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OZET

SIYAH HAVUCTAN ANTOSIYANINLERIN SAFLASTIRILMASI VE
GIDA SANAYIiSINDE KULLANILABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Demirkan, Gamze

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Se¢il ONAL

Mart 2024, 157 sayfa

Antosiyaninler, yaprak, kok, cicek ve meyve de dahil olmak tizere tiim bitki
dokularinda bulunan, pH’ya bagl olarak kirmizi, mor veya mavi renkte olan ve
suda ¢dzlinen pigmentlerdir. Siyah havug yiiksek diizeyde antosiyanin igermesi
ve bu antosiyaninlerin acilli antosiyaninler olmasi nedeniyle kararliliklarinin
ylksek olmasi, diger kaynaklardan elde edilen antosiyaninlere kiyasla 1s1 ve pH
degisimine kars1 nispeten daha kararli olmasi nedeniyle degerli bir antosiyanin
kaynagidir. Siyah havug¢ antosiyaninlerinin, asidik pH’larda dahi oldukca iyi
diizeyde parlak kirmizi rengi saglamalarindan dolayi, recellerin, marmelatlarin,
sekerlemelerin, mesrubatlarin meyve sular1 ve nektarlarin renklendirilmesinde

siyah havug suyu veya konsantreleri kullanilmaktadir.

Antosiyanin igerigi bakimindan zengin olan siyah havugtan (Daucus carota
ssp.) (102,94 mg/L), antosiyaninler sulu ikili faz ekstraksiyon (ATPE) sistemiyle
ekstrakte edilerek saflastirilmisti. ATPE’de kullanilacak oOrnek, direkt
homojenizasyon sonrast ham ekstrakt (7,2 mg/L), direkt homojenizasyon sonrasi
151l iglem gérmiis ham ekstrakt (102,94 mg/L) ve direkt homojenizasyon sonrasi
askorbik asit ile muamele edilmis ham ekstrakt (38,40 mg/L) olarak 3 farkh
sekilde hazirlanmistir. Direkt homojenizasyon sonrasi 1s1l islem uygulamasi i¢in
caligma sicakliglr ve calisma siiresi optimize edilmis ve 80°C ve 10 dk olarak
belirlenmistir. Siyah havugtan antosiyaninlerin maksimum verimle ekstraksiyonu
icin; ekstraksiyon basamaginda ortama su ilave edilmesinin (1:1 v/v) etkisi
arastiritlmistir. ATPE i¢in hazirlanan ham ekstrakta toplam karbohidrat (2,81
mg/100 g), flavonoid (2,51 mg/100 g), toplam antosiyanin (5,62 mg/mL) ve
fenolik bilesik (160,8 mg/100 g) icerigi belirlenmistir. Saflastirma i¢cin ATPE
yontemini olusturan bilesenler, amonyum siilfat (%22, w/v), etanol (%26, v/v),
pH 6 ve ham ekstrakt miktar1 (%35, v/v) optimize edilerek en yiiksek verimin elde

edildigi optimum degerler bulunmustur. ATPE sonrasi optimize edilen sistemin
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tekrarlanabilir oldugu belirlenmis ve ATPE sisteminde 6lgek biiylitme ¢alismalari
yapilmistir. ATPE sonrasi saflastirilmis 6rnekte renk analizi ile L*, a*, b*, Cve h
((L*; 19,49 £ 0,2), (a* 1,38 £ 0,1), (b* 0,79 £ 0,1), (C 1,59) ve (h 29,8)) degerleri
belirlenmis ve HPLC-MS yapilarak siyah havugta bulunan baskin siyanidin tiirevi
Siyanidin-3-ksilosil-feruloil-glukosil-galaktozid olarak bulunmustur. ATPE
sonrasi saflastirilmis ekstrakt maltodextrin ile mikroenkapsiile (hava giris
sicakligr 150°C, hava cikis sicakligr 127+5°C) edilerek toz 6rnek hazirlanmistir.
Mikroenkapsiile edilmis toz 6rnek, taramali elektron mikroskobu (1,5um -24um)
ve Zetasizer ile partikiil boyutu dagilimi (293,9 nm) ile tanimlanmistir.
Mikroenkapsiilasyon isleminin verimi (% 88,84) hesaplanarak toz Ornekte
kararlilik ¢alismalar1 yapilmistir. Toz 6rnegin depo (0. ve 60. giin), termal (40°C-
80°C) ve pH (1-6) kararliliklar1 incelenmis ve literatiirde yapilan diger
caligmalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Toz 6rnek ile dondurma renklendirme
caligmalar1 yapilmis ve renklendirilen 6rneklerin AE degeri hesaplanarak toplam
renk farki (%0,5—21,04, %1—36,88 ve %2—97,7) bulunmus ve bu antosiyanin

preparati ile gidalarin renklendirilebilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar sozciikler: Renklendirici, siyah havug, antosiyaninler, ATPE,

piiskiirtmeli kurutma, mikroenkapsiilasyon.



ABSTRACT

PURIFICATION OF ANTHOCYANINS FROM BLACK
CARROTS AND INVESTIGATION OF THEIR USABILITY IN
FOOD INDUSTRY

DEMIRKAN, Gamze

PhD in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Secil ONAL

March 2024, 157 pages

Anthocyanins are water-soluble pigments that are red, purple or blue in
color depending on pH, and are found in all plant tissues, including leaves, roots,
flowers and fruits. Black carrot is a valuable source of anthocyanins because it
contains high levels of anthocyanins, their stability is high due to the fact that
these anthocyanins are acylated anthocyanins, and they are relatively more stable
against heat and pH changes compared to anthocyanins obtained from other
sources. Since black carrot anthocyanins provide a very good bright red color
even at acidic pH, black carrot juice or concentrates are used to color jams,

marmalades, candies, soft drinks, fruit juices and nectars.

Anthocyanins were extracted and purified from black carrot (Daucus
carota ssp.), which is rich in anthocyanin content (102.94 mg/L), using an
aqueous dual phase extraction (ATPE) system. The sample to be used in ATPE
is the crude extract after direct homogenization (7.2 mg/L), the crude extract
treated with heat after direct homogenization (102.94 mg/L) and the crude
extract treated with ascorbic acid after direct homogenization (38, 40 mg/L) was
prepared in 3 different ways. For heat treatment application after direct
homogenization, the working temperature and working time were optimized and
determined as 80°C and 10 min. For maximum efficiency extraction of
anthocyanins from black carrots; The effect of adding water to the medium (1:1
v/v) in the extraction step was investigated. Total carbohydrate (2.81 mg/100 g),
flavonoid (2.51 mg/100 g), total anthocyanin (5.62 mg/mL) and phenolic
compound (160.8 mg/100 g) in the crude extract prepared for ATPE. The content
quantities have been determined. For purification, the components that make up
the ATPE method, ammonium sulfate (22% w/v), ethanol (26% v/v), pH 6 and

the amount of crude extract (5% v/v) were optimized and optimum values were



found to achieve the highest efficiency. After ATPE, it was determined that the
optimized system was repeatable and scale-up studies were carried out on the
ATPE system. By color analysis in the purified sample after ATPE, L*, a*, b*,
C and h (L*; 19.49 £ 0.2), (a* 1.38 £ 0.1), (b* 0, 79 £ 0.1), (C 1.59) and (h
29.8)) values were determined and the dominant cyanidin derivative Cyanidin-
3-xylosyl-feruloyl-glucosyl-galactoside found in black carrots was found by
HPLC-MS. After ATPE, the purified extract was microencapsulated with
maltodextrin (air inlet temperature 150°C, air outlet temperature 127+£5°C) and
a powder sample was prepared. The microencapsulated powder sample was
characterized by scanning electron microscopy (1.5um -24um) and particle size
distribution (293.9 nm) with Zetasizer. Stability studies were carried out on the
powder sample by calculating the efficiency of the microencapsulation process
(88.84%). Storage (0th and 60th day), thermal (40°C-80°C) and pH (1-6)
stabilities of the powder sample were examined and found to be compatible with
other studies in the literature. Ice cream coloring studies were carried out with
powder samples and by calculating the AE value of the colored samples, the total
color difference (0.5—21.04%, 1%—36.88 and 2—97.7%) was found and it was

demonstrated that foods could be colored with this anthocyanin preparation.

Keywords: Colourant, black carrot, anthocyanins, ATPE, spray drying,

microencapsulation.
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ONSOZ

Giliniimiizde hazir ve islenmis gidaya olan talep katlanarak artmaktadir.
Tiketicilerin gidalarin igeriklerini giderek daha fazla fark etmeleri ve bu
nedenle, gidalarin miimkiin oldugu kadar dogal olmasini talep etmeleri, gida
endiistrisini hem gorsel olarak cekici ve damak tadina uygun hem de igerigi
bakimindan yiiksek kalitede deger sunan gida saglama zorluguyla kars1 karsiya
birakmistir. Gidalarin igerigine dahil edilen gida katki maddelerinin dogal olarak
elde edilmesi konusunda arastiricilar tarafindan pek ¢ok calisma yapilmis ve

halende yapilmaktadir.

Bu ¢aligma ile antosiyanin icerigi bakimindan olduk¢a zengin olan siyah
havugtan antosiyaninlerin, gidalara katilacak kalitede dogal bir sekilde
ekstraksiyonu ve saflastirilmasi yapilmig, saflagtirilan  antosiyaninlerin
tanimlanmas1 gerceklestirilmis, tanimlanan antosiyaninler mikroenkapsiilasyon
teknigi ile toz haline getirilmis ve toz iirlinde kararlilik testleri yapilarak belirli

gida iiriinlerinde kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

Tez ¢aligma siirecim boyunca tez konusunun belirlenmesinden deneysel
calismalar1 iceren her asamada bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, her
konuda destegini hissetti§im saygideger danismanim Prof. Dr. Se¢il ONAL’a ve

birlikte calistigim tiim laboratuvar ekibine sonsuz tesekkiir ederim.

[ZMIR

Gamze DEMIRKAN
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1. GIRIS
Gidalar, insanlarin yedigi ve igtigi, islenen, bir kismi islenebilen veya
islenmeden yenilen biitin maddeleri ifade eder. Gidalar1 tercih edilebilir,
goriinlir ve cazip kilan en 6nemli ozelliklerinden bir tanesi renkleridir. Ayni
zamanda gidanin tadim1 tamamlayan, gidaya 6zgii tadin alinmasini saglayan

etmenler arasinda gidanin rengi gelir.

