedektor-
lit Agilent 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto
CA-USA) marka HPLC kullanilmistir. Fenol bile-
siklerinin analizleri Kelebek ve ark.(21)’a gore ya-
pilmistir.

Analizlerde kullanilan HPLC’nin ¢aligma kosulla-
r1 agsagidaki gibidir:

-Kullanilan kolon: Beckman Ultrasphere C18
ODS (250 x 4.6 mm x 5 L)

-Enjekte edilen miktar: 20 pl

-Tastyici faz A = Su / Asetik asit (95/5: h/h)
B= Asetonitril/ A faz1 (60/40: h/h)

-Akis hizi: 1 ml /dak

-Dalga boyu: 280, 320 ve 520 nm

Renksiz fenol bilesikleri i¢in 280 ve 320 nm dalga
boyu ve renkli fenol bilesikleri i¢in ise 520 nm dal-
ga boyu kullanilmistir. Fenol bilesiklerinin tanisi,
kullanilan standart maddelerin alikonma zaman-
lar1 ve spektrumlarindan ve literatiir verilerinden
yararlanilarak yapilmistir. Standart madde ola-
rak delfinidin 3-glikozit, pelargonidin 3-glikozit,
siyanidin 3-glikozit, klorojenik asit, kaffeik asit,
p-kumarik asit, ferulik asit ve punikalajin (Ext-
rasynthese, France) kullanilmistir. Standard: ol-
mayan bilesiklerin tanisi bu bilesiklerin alikonma
zamanlarinin ve UV spektrumlarinin literatiir ve-
rileri ile kiyaslamasinin yapilmasiyla saglanmistir.

-Hesaplama: Her bir standart madde i¢in bes
farkli konsatrasyonda c¢ozelti hazirlanmis ve
HPLC'ye edilerek her bir bilesik icin kalibrasyon
egrileri olusturulmustur. Bu egrilerden de bilesik-
lerin miktarlar1 belirlenmistir.

Antioksidan kapasitenin belirlenmesi

Nar sirasinin antioksidan kapasitesi, fenol bile-
senlerinin serbest radikalleri onleme yetenegini
Olcebilen DPPH (2,2, difenil 1-pikri hidrazil) kul-
lanilarak, metanol i¢inde gerceklesen reaksiyonun
zamana kars1 degisimi 515 nm’de yapilan spektro-
metrik (UV-Vis Shimadzu, Kyoto-Japan) dl¢timle-
riyle belirlenmistir (23, 24).

BULGULAR VE TARTISMA
Nar sirasinin genel bilesimi

Nar sirasinin genel bilesimine ait veriler Cizelge
1’de verilmistir. Gortldiigii gibi nar sirasinda sit-
rik, malik ve askorbik asit olmak tizere 3 adet orga-
nik asit belirlenmistir (Sekil 1). Bu asitlerin toplam
miktar1 19.46 g/L'dir. Belirlenen bu bilesikler ara-
sinda sitrik asit miktar olarak en fazla (16.41 g/L)
bulunmus ve bunu sirasiyla malik (2.13 g/L) ve as-
korbik asit (0.92 g/L) izlemistir. Ozgen ve ark. (18)
Akdeniz bolgesinde yetistirilen nar cesitlerinde
sitrik asit miktarinin 17.8 g/L ve malik asit mikta-
rinin ise 1.2 g/L oldugunu bildirmislerdir. Akdeniz
bolgesi narlari tizerinde yapilan bir bagka ¢caligsma-
da, sitrik asit miktarinin 6.6-13.6 g/L (ort. 11.5)
ve malik asit miktarinin 0.5-0.9 g/L (ort. 0.6 g/L)

Cizelge 1. Nar suyunun genel bilesimi

Analizler Miktarlar
Sitrik asit ( g/L) 16.41+£1.06
Malik asit ( g/L) 2.13+0.01
Askorbik asit ( g/L) 0.92+0.01
Toplam asitlik ( g/L) 19.46+2.12
pH 3.18+0.00
Sakkaroz ( g/L) 3.76+0.84
Glikoz ( g/L) 58.13+0.71
Fruktoz (g/L) 63.85+0.81
Glikoz/Fruktoz 0.91+0.01
Toplam seker ( g/L) 125.74+2.83
Kuru madde ( g/L) 135.4+1.41
Toplam fenol bilesikleri ( mg/mL )* 2286+9.90
Renk yogunlugu

(OY42yoSov5§o+0Y620) 0.648+0.02
Renk tonu (OY420/0Y520) 0.39+0.01
%0Y420 27.3£0.56
%0Y520 70.1+£0.88
%0Y620 2.6+0.01

*Gallik asit cinsinden
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Sekil 1. Nar sirasindaki organik asitlerin HPLC krokatogrami
(1: Sitrik asit, 2: Malik asit, 3: Askorbit asit).