Renk, yiyecek ve igeceklerin temel bir bileseni olmakla birlikte, 6zellikle
hazir gidalarin uygun renklerde goriinmesi, tiiketiciler tarafindan ‘saglikli
yiyecek’ algisi ile esanlamli olabileceginden, gida se¢ciminde 6nemli bir rol oynar
(Herrera et al., 2023). Dogal gidalar renklerini, kendilerini olusturan ve
yapilarinda var olan birtakim maddelerden alirlar. Bu maddeler genel olarak
pigment olarak adlandirilirlar. Pigmentler ¢ok cesitli kimyasal formlara sahip
olabilirler. Hazir gidalar ise renklendiriciler olarak bilinen maddeler yardimiyla
renklendirilirler. Renklendiriciler, gidalara eklenen ve katki maddeleri olarak
kabul edilen bir gruptur. Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonuna gore (The
Codex Alimentarius) "gidanin rengini diizenleyen veya renk vermek amaciyla
katilan madde" seklinde belirtilmektedir. Gidalara renk katmanin amaci, onlar1
cekici kilmak, gidalarin islenmesi sirasinda renk kaybini en aza indirmek,
kaliteyi artirmak ve tiiketiciyi bir {irlinii satin almaya ikna etmek olarak
siralanabilir (Chaitanya, 2014). Gidalarin rengi, iiretimi sirasinda kullanilan
teknoloji, kullanilan hammaddenin nitelikleri, depolama kosulu ve depolama
stiresi gibi degisik faktorler hakkinda da ipuglar1 verebileceginden ayrica 6nem

tagimaktadir (Kirca, 2004).

Son elli yilda diinyada, calisan kadin niifusunun ve buna bagh olarak
bebek ve ¢ocuk bakim hizmetlerine talebin artmasi, ayn1 zamanda yaglh niifusun
artmasi ve buna bagli olarak yash bakim ve hizmetlerine talebin artmasi, hazir
ve iglenmis gidaya talebin katlanarak artmasina neden olan faktorlerin basinda
gelmektedir. Bununla birlikte, tiiketiciler, gidalarin igeriklerinin giderek daha
fazla farkina varmiglar ve bu nedenle gidalarin miimkiin oldugu kadar dogal
olmasini talep etmektedirler. Boylece gida endiistrisi hem gorsel olarak ¢ekici ve
damak tadma uygun hem de igerigi bakimindan optimum deger sunan gida
saglama zorluguyla kars1 karsiya kalmaktadir (Downham and Collins, 2000).
Tiiketiciler giderek daha fazla saf ve dogal gida ve dolayisiyla dogal renkler talep



ettikge ve bu talebin neleri kapsadigi daha yakindan inceledikce, gidalar
renklendirmenin Oneminin artmasi ve dogal ile esanlamli hale gelmesi
beklenmektedir. Dogal renklendiricilere olan ilgi hem yasal diizenlemelerin hem
de tiiketicinin gidalarinda sentetik katki maddelerinin kullanimina iligkin
farkindaliginin bir sonucu olarak 6nemli dl¢lide artmistir (Giusti and Wrolstad,

2003).

Renklendiriciler; sentetik, dogal ve dogala 6zdes boyalar olarak
isimlendirilen 3 genel sinifa ayrilmaktadir. Ayrica bazi monosakkarit ve
disakkaritlerin kontrollii 1sitilarak hazirlanan karamel, diinyada kullanilan
renklendiricilerin %11 gibi oldukga biiyiik bir kismini olusturmasindan dolay1
onemli bir gida renklendiricisi olarak kabul edilmektedir. Tiim iilkelerde gida
renklendiricilerinin  kullanim1 yasal diizenlemelerle kontrol edilmektedir.
Diinyada yaygin olarak kullanilan gida renklendiricilerinin kullanim orani Sekil

1.1°de gosterilmistir (Kirca, 2004).

Sekil 1.1 Diinya genelinde kullanilan gida renklendiricilerinin dagilimi (Kirca, 2004)

Sentetik boyalar, dogal olarak var olmayan, reksiyonlar sonucunda elde
edilen renklendiricilerdir. Ornegin giin batim saris1 (sunset yellow), karnozin ve
tartrazin vb. Dogala 06zdes boyalar, kimyasal yapilari dogada bulunan
renklendiricilerle 6zdes olacak sekilde kimyasal sentez yoluyla iiretilen
renklendiricilerdir. Ornegin; B-karoten, riboflavin ve kantaksantin vb. dogal
renklendiriciler, dogal yenilebilir kaynaklardan gida hazirlama yontemleri
kullanilarak iiretilen organik renklendiricilerdir. Ornegin; kurkumin, biksin ve

antosiyanin vb. (Hendry and Houghton, 1996).

Dogal renklendiriciler, pigment iceren pek c¢ok kaynaktan elde

edilebilirler. Pigment iceren baslica kaynaklar, algler dahil bitkiler, omurgalilar,



omurgasizlar, mantarlar, likenler ve bakteriler olarak siralanmaktadir. Bu
simiflandirmada bitkiler ¢ok ¢esitli sayida icerdikleri pigmentler ile oldukga
kullanish kaynak siniflarindan biri olarak degerlendirilmektedirler. Bitkilerde en

sik goriilen baglica pigment siniflar1 Tablo 1.1°de gosterilmistir.

Antosiyaninler, bitkilerde yaygin olarak bulunan en Onemli renkli
pigment grubudur. Bu yogun renkli ve suda c¢Oziiniir pigmentler, yiliksek
bitkilerin tag yapraklari, yapraklar1 ve meyvelerindeki neredeyse tiim pembe,
kirmizi, mor ve mavi renklerden sorumludur (Harborne, 1998). Antosiyaninler,
antioksidan, antienflamatuar, antibakteriyel, anti-kanserojen ve uzun siireli
devam eden hastaliklara karst koruma olmak iizere ¢ok sayida biyolojik
aktiviteye ve terapdtik oOzellife sahip olmalarindan dolay1 sentetik
renklendiricilere alternatif olarak gida ve kozmetik alaninda giderek daha ¢ekici
hale gelmektedir (Zhang et al., 2020). Antosiyanin pigmentlerinin dogal gida
boyalar1 olarak bilinmesine ragmen kullanimlar1 heniiz ¢ok yaygin degildir. Bu
durumun nedenleri arasinda; bulunduklar1 kaynaktan saflagtirilmalarinin
zorlugu, kimyasal kararliliklarinin  yeterince olmamasi, renklendirme
kapasitelerinin sentetik olanlara oranla daha az olmasi, gidalarin isleme kosullar
asamasinda olusan reaksiyonlardan etkilenmeleri ve ticari liriin olarak piyasada
yeteri kadar mevcut olmamalar1 gelmektedir (Mazza and Brouillard, 1987). Tiim
bunlara ragmen saflastirma yoOntemlerinin gelismesi ve kaynaklarin giderek

artmas1 antosiyaninlere olan ilginin devam etmesini saglamaktadir.

Tablo1.1. Bitkilerde en sik goriilen baglica pigment siniflar1 (Hendry, and Houghton, 1996)

Pigment Yaygin Hali Bulundugu Kaynak
Klorofiller a Tiim fotosentetik 6karyotlar
b Tiim kara bitkileri ve birgok alg
c,d Kahverengi ve diger algler
Fikobilinler Fikosiyanin Mavi-yesil ve diger algler
Fikoeritrin Kirmiz1 ve diger algler
Karotenoidler Lutein Cogu fotosentetik organizmada bulunan en bol ksantofil
Cogu fotosentetik organizmada bulunan en bol karoten
B-karoten Yiiksek bitkilerde yaygin
Yiiksek bitkilerde yaygin
Violaksantinler Kahverengi ve diger algler
Neoksantinler
Fukoksantin Yiiksek bitkilerde en yaygin bulunan antosiyanidin
Yiiksek bitkilerde yaygin
Antosiyanidinler Siyanidin Yiiksek bitkilerde yaygin
Pelargonidin Belirli bir bitki tiiriinde yaygin
Delfinidin
Betalainler Betasiyanin




Antosiyaninlerin en 6nemli kaynag1 sarap iiretiminden elde edilen tiziim
posasidir. Diger 6nemli kaynaklar kirmizi lahana, miirver, siyah frenk liziimii,
siyah havug, tatll patates ve kirmizi turptur. AB'de sebzeler ve yenilebilir
meyveler antosiyanin kaynagi olarak kabul edilirken ABD'de sadece liziimlere

izin verilir (Mortensen, 2006).

"Siyah havug" (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.), gida
endiistrisinde pigment, renklendirici olarak kullanilan antosiyaninlerin kaynagi
olarak bilinen endiistriyel bir iirlindiir. Tiirkiye, diinyada hizla artan talep
nedeniyle siyah havug iiretiminde her yil artan tonajla diinya lideridir. Siyah
havug antosiyaninleri, ABD FDA (Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan gidalardaki
karnozinin yerine ge¢mesi i¢in onaylanmistir. Dolayisiyla siyah havugtan
ekstrakte edilen antosiyaninler yiiksek bir ticari potansiyele sahiptir. Ozellikle
kirmizi lahana, siyah havug, kirmizi turp, mor patates veya mor misir gibi
sebzelerde bol miktarda bulunan agillenmis (yani fenolik veya alifatik asitler)
antosiyanin pigmentleri olduk¢a kararlidir (Bkowska-Barczak, 2005).
Antosiyaninlerin siyah havugtan ekstraksiyonu, pigmentlerin hiicre duvari
matrisine siki bir sekilde bagli olmasindan dolayr zorlu bir siirectir ve
ekstraksiyon prosediiriiniin optimize edilmesi kritik 6nem tasimaktadir (Kumar

et al., 2022).

Antosiyaninlerin kimyasal yapilarinin polar olmasi nedeniyle ekstrakte
edilirken yaygin olarak kullanilan ¢oziiciiler etanol, metanol veya asetonun sulu
karigimlaridir  (Castafieda-Ovando et al., 2009). Bu nedenle sivi-sivi

ekstraksiyonlarla basarili bir sekilde bulunduklar1 kaynaktan saflastirilabilirler.

Sulu ikili-faz ekstraksiyon (ATPE) ayirma teknigi, ilk olarak 1986 yilinda
Isvegli bir biyokimyaci olan P. A. Albertsson tarafindan gelistirilmistir. O
yillardan beri, bir s1vi-sivi ekstraksiyon yontemi olan ATPE, proteinler, enzimler,
fitokimyasallar, niikleik asitler ve pigmentler gibi bircok biyoteknolojik
materyali islemek icin gii¢lii bir biyoayirma araci haline gelmis ve ve genis ¢apta
kullanilmistir (Phong et al., 2018). Metanol, etanol, 1-propanol ve 2-propanol
gibi alifatik alkollerin sulu c¢ozeltileri, uygun konsantrasyonlardaki tuz
cozeltileri ile karistirildiginda, birbiri ile karigsmayan alkol faz1 ve tuz fazi olmak

tizere sulu ikili-faz sistemi elde edilir (Marco et al., 2017). ATPE yonteminin,



molekiillerin biyolojik aktivitesini koruma, yiiksek {riin safligi, yiiksek
ekstraksiyon kapasitesi, diisiik maliyet, yliksek verim ve diisiik toksisite gibi

bir¢cok avantaji bulunmaktadir (Castafieda-Ovando et al., 2009).

Farkli kaynaklardan degisik metodlarla ekstrakte edilen antosiyaninlerin
tanimlanmasi i¢in s1vi kromotografisi yontemleri kullanilmaktadir. Kullanilan
kromotografik yontemler igerisinde en yaygin olan1 "Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography; HPLC)"
yontemidir. Antosiyaninlerin ayrintili bir sekilde tanimlanmasi biitiinlesik
yontemlerin ortaya ¢ikist ile daha da miimkiin olmustur. HPLC ile biitiinlesen
"Diode array dedektor (DAD)", kiitle spektrofotometresi (Mass
Spectrophotometer-MS) ya da iki yonteminde katildig1 ayrintili tanimlamalar

icin tercih edilen yontemler arasindadir.

Antosiyaninlerin gida endiistrisinde dogrudan uygulanmasini zorlastiran
nedenlerin basinda pH, oksidasyon, enzimler, yiiksek sicaklik (=50 °C) ve 151k
gibi cesitli ¢evresel faktorler gelmektedir. Bu faktdrler antosiyaninlerin,
kararsizlik, bozunma ve renk degisikligi gostermelerine neden olurlar. Bu
durum, antosiyaninlerin biyoerisilebilirliklerinin diismesine neden olarak
Ozellikle insan sagligi tizerindeki pozitif etkilerini engellemektedir. Son
arastirmalar, mikroenkapsiilasyon tekniklerinin, antosiyaninlerin kararliligini ve
biyoerisilebilirligini arttirmanin yani sira aci tat ve burukluk gibi hos olmayan
tatlarin1 maskelemek i¢in de etkili ve pratik bir strateji olabilecegini ileri

siirmektedir (Zhang et al., 2020).

Bu tez calismasinda "siyah havu¢" (Daucus carota ssp. sativus var.
atrorubens Alef.) meyvesinden antosiyaninlerin ekstraksiyonu ger¢eklestirilmis,
ekstrakte edilen antosiyaninler tanimlanarak karakterize edilmistir. Ardindan
antosiyaninler ptskiirterek kurutma teknigi ile enkapsiile edilerek toz haline
getirilmis ve toz lrlinde kararlilik testleri yapilmistir. Kurutulan antosiyanin
orneginin gida sanayisinde kullanilabilirligini gostermek amaciyla dondurma ile
renklendirme ¢alismalar1  yapilmisti. Ug temel boliimden olusan tez
caligmasinin ilk boliimiinde siyah havug¢ antosiyaninlerinin ekstraksiyonu i¢in
kullanilan ~ homojenizasyon =~ ve ATPE  yonteminin  optimizasyonu

gergeklestirilmistir. Ikinci béliimde, optimize edilen kosullar altinda ekstrakte



edilen antosiyaninler HPLC yontemi ile tanimlanmig ve piiskiirtmeli kurutucu
ile enkapsiile edilmistir. Uciincii bdliimde ise enkapsiile edilen toz drnegin
kararlilik testleri yapilmis ve ticari olarak satilan dondurmada renklendirme

caligmalar1 yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Gidalarin Renklendirilmesi

Gidalarin en onemli kalite Ozellikleri arasinda, lezzetleri, renkleri ve
kokular1 gelmektedir. Bunlar, tiiketicilerin oncelikli 6nem verdikleri 6zellikler
olmasindan dolay1 gida enddistrisinin ayrica dnemle {izerinde durdugu konularin
basinda gelmektedir. Son yillarda gida endiistrisinde yasanan bilimsel evrim,
hem tiiketicinin tat ve goriiniim acisindan memnuniyetini kazanan hem de
saglikli beslenme giivencesini saglayan gidalarin iiretilmesini saglamistir

(Martines et al., 2016).

Gidalarin rengi, duyusal bir 6zellik olmasindan dolayi tiiketici tercihinin
ortaya ¢ikmasinda ve gidanin kabul edilebilirliginde, renkte meydana gelen
degisikligin gidanin giivenligi ile dogrudan iliskilendirilip kalite belirteci olarak
degerlendirilmesinden dolay1 ¢ok 6nem tasimaktadir. Gidalarin islenmeleri ve
depolanmalar1 esnasinda birtakim etkilere bagli olarak renkleri degisiklik
gostermektedir. Bu etkiler; giinisig1, sicaklik, oksijen ve metal iyonlar1 olarak
bilinmektedir. Rengi degisen ve kabul edilebilir renk beklentisini karsilamayan
gidalar, uygun kosullarda iiretilmedigi ya da depolanmadigi algisi
olusturacagindan tiiketiciler tarafindan giivenilir bulunmamaktadir. Gidanin
dogal renginin yogunlastirilmasi, isleme esnasinda kaybolan orijinal ve homojen
rengin geri kazandirilmast ve korunmasi gibi farkli sebeplerden dolay1 gida
renklendiricilerinin gidalara katilmasi gerekmektedir (Ekici, 2011). Bunun
yanisira, gidalara renklendirici eklemenin diger nedenleri arasinda, gidanin
renginin homojen olmasi ve etkileyici gorsellik kazanmasi, rengi olmayan
maddelerin  renklenmesi, hasat zamani disinda iretilen irlinlerin
goriiniimlerindeki degisiklikleri Onleyerek meyvelerin renklerinin benzer
olmasmi saglamak, meyve ve sebzelerden konserve hazirlarken sicakligin
etkisiyle kaybolan dogal rengi ve goriiniisii korumak, meyveli siit ve yogurt,
gazoz, meyve sulari ve tat vericilerde meyvelerin rengi olmasi gerekenden soluk
gostermesi durumunda renklerini koyulastirmak ve iiriinlerin tathilik diizeyinin

algilanmasina yardimci olmak gelmektedir (Simsek, 2011).



Gidalarin renklendirilmesi i¢in, renk maddelerinin kullanimi ulusal ve
uluslararas1 diizenlemeler ¢ercevesinde gergeklestirilmekte olup ayni zamanda
yasal olarak denetlenmektedir. "Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri

San

Yonetmeligi"nce renklendiriciler "Renklendiriciler, gidalara renk veren veya
rengini geri kazandiran, gidalarin dogal bilesenlerini ve genel olarak oldugu
gibi gida olarak tiiketilmeyen dogal kaynaklart iceren ve genellikle gidanin
karakteristik bir bileseni olarak kullanilmayan maddeler ve ayrica gida
maddelerinden ve diger yenilebilir dogal kaynaklardan fiziksel ve/veya
kimyasal ekstraksiyonla elde edilen diger besleyici veya aromatik bilegenleri
icermeyecek sekilde pigmentlerin selektif ekstraksiyonuyla olusturulan
preparatlardir” olarak tanimlanmaktadir. Tiirkiye’de kullanilmasinda sakinca
olmayan renk vericiler ve kullanilabilecek en yiiksek miktarlar1 "Tiirk Gida
Kodeksi Yonetmeligi’'nde" yer alan "Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler
Tebligi" dikkate alinarak belirlenmektedir (Gida, Tarirm ve Hayvancilik
Bakanligi, 2013). Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Y6netmeligi’nde
gidalara renk veren maddelerin miktarlarinin belirlenmesinde "Belirlenmemis
miktar (Quantum Satis)" ilkesi giidiilmektedir. Bu ilke, renklendiricilerin
kullanilmasinda sinir bir degerin olmadigi1 ancak kullanim maksadina ulagmak
icin gerekli olan seviyeden fazla olmamasi ve kullanan kisilerin algisini
degistirmeyecek bir oranda bulunmasini soyler (Akal, 2019). Amerikan Gida ve
fla¢ Idaresi (Food and Drug Administration/ FDA) renk veren maddeleri;
sebzeler, hayvanlar, mineraller, baska ¢ikis maddelerinden elde etme, 6ziitleme,
ayirma veya farkli yollarla elde edilen, gidaya katildiginda istenen renk
gorilintiisiinii saglayan boyalar, pigmentler veya digerleri seklinde belirtmistir.
Yenilen maddelerde kullanilan renklendiriciler "dogal", "dogala 6zdes" ve

sentetik (yapay) renk veren maddeler seklinde tige ayrilmaktadir.

2.1.1 Dogal renklendiriciler

Dogal renklendiriciler, renklendirici maddelerin 6zelliklerinin ¢ok ¢esitli
olmasi nedeniyle dogadaki cesitli kaynaklardan elde edilebilirler. Bu nedenle
dogal renklendiriciler, bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar, algler ve
mineraller olarak degisik kaynak maddelerden ¢esitli yontemleri deneyerek
Oziitlenen, eklendigi gidalari, tibbi preparatlari renklendiren maddeler olarak

tanimlanabilirler. Cesitli kaynaklardan elde edildikleri i¢in kimyasal bilesimleri



de farklidir ve bu durum ¢oziiniirliikklerini ve kararliliklarini farkli sekillerde
etkiler (Sigurdson et al., 2017). Dogal renklendiriciler, yapisal 6zelliklerine gore,
benzopiran tiirevleri (oksijenli heterosiklik bilesikler) (antosiyaninler ve diger
flavonoid pigmentler), izoprenoid tiirevleri (karotenoidler ve iridoidler),
kinonlar (benzokinon, naftokinon, antrakinon), melaninler, tetrapirol tiirevleri
(klorofiller ve hem) ve tetrapirol tiirevlerinden farkli olarak N-heterosiklik
bilesikler (piirinler, pterinler, flavinler, fenazinler, fenoksazinler ve betalainler)

seklinde siiflandirilabilirler (Delgado-Vargas et al., 2000).

Dogal renklendiriciler, gidalara eklendiginde gida maddesiyle reaksiyona
girer ve gidayr renklendirirler. Dolayisiyla kullannmina karar verilirken goz
oniinde bulundurulmasi gereken bir takim O6nemli noktalar vardir. Bunlar;
gidalarda istenilen renk tonu (genellikle iki veya daha fazla boyanin
karigtirilmas1  gerekebilir), gidanin satisa sunuldugu {ilkelerdeki yasal
diizenlemeler, fiziksel hali (s1iv1 dogal boyalar, toz olarak kullanilan boyalardan
daha pahalidir), gidanin bilesimi, sulu bir yapiya sahip olup olmadigi, hangi
miktarda ve hangi tiirde yaglari bulundurdugu (tanen ve proteinlerin varligi,
antosiyaninlerin kullanilmasini sinirlamaktadir), tiretim kayitlari (sicakligr ve
liretim siiresi), gidanin asidik veya bazik olmasi (¢ogu dogal renklendiricinin
renk tonu ve kararliligi, gidanin asidik veya bazik olmasindan etkilenmektedir),
gidanin ambalaji (paketleme, {irline wulagan oksijen ve 1s1tk miktarini
etkileyeceginden karotenoid gibi bazi renklendiriciler i¢in 6nemlidir), gidanin
istenilen raf omrii ve depolama kosullar1 olarak siralanabilir (Hendry et al.,

1992).