arasinda degistigi bildirilmistir (15). Calismamiz-
da elde ettigimiz degerler Ozgen ve ark. (18)'nin
bildirdigi veriler ile uyum icerisindeyken Eksi ve
Hamamci (15)nin belirttigi verilerden yiiksek
bulunmustur. Bu durumun ¢alismada kullanilan
cesitlerin ve yillara bagl iklim kosullarinin farkl
olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Nar sirasinda sakkaroz, glikoz ve fruktoz olmak
tizere toplam 3 adet seker belirlenmis ve bunla-
rin toplam miktar: 125.74 g/L olarak saptanmistir
(Cizelge 1). Sekerlere ait kromatogram Sekil 2’de
verilmistir. Belirlenen sekerler arasinda miktar
olarak en fazla bulunan fruktozdur (63.85 g/L)
ve bunu sirasiyla glikoz (58.13 g/L) ve sakkaroz
(3.76 g/L) izlemistir. Ozgen ve ark (18) yaptiklari
calismada fruktoz miktarinin 58.0-70.6 g/L (ort
64 g/L), glikoz miktarinin 58.0-76.2 g/L (ort. 68.0
g/L) ve sakkaroz miktarinin 0.2-0.3 g/L (ort. 0.3
g/L) ve toplam seker miktarinin ise 116-143 g/L
arasinda degistigini belirtmislerdir. Goruldagu
gibi, elde ettigimiz veriler belirtilen bu degerler ile
uyum igerisindedir. Gabbasova ve Abdurazakova
(25) nar sirasinda titrasyon asitliginin ve toplam
seker miktarinin sirasiyla 0.52-1.6 ve %15.2-20.5
arasinda degistigini ve toplam fenol bilesikleri
miktarinin, gallik asit cinsinden 1286 mg/mL ol-
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Sekil 2. Nar sirasindaki sekerlerin  HPLC kromatogrami
(1:Sakkaroz, 2: Glikoz, 3: Fruktoz)

dugunu bildirmislerdir. Gil ve ark (11) nar suyun-
daki fenol bilesikleri {izerine yaptiklar: calisma-
larda taze arillerden (tohum zar1) elde edilmis nar
suyunda toplam fenol bilesikleri miktarini 2117
mg/mL, dondurulmus arillerden elde edilen nar
suyunda 1808 mg/mL ve ticari nar suyunda 2566
mg/mL olarak saptamiglardir.

Nar sirasinin renk yogunlugu ve renk tonu de-
gerleri sirasiyla 0.65 ve 0.39 olarak bulunmustur.
Renk tonu degerinin yiiksek olmasi renkte isten-
meyen kahverengi gelisiminin oldugunu goster-
mektedir (22).

Nar sirasinin antosiyanin bilesimi
Nar sirasinda belirlenen antosiyaninlere ait veriler
Cizelge 2’de goriilmektedir.

Nar sirasinda 3 adet diglikozit ve 3 adet glikozit
yapisinda olmak tizere toplam 6 adet antosiyanin
bilesigi belirlenmistir. Antosiyaninlerin 520 nm
dalga boyunda kaydedilen kromatogrami $ekil
3’te verilmistir.

Nar sirasinda belirlenen antosiyaninlerin toplam
miktar1 273.8 mg/mLdir. Toplam antosiyanin-
lerin 6nemli bir kismini siyanidin-3,5-diglikozit
(%41.6) olusturmus ve bu bilesigin miktar1 113.91
mg/mL olarak saptanmigstir. Bu bilesigi miktar
olarak Onem sirasina gore siyanidin-3-glikozit
(66.35 mg/mL), delfinidin-3,5-diglikozit (57.06
mg/mL),  pelargonidin-3,5-diglikozit  (25.23
mg/mL), delfinidin-3-glikozit (6.61 mg/mL) ve
pelargonidin-3-glikozit (4.72 mg/mL) izlemistir.
Alighourchi ve ark. (13) Iran’in Yazd bélgesinde
yetistirilen 15 farkli nar cesidi tizerine yaptikla-
r1 arastirmada delfinidin 3-glikozit (2.19-16.29
mg/mL), delfinidin 3,5-diglikozit (2.6-63.07 mg/
mlL), pelargonidin 3-glikozit (0.26-1.36 mg/mL),
pelargonidin 3,5-diglikozit (0.01-8.11 mg/mL),
siyanidin 3-glikozit (5.78-30.38 mg/mL) ve siya-
nidin 3,5-diglikozit (4.39-166.32 mg/mL) olmak
tizere toplam 6 adet antosiyanin belirlemisler ve
bu bilesiklerin toplam miktarinin g¢eside bagh
olarak 30.65-249.13 mg/mL arasinda degistigini
bildirmislerdir. Gil ve ark. (11), taze nar suyun-
daki toplam antosiyanin miktarinin 161.9-387.4
mg/mL ve delfinidin-3,5-diglikozit’in 38.8-42.9
mg/mL, siyanidin-3,5-diglikozit’'in = 46.4-53.0
mg/mL, siyanidin-3-glikozit'in 59.5-128.3 mg/
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mL, delfinidin-3-glikozit’in 23.6-76.0 mg/mL ve
pelargonidin-3-glikozit'in 3.9-5.9 mg/mL arasin-
da degistigini saptamislardir.