Dogal gida renklendiricileri, ¢oziinme ve kararlilik agisindan farkliliklar
gosterdigi icin uygulama esnasinda dikkatli olunmasini gerektiren hassas

kisimlar barindirmaktadir. Bu hassas kisimlar;

Coziintirliik: Dogal renklendiricilerinden antosiyanin ve betalain suda
¢Oziintirler. Kurkumin, klorofil ve ksantofil ise yagda ¢6ziiniirler. Baz1 annatto-

kurkumin karisimlariysa suda ve yaglarda ¢oziinebilirler.

Fiziksel form: Dogal renklendiriciler akigskan, partikiil, kivamli partikiil veya
siispansiyon olarak bulunurlar. Siispansiyonlar kullanilirken (B-karoten ve

annatto), uygulama yapilirken ki sicaklik artigi, siispansiyon halindeki
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renklendiricinin ¢dzlilmesi icin yeterlidir. Sivi ve yapigkan formdaki
renklendiricilerde viskozite sicaklikla ilgilidir ve sicaklik azaldikea,

renklendiricilerin gidaya niifus etmesi zorlasr.

pH: Suda ¢oziinebilen gida boyalari, gdsterdikleri yiiksek kararliliklarindaki pH
degerlerinde fiiretilir. Ornek olarak norbiksin bulunan oziitler bazige yakin

davranirken, antosiyanin bulunduranlar asidik 6zelliktedirler.

Mikrobiyal kalite: Yagda ¢ozlinen renklendiriciler diisiik neme sahiptirler ve

mikrobiyal bozunmaya daha az duyarlidir. Ancak, antosiyaninli ekstraktlar ve
pancar 6ziitli bulunduranlar yiiksek oranda su ve seker bulundurduklarindan
bozunmaya egilimlidirler ve mikrobiyal kalitenin saglanmasi i¢in Onlemler

alinmalidir.

Diger bilesenler: P—karoten, kurkumin olarak bilinen ve yag igerisinde

¢oziinebilen gida renklendiricileri bulunduran maddelere zamklar, stabilize
ediciler ve emiilsifiyerlerin katilmas1 gerekmektedir. Bu bilesenlerin, gida
boyasinin eklendigi gida sistemiyle uyumlu olmasi 6nem tasimaktadir (Kirca,

2004).

Dogal renklendiricilerin birgogunun (6zellikle bitkisel kokenli olanlarin),
ayn1 zamanda antibakteriyel ve antioksidan 6zellikleri de bulunmakta olup, bu
renklendiricilerle renklendirilen gidalarda s6z konusu bu etkiler goriilmektedir.
Dolayistyla dogal renklendiricilerin temel kullanim amaci olan gidada istenen
rengin elde edilmesi ve goriintiiniin iyilestirilmesinin yanisira saglik acisindan
pozitif aktivite gosteren sagliga yararli 6zelliklerinin gidalara aktarilmasi da

saglanmis olur (Giingdrmez, 2015; Ilter vd., 2017).

2.1.2 Dogala 6zdes renklendiriciler

Kimyasal olarak dogal renklendiricilerle ayni olan, dogal kaynaklarin
kullanilmasiyla iiretilen pigment ve renklendiricilerin karsiliklar1 seklinde
kimyasal yollarla iiretilen renklendiricilere dogala 06zdes renklendiriciler
denilmektedir. Dogala 6zdes renklendiricilerin en yaygin olanlari, "p-karoten”
(sari-turuncu), "p-apo-8-karotenal" (turuncu-kirmizi), "kantaksantin" (kirmizi)
ve "titanyum dioksit" (beyaz), klorofilin bakir kompleksi ve karameldir. -

karoten, ilk kez 1954 yilinda satisa sunulmus olup, gida renklendirici
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piyasasinin ¢ogunlugunu (Avrupa piyasasinin % 40’ 1, diinya piyasasinin % 17’
si) olusturmaktadir. B-karoten, margarinler, mesrubatlar, sekerler ve firin
mamulleri olarak ¢ok sayidaki gida iiriinlinde siklikla tercih edilmektedirler.
Sekerin yaklastk 150 °C'de NaOH, NH4OH gibi katalizérler varliginda
yakilmasiyla tiretilen karamel, dogala 6zdes renk maddesi ya da ayr1 kategorize
edilebilmektedir. Karamel, alkol igeren veya alkolsiiz i¢ilen maddelerin
renklendirilmesinde kullanildigindan, iilkemizde {iretimi endiistriyel olarak
yapilmaktadir (Vural, 2017). Dogal ve dogala 6zdes renklendiricilerin bir kismi1
Tablo 2.1°de gosterilmistir.
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Tablo 2.1 Dogal ve dogala 6zdes renklendiriler (Sigurdson et al., 2017)

Kimyasal Siniflandirma

Renklendirici

Kaynak

Sagladig1 Renk

Uziim kabugu ekstresi

Uziim (preslemeden kalan kabuk

Antosiyanin Uziim ekstresi Concord tiziimleri (Vitis labrusca) Kirmizidan mora maviye
Meyve suyu Cilek
Sebze sular1 Havug, lahana ve digerleri
Betalain Pancar tozu Pancar (Beta vulgaris) Pembeden kirmiziya
Karamel Karamel Sekerlerin 1sitilmasi Kahverengi

Karminik asit

Cochineal ekstresi

Dactylopius coccus

Turuncudan kirmiziya

Karotenoid

Kantaksantin

Havug yagi

Misir endosperm yagi
Oleoresin

Safran

Tagetler

Likopen
B-Apo-8-karotenal

Sentezlenmis

Havug (Daucus carota L.)

Sar1 musir (Zea mays)

Kirmiz1 biber (Capsicum annum L.)

Stigma (Crocus sativus L.)

Aztek kadife cicegi (Tagetes erecta L.)

Domates (Solanum lycopersicum)

Sentezlenmis

Saridan turuncuya kirmiziya
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Tablo 2.1 Dogal ve dogala 6zdes renklendiriciler (Sigurdson et al., 2017) (devami)

Kimyasal Siniflandirma Renklendirici Kaynak Sagladig1 Renk
Klorofil Sodyum bakir klorofil Yonca (Medicago sativa) Yesil
Zerdecal Oleoresin (Zerdegal) Rizom (Curcuma longa L.) Sar1
Demir oksit Sentezlenmis Saridan turuncuya, kirmizidan
kahverengiye ve siyaha
Mika sedefli Sentezlenmis Sedefli
Mineral Titanyum dioksit Sentezlenmis Beyaz
Demir glukonat Sentezlenmis Sarims1 gri
Demir laktat Sentezlenmis Yesilimsi beyaz
Fikosiyanin Spirulina 6zii Algler (Arthrospira platensis) Mavi-yesil
Vitamin Riboflavin Mikrobiyal fermantasyon Sar1
Diger Kizarmis kismen yagi alinmis Pamuk tohumu (Gossypium hirsutum) Aciktan koyu kahverengiye

pismis pamuk tohumu unu
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2.1.3 Sentetik (Yapay) renklendiriciler

Sentetik (yapay) renklendiriciler, arastirmalar1 tamamlanarak belirlenen
giivenli kosullarda kimyasal yollarla iiretilmis ve yapisal olarak dogada
bulunmayan gida renklendiricileridir. Sentetik gida renklendiricilerinin ilki
olarak gosterilen “muavine”, Sir William Henry Perkin tarafindan 1856 yilinda
cikarilmistir. Sonrasinda iiretilen sentetik gida renklendiricileri diinyada yaygin
olarak  kullanilmislardir  (Downham, and Collins, 2000). Sentetik
renklendiricilerin gida sanayisinde yaygin kullanilmalarmin nedenleri, boyar
ozelliklerinin iyi olmasi, katildiklart {irline aroma katmamalari, iiretimlerinin
basit ve maksimum kapasitede yapilabilmesi, sicaklik, giin 15181, O2 ve basing
gibi sartlara dayanikli olmalari, eklendikleri iirlinlere kiiciik miktarlarda
katilmalari, herhangi olumsuz bir degisikliSe neden olmamalar1 ve ucuz

olmalaridir (Rajapaksha et al., 2015).

Sentetik renklendiriciler genellikle asidik tabanli olup bir¢ogu aslen
komiir katranindan elde edilir ve azo grubu igerirler. Genellikle komiir katrani

boyalari olarak da adlandirilirlar (Rajapaksha et al., 2015).

Gida renklendiricileri yasal yollarla yapilan kullanim esaslarina gore
sertifikas1 olan ve sertifikas1 olmayan renklendiriciler olarak ikiye
ayrilmaktadirlar. Sertifikali renklendiricilerin hepsi sentetik (yapay) olup, arge
calismalar1 tamamlanarak kullanim izinleri alinmis, kullanildiklar1 takdirde
gidalarda yapisal olarak kararli ozellik gosteren ve zamana bagli olarak
kullanilan miktarlarinda herhangi bir azalma goriilmeyen renklendiricilerdir.
Dogal renklendiriciler, sertifikasi olmayan grupta bulunurlar. Sertifikasi
olmayanlarin listesi siirekli degisebilir ve bu gruptaki arastirmalar devam

etmektedir (Cakmakgi, 2012; Mol, 2016).

Sentetik renklendiriciler ¢oziiniirliikklerine gore ii¢ gruba ayrilmaktadir.
Bunlar; lake renklendiriciler, yagda ¢ozlinen renklendiriciler ve suda ¢dzlinen
renklendiricilerdir. Sunset yellow, Brillant blue ve Allura red gibi suda ¢dziinen
sentetik renklendiriciler kullanim kolayligindan dolay1 gida iiretiminde tercih
edilmektedirler. Yagda ¢ozilinen sentetik renklendiricilerin toksik 6zelliklerinden
dolay1 gidalarda kullanimlar1 yasaklanmistir. Lake renklendiriciler, suda

¢oOziinen yapay renklendiricilerin aliiminyum oksit (Al,O3) iizerine aliiminyum
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kloriir (AICl3) ilave edilerek olusan aliiminyum tuzunun ¢oktiiriilmesi seklinde
elde edilen renklendiricilerdir. pH 3.5-9.5 arasinda en yiiksek 6zellik gosteren
lake renklendiriciler, agizda renk birakmamalarindan dolay1 genellikle sakiz,

bonbon ve draje tipi sekerlemelerde kullanilmaktadirlar.

Sentetik gida renklendiricilerinin su ve yag ¢oziiniirliikleri olduke¢a iyi
olmalarindan dolay1 uygulandiklar1 gidalarin sayisi ¢oktur. Bu gidalara kurabiye,
biskiivi ve pasta gibi firin mamulleri, siitlii iriinler, mesrubatlar, dolgu
maddeleri, sekerlemeler, ayak iistii yenen maddeler ve ¢ikletler 6rnek sayilabilir.
Suda iyi ¢Oziinmelerinin nedeni, bir mol asidik grup (siilfon grubu-SO;H,
karboksilik grup-COOH) icermelerinden ileri gelmektedir (Carocho et al.,
2014). Gereginden fazla kullanilan sentetik renklendiricilerin insan sagligina
olumsuz etkilerinin oldugu bilinmektedir. Gilinliikk olarak kabul edilen alim
miktar1 (ADI: Acceptable Daily Intake), renklendiricilerin de dahil edildigi tiim
katki maddelerinin toksik diizeyinin 6l¢iisiidiir. ADI, Gida Katkilarinda Uzman
FAO/WHO (FAO: Food and Agriculture Organization, WHO: World Health
Organization) komitesi ve Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) bilinyesince
ortaya konmaktadir. Sentetik renklendiricilerin E kodlar1 (EC Code), her bir gida
katki maddesi i¢in Avrupa Birligi tarafindan belirlenen kod numaralaridir.