Nar sirasinin renksiz fenol bilesikleri

Nar sirasinin renksiz fenol bilesikleri icerikle-
rine ait veriler Cizelge 3’de verilmistir. Goril-
dugtr gibi nar sirasinda gallik asit, protokate-
sik asit, a-punikalajin, kaffeik asit, vanilik asit,
B-punikalajin, p-kumarik asit ve elajik asit olmak
tizere toplam 8 adet renksiz fenol bilesigi belirlen-
mistir. Belirlenen bilesikler arasinda a-punikalajin
(74.68 mg/mL) ve B-punikalajin (25.98 mg/mL)
miktar olarak dikkati ¢eken 6nemli bilesiklerdir.
Bu bilesikleri miktar olarak elajik asit (22.40 mg/
mL) izlemektedir. Yapilan arastirmalarda, nar
suyundaki punikalajin miktarinin ceside, isleme
ve depolama yontemine bagl olarak degismekle
birlikte 17 ile 1500 mg/mL arasinda oldugu bil-
dirilmistir (9). Gil ve ark. (11) a-punikalajin ve
B-punikalajin bilesiklerinin taze ve dondurulmus
nar suyundaki miktarlarini sirasiyla 12.7, 10.1 mg/
mL ve 14.4, 11.1 mg/mL olarak saptamistir. Ayni
calismada, elajik asit miktarinin taze nar suyunda
15.3 mg/mL ve dondurulmus nar suyunda ise 8.7
mg/mL oldugu belirtilmistir.

Nar sirasinin antioksidan kapasitesi

Hicaz nari sirasinin antioksidan aktivitesi fenol
bilesenlerinin serbest radikalleri 6nleme yetene-
gini olgebilen DPPH (2,2, difenil 1-pikri hidrazil)

DAD1 D, Sig=520,4 Ref=oft (HUZUMNAR D}

T T T T T T T
10 0 0 40 50 60 70

Sekil 3. Nar suyundaki antosiyaninlerin 520 nm’deki
kromotogrami

(1: Delfinidin-3,5-diglikozit, 2: Siyanidin-3,5-diglikozit,
3: Pelargonidin-3,5-diglikozit, 4: Delfinidin-3-glikozit, 5:
Siyanidin-3-glikozit, 6: Pelargonidin-3-glikozit)

kullanilarak 515 nm’de UV-Vis spektrofotomet-
redeki Ol¢iim sonuglarina gore yapilmistir. Bas-
langic DPPH konsantrasyonunun % 50 azaltmak
icin gereken Ornek konsantrasyonu (EC50), anti-
oksidan aktiviteyi saptamada siklikla kullanilan
bir yontemdir. Diistik EC50 degeri yiiksek antiok-
sidan aktiviteyi gosterir. TEC50 degeri ise EC50
konsantrasyonunun sabit hale gelmesi icin gerekli
siireyi gostermektedir. Diger bir parametre ise
antiradikal etkinlik (AE=1/EC50) veya anti radi-
kal giictiir (ARP). Antiradikal etkinligin yiiksek
olmasi 6rneklerde antioksidan aktivitenin yiiksek
olmasi anlamina gelmektedir.

Hicaz nari sirasinin EC 50 degeri 11 ml/mg DPPH,
TEC50 14 dakika ve antioksidan kapasitesi 6.49
(AEx10-3) olarak belirlenmistir.

Cizelge 2. Nar suyunun antosiyanin bilesimi

Antosiyanin miktari

Antosiyaninler (mg/mL) (%)
Delfinidin-3,5- diglikozit 57.06+0.34 20.8
Siyanidin-3,5-diglikozit 113.91+0.86 41.6
Pelargonidin-3,5-diglikozit 25.23+0.32 9.2
Delfinidin-3-glikozit 6.61+0.08 2.4
Siyanidin-3-glikozit 66.35+0.72 24.2
Pelargonidin-3-glikozit 4.72+0.54 1.7
Toplam 273.88+1.21 100

Cizelge 3. Nar suyunun renksiz fenol bilesimleri

Bilesikler Miktar (mg/mL)
Gallik asit 13.95+0.74
Protokatesik 4.98+0.15
a- Punikalajin 74.68+1.55
Kaffeik asit 6.39+0.06
Vanilik asit 2.33+0.07
B-Punikalajin 25.98+0.22
p-Kumarik asit 16.62+0.73
Elajik asit 22.40+0.54
Toplam 167.33+1.55
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