Kullanildiklar1 yerler ve ADI degerleri Tablo 2.2° de verilmistir.

Sentetik  renklendiricilerin  kararliliklari,  kullanildiklar1  ortam,
konsantrasyonlari, gidaya ilave edilen diger katki maddelerinin
konsantrasyonlari, sicaklik ve siire gibi faktorlerle iliskili olsa da yiiksektir. Suda
yiiksek oranlarda ¢oziinebilmektedirler. Biiyiik bir ¢ogunlugu 1s1, 151k, koruyucu
maddeler, alkali ve asitlere kars1 daha kararli olup, raf Omiirleri daha uzun,
verdikleri renkler acisindan araliklar1 daha genis ve renklendiricilikleri yiiksektir
(Ding, 2007). Bu 6zellikleri nedeniyle gidalarda kullanimlar1 zamanla artmis
olup, dogal renklendiricilere olan iiretici ilgisini azaltmistir. Ancak yapilan
arastirmalar sentetik renklendiricilerin sagliga olumsuz etkilerini giin yiiziine
cikarmis ve tiiketiciler tarafindan dogal renklendiricilere olan ilgi her gecen giin

artarak devam etmistir (Ozen, 2008).



Tablo 2.2 Sentetik renklendiricilerin E kodlar1, ADI degerleri ve genel kullanim alanlar1 (Martins et al., 2016)

Sentetik Renklendirici E Kodu ADI Kullanim Alanlari
Allura kirmizis1 AC E129 7 mg/kg v.a. Yumusak i¢ecekler ve islenmis et {irinleri
Icecekler, alkollii igkiler ve havyar
Amarant E123 0,8 mg/kg v.a. Soslar, siit, baharat karisimlari, soslar,
B-Karoten El160a 5 mg/kg v.a. icecekler, kaplamalar, meyve sulari ve
margarin
Firincilik iirtinleri, Sekerlemeler, sosis,
Kirmizi-Turuncu Renk Veren Karminik asit E120 5 mg/kg v.a. dondurma, yogurt, jeli bon, domates
iiriinleri, sakiz, haplar, igecekler
Regel, sekerlemeler, yogurt
Kokteyl ve sekerlemeler
Azorubin E122 4 mg/kg v.a. Peynir dis kabugu
Eritrosin E127 0,1 mg/kg v.a. Alkolsiiz icecekler, tatlilar ve sekerlemeler
Lithol rubin E180 BK 1,5 mg/kg v.a. Dolgu malzemeleri ve et {irtinleri
Ponso 4R El124 4 mg/kg v.a.
Siit Girtinleri, renkli icecekler, sekerlemeler,
Kirmiz1 2G E128 0,1 mg/kg v.a. kaplamalar, suruplar
Mavi Renk Veren
Parlak mavi FCF E133 10 mg/kg v.a.
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Tablo 2.2 Sentetik renklendiricilerin E kodlar1, ADI degerleri ve genel kullanim alanlar1 (Martins et al., 2016) (devami)

Sentetik Renklendirici E Kodu ADI Kullanim Alanlan
Indigo karmin E132 5 mg/kg v.a. Dondurma, tathilar, firmeilik
iiriinleri, dolgu malzemeleri ve
biskiiviler
Patent mavi V E131 15 mg/kg v.a. Sekerlemeler
Sar1 Renk Veren Kinolin saris1 E104 10 mg/kg v.a. Meyve ve sebze sulari
Giin batimi saris1 FCF E110 2,5 mg/kg v.a. Alkolsiiz igecekler, tatlilar
Tartrazine E102 7,5 mg/kg v.a. Alkolsiiz igecekler, tatlilar,
sekerlemeler
Bakir klorofilin kompleksleri El4lii 7,5 mg/kg v.a. Yesil zeytin ve tirtinler
Yesil Renk Veren Yesil S
E142 5 mg/kg v.a. Kavanoz bezelye, kek miksleri,
naneli sekerler
Titanyum dioksit
Beyaz Renk Veren El171 Belirli degil Dolgu ve siis malzemeleri,

firinecilik Griinleri
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2.2 Antosiyaninler

Benzen halkasina (aromatik halkaya) bir veya birka¢ sayida hidroksil
grubunun baglanmasiyla olusan molekiillere fenolik bilesikler denir. Bitkilerde
bulunan fenolikler bitkilere 6zgiidiir ve serbest olarak bulunmayip ester veya
glikozit formunda bulunur. Fenolikler, gidalarda kekremsi tada neden olan,
bitkisel gidalarda farkli niteliklerde bulunan ve miktarlar degisen bilesiklerdir.
Insan saghig iizerine antimikrobiyal ve antioksidan etkileri, gidalarin aroma ve
renklerine katilmalart gibi bir¢ok 6zellik fenolik bilesiklerin 6nemli oldugunu
gostermektedir (Saldamli, 2007). Fenolikler, fenolik asitler ve flavonoid gruplar
seklinde ikiye ayrilmaktadirlar. Flavonoid grup, fenolik bilesiklerin i¢indeki en
onemli smifi olustururlar ve aromatik halkalar arasindaki hidroksilasyona ve
konjugasyona gore altiya ayrilirlar. Bu alt1 ana grup, flavonlar, flavanoidler,
izoflavonlar, antosiyaninler, flavonoller ve flavanol tiirevleridir (Fang et al.,
2017). Flavonoidler arasinda en 6énemli gruplardan bir tanesi antosiyaninlerdir.
Antosiyaninler, yaprak, kok, c¢icek ve meyve de dahil olmak {izere bitkisel
dokularin tamaminda bulunan, pH’ nin farklanmasiyla kirmizi, mor veya mavi

renklerde olabilen ve suda ¢ozlinen pigmentlerdir (Ignat et al., 2011).

Bitkilerde ikincil (sekonder) metabolit olarak bulunan antosiyaninler,
bitkilerin fotosentezle olusturduklari, yasam gereksinimleri i¢in kullandiklar
birincil (primer) metabolitler olan karbohidratlar, amino asitler, v.b. gibi
metabolitlerden tiirerler. Antosiyaninlerin sentezlenmesi fenilalanin varligina
baglidir (Mathley and Bushg, 1998, Markham, 1982; Smith, 1982).
Fenilalaninden baslayarak gerceklesen enzimatik reaksiyonlar sonucu
antosiyaninler sentezlenmektedir. Reaksiyonun baglangicinda fenilalanin,
amonyum grubunu kaybeder ve sinnamik asit olusur. Ardindan sinnamik asit
sinnamat 4-hidroksilaz (C4H) ve 4- kumarat-CoA ligaz (4CL) sayesinde 4-
kumarol-CoA’ya c¢evrilir. Bir mol (mol; maddelerin konsantrasyonlar1 igin
kullanilir) 4-kumarol-CoA ile {i¢ mol malonil CoA enzimatik bir reaksiyon
sonucu naringenin kalkonu meydana getirirler. "Naringenin kalkon", kalkon
izomerazin (CHI) katalizi ile hizlica naringenini olusturur. Ardindan flavanon 3-
hidroksilaz (F3H), naringenini hidroksiller ve dihidroflavonole doniistiirtir.
Dihidroflavonoller, dihidroflavonol 4-rediiktaz (DFR) enziminin katalizi ile

l6koantosiyanidinlere dontstiiriiliir. Lokoantosiyanidinler, antosiyanin sentaz
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(ANS) enziminin katildig1 reaksiyon ile antosiyanidinlere doniistiiriiliir. Son
basamakta antosiyanidinler, UDPG-flavonoid-3-O-glukoziltransferaz (UFGT)
enzimi ve UDP tarafindan aktive edilen seker saglayicilari ile glikozillenip

antosiyaninleri olustururlar (Xie, 2011; Mercan, 2017) (Sekil 2.1).

Fenilalanin — - Sinnamat

4-Kumarat

4-Kumanl CoA Malonil CoA (x3)
Kalkon
Sentaz

HO O ”| O

OH O

Naringenin Kalkon
(Kalkon)
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OH
HO. 0. O Flavon HO
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OH O OH O
Naringenin Apigenin
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o
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Sekil 2.1 Antosiyaninlerin biyosentezi (Markham, 1982; Celik, 2012)
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Antosiyaninlerin bitki dokularindaki sentez konsantrasyonlar: farklilik
gostermektedir. Konsantrasyon farklilifi, bitkinin genetik yapisina, maruz
kaldig1 stres kosullarina, biiyiime esnasindaki g¢evresel faktorlere, kullanilan
suyun Olciisiine, yetistirildigi topragin mineral ve organik bilesik igerigine

baglidir (Gongalves et al., 2004).

2.2.1 Antosiyaninlerin yapisi ve kararhhgi

Antosiyanin kelimesi Yunanca "anthos" (¢i¢ek) ve "kyanos" (mavi)
sozcliklerinden tiiretilmistir. Antosiyaninler, bitkilerde bulunan pigmentler
icerisinde suda ¢oziinebilen pigmentler grubunun en genis temsilcisidir. Bitki
dokularinda bulunan kirmizi, mavi ve mor rengin olugmasinda birinci derecede
rol oynarlar. Antosiyaninlerin, renkli bitki dokularinin 6zellikle arilar iizerindeki
cekiciligi arttirarak, polen ve tohumlarin dagilmasinda rol almasi, dokularda
meydana gelen ultraviyole 15181n neden oldugu bozulma ve fitoaleksin olarak
bilinen mikrobiyal enfeksiyonlar karsisinda koruyucu etki gostermeleri bitkiler

i¢in 6nem tasimaktadir (Kong et al., 2003).

Kimyasal agidan yapilari, antosiyanidinlerin sekerle baglanmis halleri
(glikozid olusturmus sekilde) flavilyum tuz yapilarinin ya da 2-fenil
benzopirillium halinin polimetoksi ve polihidroksi olarak tiiremis glikozitleri
olan polifenolik bilesiklerdir. Antosiyaninler, aglikon kismina antosiyanidin

denilen glikozit bir yapiya sahiptirler (Fidan, 2014).

Sekil 2.2 Genel antosiyanin yapisi (Castafieda-Ovando et al., 2009)
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Genel bir antosiyanin yapist Sekil 2.2°de verilmisti. A, B ve C
halkalarindan olusan heterosiklik bu bilesikte, aromatik halka bulunduran A ve
B 6 karbon bulundurmakta, hetero halkali C 3 karbon bulundurmaktadir. Hetero
halkanin yiikseltgenmesiyle bilesiklerde degisiklikler meydana gelmektedir
(Heim et all., 2002). Glikozidin aglikon kismina genel olarak antosiyanidin
denilmektedir. Antosiyanidinlerde, halka C’de hidroksil grubu (OH) grubu
vardir. Antosiyanidin siifim1  olusturan flavonoidlerin yapist1 A ve B
halkalarindaki H, OH ve OCHj3 gruplarinin varligiyla cesitlenir. Belirlenmis 23
tane antosiyanidin bulunmaktadir ancak molekiilde yer alan (-OH) sayisina,
hidroksil gruplarindaki metilasyon derecesine, molekiilde bulunan sekerlerin
sayis1 ve sekerlerin molekiile hangi pozisyondan baglandigi, sekerlere bagli olan
alifatik ve aromatik asitlerin yapis1 ve sayilarina gore birbirinden farkliliklar
gosteren 500° den fazla antosiyanin olugmustur. Bitkilerde yaygin olarak en ¢ok
bulunan 6 temel antosiyanidin vardir. Bu antosiyanidinler, siyanidin, delfinidin,
pelargonidin, malvidin, peonidin ve petunidindir. Bitkilerin yenilebilir
kisimlarinda bu antosiyanidinlerin bulunma oranlar1 su sekildedir; delfinidin
(%12), malvidin (%7), pelargonidin (%12), peonidin (%12), petunidin (%7) ve
siyanidin (%50) (Kong et al., 2009). Temel antosiyanidinlerin kimyasal yapisi,

yapiya bagl gruplar ve renkleri Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3 Temel antosiyanidinlerin kimyasal yapisi (Castafieda-Ovando et all., 2009)

Antosiyanidin(Kisaltma) Gruplar (H, OH ve OCH3) Gosterdigi Renk

3 56 7 3 4 5

Delfinidin (Dp) OH OH H OHOH OH OH Mavi-Kirmizi
Malvinidin (Mv) OH OH H OH OMe OMe OMe Mavi-Kirmizi
Pelargonidin (Pg) OH OHH OH H OH H Turuncu
Peonidin (Pn) OH OH H OHOMeOH H Turuncu-Kirmizi
Petunidin (Pt) OH OH H OH OMe OH OH Mavi-Kirmizi
Siyanidin (Cy) OH OHH OHOH OH H Mor-Kizil

Antosiyaninlerin rengi, antosiyanidinlerin B halkasindaki degisiklikle
iliskilendirilmistir. Hidroksilasyon varligi maviligi, metoksilasyon varliginin
kirmiziligr arttirdigr  bildirilmistir.  Antosiyanin molekiiliindeki metoksil

grubunun (-OCH3) sayist arttikca renk kirmiziya doner. Bunun aksine
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molekiildeki hidroksil grubu (-OH) sayisindaki artis rengin maviye dogru
donmesini saglamaktadir (Jackman and Smith, 1992). Pelargonidin, siyanidin ve
delfinidin antosiyanidinlerindeki —OH bag1 sayisina gére mavimsi rengin arttig1
goriilmiistiir (Sekil 2.3). Ayrica antosiyanidin molekiillerindeki glikosillenme ve

metillenmenin kirmizi rengin olugmasina neden oldugu belirlenmistir. Bunun bir

ornegi siyanidinden peonidine kirmiziligin yogunlagmasidir.

Pelargonidin  Siyanidin Peonidin Delfinidin Petunidin Malvidin
Sekil 2.3 Yaygin antosiyanidinlerin goriiniir renk araligi (Ananga et all., 2013)

Antosiyanidinlerin, bitkilerde bulunma sekli serbest formda olmayip,
sekerlerle birlikte olusturduklar1 glikozit ya da antosiyanin formunda
olmalaridir. Yaygin olarak antosiyaninler, glukoz, ramnoz, galaktoz, arabinoz ve
ksiloz monosakkarit tiirii sekerleri bulundururlar. Rutinoz, sophoroz, sambubioz
ve glukorutinoz disakkaritleri ve trisakkaritler antosiyanin yapilarinda yer
almaktadirlar (Rein, 2005) (Sekil 2.4 ve 2.5). Yapilarinda bulunan glikozil
birimlerinin sayisina gore antosiyaninler smiflandirilabilir. Antosiyaninlerin
aglikonlarinda bulunan 3-hidroksil grubuna sakkaritlerin baglanmasiyla
monoglikozitler olusur (Brouillard et al., 1991; K&hkonen, et al., 2003).
Diglikozitler ise iki monosakkaritin antosiyanidinlerin 3 ve 5 karbonunda
bulunan hidroksil gruplarina veya ¢ok enderde olsa 3 ve 7 karbonunda bulunan
hidroksil grubuna baglanmasiyla olusurlar (De Ancos et al., 1999). Ayrica bu iki
monosakkarit C-3'e de baglanabilir. Triglikozitler, monosakkaritlerin aglikonun,
iki tanesi 3 numarali karbonuna bir tanesi 5 numarali karbona ya da 7 numaral
karbona baglanmasiyla olusmuslardir. Trisakkaritli bir antosiyaninde C-3’e bagl
monosakkaritler, dogrusal veya dallanmis olabilirler. Glikolizasyon 3°-, 4’- ve
5’- numarali karbonlarda da gerceklesir ve 3-glikozitler, 3,5-diglikozidlere gore
2,5 kat daha fazla bulundugu disiiniildiigiinde bol miktarda bulunan

antosiyaninin siyanidin 3-glikozit oldugu soylenebilir (Kirca, 2004).
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B-D-Glukoz B-D-Galaktoz B-D-Ksiloz

o-L-Ramnoz o-L-Arabinoz

Sekil 2.4 Antosiyaninlerde bulunan yaygin monosakkaritler (Rein, 2005)

Sophoroz Rutinoz Sambubioz
B-D-Glikozil- a-L-Ramnozil- B-D-Ksilozil
D-Glukoz D-Glukoz D-Glukoz

Sekil 2.5 Antosiyaninlerde bulunan yaygin disakkaritler (Rein, 2005)

Antosiyanidinlere, sakkaritlerin genel olarak baglanma Sekil 2.6’da

gosterilmistir (Clifford, 2000).
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Sekil 2.6 Sakkaritlerin antosiyanidinlere genel baglanma sekli (Clifford, 2000)

Siyanidinde bulunan 3. pozisyona bir glikoz baglanmasi ile, dogada ¢ok
miktarda bulunan siyanidin 3-glikozit meydana gelmis ve kimyasal yapis1 Sekil
2.7°de  verilmistir (Karaca, 2011). Antosiyaninlerin temel yapis1
antosiyanidinlere bagl seker gruplar disinda agil asit gruplar1 da bulunmaktadir
ve bu gruplar aromatik ve/veya alifatik asitlerden olusur. Bu asit gruplarinin
molekiile baglanmasina agillenme denir. Antosiyanin glikozil birimlerine bir
ester bagiyla baglanan organik asitler, genellikle aromatik fenolik asitler, alifatik
dikarboksil asitler veya her ikisinin bir kombinasyonudur. Asitler en yaygin
olarak monosakkaridin 6-pozisyonuna baglanir, ancak monosakkaridin 2-, 3- ve

4-konumlarinda agil siibstitiisyonu olan antosiyaninler de bildirilmistir.

OH
| OH
HO O I ”
PPN
I
OH up
b-Cj ! 5
e | ,.-OH
HO |
OH

Sekil 2.7 Siyanidin 3-glikozit yapisi (Bruneton, 1995)

Antosiyaninlerde yaygin olarak bulunan fenolik asitler, hidroksisinamik
asitlerin tiirevleri olan p-kumarik, ferulik, kafeik, sinapik asitler veya
hidroksibenzoik asit tiirevi olan gallik asittir. Antosiyanin molekiillerinde yaygin
olarak bulunan alifatik asitler, malonik, asetik, malik, siiksinik ve oksalik
asitlerdir (Bruneton, 1995). Antosiyanin molekiillerinin bir pargasi olan en
yaygin aromatik fenolik asitler Sekil 2.8'de ve alifatik dikarboksilik asitler Sekil
2.9'da gosterilmistir (Rein, 2005).
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H3CQO

HO,
HO—< >—\ HO_</ >‘—\ HO—% >——\ Ho—f >_——\ H()-—<: >—COOH
\ COOH \ COOH \ COOH \ COOH
HO OCHs OCH; HO
Kumarik Asit Kafeik Asit Sinapik Asit Ferulik Asit Gallik Asit

Sekil 2.8 Antosiyaninlere baglanan yaygin aromatik fenolik asitler (Rein, 2005)

o) (o] (0] (o] (0] (o] (0]
)j\ OH M OH
HiC OH HO | HO OH HO OH HO
o) OH o)
Asetik Asit Okzalik Asit Malonik Asit Malik Asit Siiksinik Asit

Sekil 2.9 Antosiyaninlere baglanan yaygin alifatik dikarboksilik asitler (Rein, 2005)

Antosiyanin molekiillerinin agilli olmasi, renk ve pigment kararliligin
arttiran bir durumdur. Istenilen renk ve kararhilik 6zelliklerini gosteren acilli,
yenilebilen antosiyaninler i¢inde baslicalari, siyah havug, kirmiz1 turp, patates

ve lahana gelmektedir (Giusti and Wrolstad, 2003).

Antosiyaninlerin temel yapis1 antosiyanidinler, antosiyanidinlere seker
gruplarinin baglanmasi ile olusan glikozit formdaki antosiyaninler ve seker
gruplar1 disinda aromatik olan ya da alifatik olan asitler iigiincii bir bilesen

seklinde baglanmasiyla olusan acil yapis1 Sekil 2.10°da verilmistir.

AC Ry R Ry R, Ry R,
Cyanidin -OH -OH -H -OH -OH -OH
D inidi -OH -OH -OH -OH -OH -OH
Peonidin -OCH, -OH -H -OH -OH -OH
Malvidin -OCH; -OH -OCH, -OH -OH -OH
Pelargonidin -H -OH -H -OH -OH -OH
Petunidin -OH -OH -OCH, -OH -OH -OH

Antosiyanidin
Antosiyanidin
i _ RS O 4 OH Glikozit
Glikozit o
- “OH
/K Agil grup
[e]

Sekil 2.10 Antosiyanidin ve antosiyaninlerin kimyasal yapis1 (Giusti and Wrolstad, 2003)
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Temel antosiyanidin kimyasal yapis1 ve en yaygin alt1 antosiyanidini
tanimlayan hidroksil ve metoksil gruplarmin dagilimi, antosiyanidinin 3.
pozisyonda glikozillenerek olusturdugu bir antosiyaninin kimyasal yapisi ve
acillenmis bir antosiyaninin kimyasal yapisinin ayr1 ayr1 gosterildigi Sekil 2.10
ayn1 zamanda dogada antosiyaninlerin kimyasal olarak nasil bulunduklarini da

gostermektedir.

Agillenmis antosiyaninler, asil kisimlar1 (molekiil i¢i etki) tarafindan su
molekiillerinin hidrofilik saldirisindan korunurlar ve bu durum 6nemli Ol¢iide
istlin 151 ve 151k kararliligi saglamaktadir. Is1 ve 1s1k kararliligi dogal gida
renklendiricileri agisindan uzatilmig raf Omrii saglayacagi i¢in acillenmis
antosiyaninlerce zengin ekstraktlar, gida renklendirici endiistrisi i¢in ana dogal

gida renk kaynag olarak olduk¢a 6nem tagimaktadir (Netzel et al., 2007).

Antosiyaninlerde bulunan gruplar onlar1 pH’ya karsi hassas hale
getirmigler ve bundan dolayr pH’nin antosiyaninlerin rengi, renk siddeti,
kararlilig1 ve yapist lizerinde etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica antosiyaninlerin
cogu, sulu ¢ozeltilerde indikator olarak davranirlar. Diisik pH degerlerinde
kirmizi, yiiksek pH degerlerinde mavi-mor olmakta, ikisi arasinda ise renksiz
halde bulunurlar (Ozen, 2008). Asidik ¢ozeltilerde, antosiyanin dort formda ve
denge halinde bulunmaktadir. Bunlar kuinidal baz (A), flavilium katyonu (AH"),
karbinol psédobaz (B) ve ¢alkon (C) formudur. Bu dort farkli yapr pH degistikce
birbirlerine doniisebilmektedirler (Jackman et al., 1987). pH degistik¢e farkli
yapilarin birbirlerine doniisiimii Sekil 2.11°de gosterilmistir. Benzer olarak Sekil
2.12°de, pH'daki degisikliklerin, antosiyanin molekiilleri {izerinde geri
dontigiimlii yapisal doniisiimlere neden olarak renkleri {izerindeki carpici

etkilerini géstermektedir (Ananga et al., 2013).



pH=1-3 pH=4-5 pH=6-7

flavylium cation carbinol pseudobase quinonoidal base

pH=8-9 pH=7-8 +H' ' H

chalcone anionic quinonoidal base

Sekil 2.11 pH degistikge dort farkli yapinin birbirine doniisiimii (Ananga et al., 2013)
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Kalkon:renksiz Karbinol psédobaz (hemiketal form): renksiz
pH=4.5 pH=4.5
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Sekil 2.12 pH degisikliginin renk iizerindeki etkisi (Ananga et al., 2013)

Antosiyaninlerin renksiz karbinol psddobaz halinde bulunduklar1 pH
aralig1 genistir (pH 4-5) (Sekil 2.12). Dolayisiyla, bircok meyve ve sebzede,
antosiyaninlerin dogal pH degerlerinde teorik olarak goriiniir bir renk vermesi
miimkiin degildir. Fakat dogal pH degerlerinde sebzelerin ve meyvelerin
cogunlugunda antosiyaninlerin rengi baskindir. Bu durumun sebebi bir takim
maddeler, antosiyaninlerin renkli formlarini kararli hale getirerek, pH degerinin,
renksiz karbinol formlarini olusturmalari uygun olmasina ragmen bu olusumu

engellemeleridir (Mazza et al., 1987; Hepsag, 2015). Antosiyaninlerle kompleks
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olusturarak, antosiyaninlerin renklerini kararli hale getiren ve farkli renkli
bilesiklerde olusturabilen maddelere "kopigment" ve gerceklesen reaksiyona ise
"kopigmentasyon" denir. Kopigment denilen bu maddeler, antosiyaninlerin
renkli formlarmi kalic1 hale getirirler ve uygun pH olmasina ragmen renksiz
karbonil formun olugmasini engellerler. Kopigmentasyon, kopigment
molekiiliiniin antosiyanin (flavilyum iyonu, kuinoidal formlar1) molekiiliine
baglanmasiyla meydana gelmektedir. Boylece, renksiz hemiketal ve kalkon
hallerinin olugmasindan sorumlu pirilyumdaki C2 konumu, su molekiiliiniin
niikleofilik atagindan nispeten korunmus ve renksiz formlarin olusmasinin
Oniline gecilmis olur. Sonug olarak herhangi bir pH’da, antosiyanin preparatlari
oldukca belirli bir renk gosterirler ve bu durum "hiper kromik etki" olarak ifade
edilmektedir (Dangles et al., 1992; Bloor, 1999). Antosiyaninler ile kopigment
molekiilleri arasindaki etkilesimin diger bir sonucu da antosiyanin-kopigment
komplekslerinin goriiniir bolgede olusan absorbanslarin dalga boylarinda
degisiklik olusturmasidir ve bu etki de "batokromik kayma" olarak ifade
edilmektedir (Bakowska et al., 2003). Kopigmentler, flavonoid, polifenol,
alkaloid, aminoasit, organik asitl ve antosiyaninlerin kendileri olmas1 kaydiyla
cesitli  bilesikleri kapsamaktadir. Kopigment molekiili renksiz olup
antosiyaninlerle kompleks olusturduklarinda antosiyaninlerin renklerini
gliclendirip kararli hale getirmektedirler. Kopigmentler esas olarak, flavilium
katyonuyla karbonil psddobaz formu arasinda gergeklesen hidrasyonun oranini
dengelerler (Mazza et al., 1993; Kirca, 2004). Kopigmentasyonun etkisi,
antosiyaninin  ¢esit ve konsantrasyonuna, kopigmentin ¢esidi ve
konsantrasyonuna, pH ve ortamin sicaklig1 olmak iizere ¢coklu degiskenlere gore

degismektedir.

Kopigmentasyon reaksiyonlar1 birkag¢ farkli etkilesim yoluyla meydana
gelmektedir. Kopigmentasyon reksiyonlarinda, molekiil-i¢i ve molekiiller-arasi
kompleks olusum reaksiyonlar1 en Onemlileridir. Kopigmentasyon
reaksiyonlariin; antosiyanin molekiillerinin kendi i¢inde birlesmesi yoluyla
veya antosiyaninlerin metallerle kompleks olusturmasinin  sonucunda

gergeklestigi bilinmektedir.

Aromatik veya alifatik asitlerin, antosiyanidin ¢ekirdegine seker

molekiilii araciligiyla acillenmesi yoluyla gergeklesen molekiill ig¢i
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kopigmentasyon en etkili kopigmentasyon reaksiyonlarindan biridir. Bu tip
kopigmentasyon, antosiyaninlerin kromofor gruplar1 ile antosiyanin
molekiiliiniin bir pargas1 olan kopigment kisminin, kovalent baglar araciligiyla
seker molekiiliine baglanmasiyla meydana gelir (Cavalcanti et al., 2011).

Molekiil i¢i kopigmentasyon Sekil 2.13’te verilmistir.

Acil Grup

(Seker)

Antosiyanidin

(Seker)

Acil Grup

Sekil 2.13 Molekiil-i¢i kopigmentasyon (Istanbullu, 2007)

Antosiyanin ve kopigment molekiillerinin, non-kovalent etkilesimleri
sonucu molekiiller aras1 meydana gelen kopigmentasyon, molekiiller-arasi
kopigmentasyon olarak tanimlanmaktadir. Kopigmentasyonun, flavilyum
katyonu ile kuinoidal arasinda, hidrojen bagi olusumu veya hidrofobik etkilesme
yoluyla oldugu diisiiniilmektedir. Molekiiller arasi kopigmentasyon Sekil 2.14°te

gosterilmistir.

(Seker) D‘ Kopigment
I | (Seker)

Antosiyanidin

Kopigment
(Seker)

Sekil 2.14 Molekiiller arasi kopigmentasyon (istanbullu, 2007)

Antosiyanin molekiillerinin kendi aralarinda birlesmesi sonucu
kararliliklarinin = arttig1  bildirilmistir.  Antosiyanin  konsantrasyonunun
artirilmasiyla goriiniir bélgede antosiyaninlerin verdigi en yiiksek absorbansin
degismis olmasi ve belirli pH degerinde renk yogunlugunun arttig1 goriilmiistiir.

Bu durum, molekiillerin kendi aralarinda birleserek gerceklestirdigi bir
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kopigmentasyon reaksiyonu olarak tanimlanmaktadir (Asen et al., 1972).

Antosiyaninlerin kendi kendine birlesmesi Sekil 2.15°te verilmistir.

. Antosiyanidin

Antosiyanidin
(Seker) E

Antosiyanidin
(Seker) E

Sekil 2.15 Antosiyaninlerin kendi kendilerine birlesmesi (Istanbullu, 2007)

(Seker) . (Seker)
. (Seker)

(Seker)
i

Antosiyaninlerin o-hidroksi gruplari ile demir, magnezyum, aliiminyum,
potasyum, bakir ve diger birg¢ok metal iyonlar1 ile birleserek kompleks
olusturmalar1 ve bu sayede kararliliklarini artirmalar1 farkli bir kopigmentasyon
tiirli olarak tanimlanmistir (Timberlake and Bridle, 1980). Antosiyaninlerden
siyanidin, delfinidin ve petunidinin aglikon kisminda bulunan B-halkasinda
serbest hidroksil gruplarinin sayisi fazlaca olup bu antosiyaninlerin metal selat
olusturma istekleri fazladir. Antosiyaninlerin metaller ile selat olusturmalari

Sekil 2.16’da gosterilmistir.

Kopigment _J [__ Kopigment

k k
(Seker) []- Antosiyanidin 1 M — Antosiyanidin —-D (Seken

1

1

(Seker) [:]—— Antosiyanidin

M — Antosiyanidin --D (Seker)
Kopigment —-D Kopigment

Sekil 2.16 Antosiyaninlerin metaller ile selat olusturmalar1 (Istanbullu, 2007)

Antosiyaninlerin  kararliligi sicakliktan etkilenir. Antosiyaninlerin
aglikonlarinin kararlilig1 glikozidik formlar ile karsilastirildiginda daha diisiik
oldugundan sicakligin arttirilmasiyla aglikon ve seker arasindaki baglar
hidrolize olur ve bu durum daha ¢ok renk kaybina yol agar. Isleme ve depolama

sirasinda sicaklik arttik¢a antosiyaninlerin bozunma hizi artar. Sicakligin artmasi
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ile antosiyaninlerin bozunma hizi dogrusal olarak artar. Antosiyaninlerin
bulundugu ortamin pH kararliligini artiran yapisal faktorler ayn1 zamanda termal
kararliliklarim1 da arttirir. Ortamin pH degeri diisiiriilerek termal bozunma

engellenebilir (Rein, 2005).

Sicakligin  genelde olumsuz etkilerine karsin, antosiyaninlerin
olusumunda olumlu etkileri de vardir. Yapilan arastirmalarda, taze meyvelerin
depolanmasi sirasinda sicakligin artirilmasiyla birlikte antosiyanin miktarinda
art1s oldugu gdzlemlenmistir. Ornegin; sekiz giin boyunca taze olarak depolanan
cilek ve ahudududaki antosiyanin igerigi, 0°C'nin {izerindeki depolama

sicakliklarinda artmistir (Kalt et al., 1999).

Ortamdaki oksijen varligi, antosiyaninlerin kararliligina etki eden diger
bir faktordiir. Oksijen, antosiyaninler ile dogrudan reaksiyona girerek onlari
parcalayabilir (dogrudan oksidatif mekanizma) veya dolayli olarak farkli
maddeleri okside ederek olusturdugu oksitlenmis f{irtinler (renksiz veya
kahverengi iiriinler) ile antosiyaninlerin reaksiyona girmesi sonucu onlarin
par¢alanmasina (dolayli oksidasyon yolu) neden olabilmektedir (Jackman et al.,
1987). Oksijenden kaynakli antosiyaninlerin kararliliginin bozulmasi pH
degerine gore degisir. Oksijen varken pH degerinin yiiksekligi antosiyaninlerin
bozunmasina neden olur (Markakis, 1982). Ayn1 zamanda, yiiksek sicaklikla
birlikte oksijenin varligi, diger tim faktorlerin i¢inde, antosiyaninlerin renk
kararliliklarinin  bozulmasini  etkileyen en zararli kombinasyon olarak
bildirilmistir (Nebesky et al., 1949). Antosiyaninler peroksi radikalleri olarak
bilinen oksijen radikalleriyle reaksiyona girerler ve antioksidan gdrevi goriirler.
Bu oOzellikleri sayesinde dolagim sistemi hastaliklarina karst koruyucu etki
gosterdikleri diistiniilmektedir (Matsufuji, et all.,, 2003; Rein, 2005). Diger
taraftan, ortamda bulunan serbest SO> ile de tepkimeye giren antosiyaninler
renklerini kaybederler. Bu tepkime geri dontisiimlii olarak gergeklesir. pH 3.2°de
SO2’in % 96°’s1 bisiilfit (HSO3") anyonuna doniislir ve bisiilfitin flavilyum
katyonu ile reaksiyona girmesi sonucu renksiz bilesikler olusmaktadir (Bakker

et al., 1998; Kelebek, 2009).

Antosiyaninler iizerine 1518in  etkisi ise iki farkli sekildedir.

Antosiyaninlerin sentezlenmesi i¢in giin 1s1gma ihtiya¢ duyulurken, diger
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taraftan 151k antosiyaninlerin bozunmalarin1 hizlandirir (Markakis, 1982).
Yapilan ¢aligmalarda, antosiyaninlerin karanlik ortamda renklerini koruduklari
belirlenmistir. Benzer kosullarda, oda sicakliginda, 1s1k altinda ve karanlikta
bekletilen antosiyaninler karsilastirildiginda, 24 saatin sonunda renk farki
belirgin bir sekilde goriilmiistlir. Ayrica acillenmis diglikozit yapisina sahip
antosiyaninler daha kararhidir (Cavalcanti et al., 2011). Depolama siiresi
boyunca, seker varliginda 1s18in yol agtigi antosiyanin bozulmasinin hizi
yuksektir. Isigin etkisi ile antosiyaninlerin bozunmasi bitkilerin yapisindaki
antosiyaninlerin farkli olmasindan kaynaklanir. Antosiyaninlerin 15181n etkisiyle
artan bozunmasi sonucu ag¢iga ¢ikan son iirlinler, sicakligin etkisiyle bozunma
sonucu olusan son friinler ile aymidir. Ancak 1s18in etkisiyle bozunma
reaksiyonunun kinetik yolu, flavilyum katyonunun uyarilmasini igermesi

noktasinda farklilik gosterir (Furtado et al., 1993).

Antosiyaninlerin major gorevi, bitkilere pembe, kirmizi, menekse moru,
mavi ve mor tonlarinda kendilerine has renkleri vermektir. Bunun yanisira, UV
1sinlarindan, anti-viral ve anti-mikrobiyal aktivitesi ile mikroorganizmalara kars1
bitkileri korurlar. Ayrica antosiyaninlerin insan saglig1 iizerine, 6zellikle, kalp-
damar hastaliklarinin olusmasini azaltma ve anti-karsinojen 6zelliklerinden
dolay1 dolagim sistemi hastaliklar1 ve goz hastaliklarinin bazi tiirlerinde tedaviye
yardimci 6zelliklerinin bulunmas bildirilmistir. Antosiyaninlerin, oksidasyonu
engelleyici Ozelliklerinin kronik hastaliklari engelledigi bildirilmistir (Kirca

2004; Wrolstad, 2004).

2.2.2 Siyah havug ve siyah havuc¢ antosiyaninleri

Son yillarda saglikli ve dogal beslenme kavramlarinin 6neminin artmast,
Tiirkiye’de biiylik 6l¢iide yetistiriciliginin yapilmasi, icerdigi antosiyaninler ve
karotenoidler gibi fenolik bilesikler ve diger fitokimyasal maddelerden dolay1
zengin besin icerigi bakimindan farkindaliginin artmasiyla havug, 6nemli ve
ekonomik bir bitki olarak bilinmektedir. Tiir adi Daucus carota olarak bilinen
havug, maydanozgiller (Apiaceae) familyasindan tarimsal degeri ve verimi
yiiksek olan bir bitkidir. Insanlarin ve hayvanlarin besin ihtiyaglarini karsilamasi
amaciyla tohum ve kokii i¢in yetistirilmektedir. Havucun en sik goriilen turuncu

renginin haricinde, sar1, beyaz, siyah ve mor renkli ¢esitleri bulunmakla birlikte
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koni seklindeki kokleri yaklasik 15-20 cm uzunluga kadar ¢ikabilir. Daucus
carota cinsinde yaklasik 60 kadar tiirliniin oldugu bilinmektedir. Havug serin
iklimde yetisen bir tiir olup, ¢imlenmesi i¢in 10-15°C, gelismesi i¢in ise 15-20°C
sicakliga ihtiyag duymaktadir. Cimlenme ve gelisme kosullarinin degismesi
havuglarin kok boylarimin ve renklerinin farkli olmasima neden olmaktadir
(Akdogan, 2019). Havucun igerdigi A vitamini degerinin zengin olmasinin
yanisira B3, B6, C, D vitaminleri, folik asit, demir, kalsiyum ve fosfor icerdigi
bilinmektedir. 100 gram havugcta, 1,0 g protein, 8,0 g karbohidrat, 0,2 g yag, 35
mg kalsiyum, 10000 IU A vitamini, 0,06 g B1, 0,04 mg B2, 0,6 mg niasin, 5 mg
C vitamini igerdigi ve ortalama kalori degerinin 41 kcal oldugu bilinmektedir
(Baysal, 1999; Akdogan, 2019). Havucun iilkemizde en ¢ok yetistirildigi yerler,
I¢ Anadolu Bélgesinde Konya (Eregli) ve Ankara (Beypazari), Akdeniz, Ege ve
Marmara bélgelerimizdir. Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gére 2022 yilinda
788.578 ton liretilerek bir onceki yilin {iretim verilerine kiyasla % 33,5 artis
oldugu bildirilmistir (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2023). Tiirkiye’de gergeklesen

havug liretiminin son iki yila ait verileri Tablo 2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4 Son iki yila ait havug iiretimi (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2023)

Yilhk Uretim (ton) Degisim (%)
Havug 2021—590,483 2021 ve 2022 yillart arasinda artig %33,5
2022—788,578

Havucun botanik olarak iki grubu bulunmaktadir ve bu gruplar;
antosiyanin (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) ve karoten
(Daucus carota ssp. sativus var. sativus) olarak bilinmektedir. Karoten grup,
"bat1 grup" olarak da bilinmektedir ve havucun bilesiminde yer alan karoten,
turuncu renkli pigmentten kaynaklanmaktadir. Genellikle iilkemizde ¢ig olarak
salatalarda tiiketilmektedir. Turuncu havucun kokeni Orta Asya’ya dayansa da
bat1 toplumlarinda daha ¢ok bilinmekte olup yaygin bir tiirdiir. Antosiyanin grup,
rengini icerisinde bulunan antosiyanin adi verilen pigmentten almis olup, bu
grup siyah havug ile 6zdeslesmistir. Siyah havug¢ ayrica "dogu grup" havug
olarak da bilinmektedir. Ulkemizde, siyah havug iiretimi i¢ Anadolu bolgesinde
Konya Eregli’de tarim alanlarinin ve iklimin uygun olmasi nedeniyle yiiksek

verimle yapilmaktadir. Bu nedenle yetistirilen siyah havuglarin cografi isareti ve
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patenti  bulunmaktadir. Siyah havuglar dogal renklendirici olarak
degerlendirilmek iizere Bati iilkelerine yiiksek miktarda ihra¢ edilmektedir
(Akdogan, 2019). Siyah havuctan iilkemizde en ¢ok salgam suyu yapilmakta
olup iiretilen miktarin yarisindan fazlasi ihra¢ edilmektedir. Dogal gida boyasi,
viicut ve giines yag1 olarak kozmetik sektdriinde, havug konservesi, dondurmasi,
receli, suyu veya sofralik olarak ise gida sektoriinde kullanilmaktadir (Tiirkiye
Patent ve Marka Kurumu, 2023). Diinya geneline bakildiginda ise, Tiirkiye,
Almanya, Cin, Rusya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde, 2021 yili Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO, Food and Agriculture Organization of The United Nations)
verileri ile havug tliretimine bakildiginda, en yiiksek tarimsal tiretim degerinin,
5,02 milyar dolar ile Cin’in gerceklestirdigi ve sirasiyla Amerika, Rusya,

Almanya ve Tiirkiye’nin geldigi goriilmektedir.

Siyah havucun, fenolik bilesiklerce zengin, karbohidrat, mineral (Fe, Ca,
Mg ve P), vitamin (tiamin, riboflavin, niasin, folik asit, askorbik asit ve alfa-
tokoferol) ve %86 ila %89 arasinda degisen yiiksek su icerigine sahip oldugu
bilinmektedir. Bu igerigi iklim, toprak ve genetik ile ilgili cesitli faktorler
cesitlendirmektedir (Smeriglio, 2017). Siyah havucu son yillarda degerli kilan
ozellikler, yliksek antosiyanin igerigi ve kararliliklarinin yiiksek olmasidir.
Yapilan bir ¢alismada, siyah havucun islenmemis suyunun 488 mg/L diizeyinde
toplam monomerik antosiyanin bulundurdugu ve ham suyun HPLC-MS
yontemiyle yapilan analizlerinde siyah havucta bulunan antosiyaninlerin % 84
oraninda mono acillenmis yapida oldugu belirtilmistir (Ozkan, 2019). Asidik
pH’larda siyah havug antosiyaninleri, oldukca iyi diizeyde parlak kirmizi rengi
saglamalarindan dolayi, recellerin, marmelatlarin, sekerlemelerin, mesrubatlarin
meyve sulart ve nektarlarin renklendirilmesinde siyah havu¢ suyu veya

konsantreleri kullanilmaktadir (Downham and Collins, 2000).

Yasamsal faaliyetlere devam edebilmek i¢in gereken enerji; glukoz ve
yag asitleri gibi molekiillerden saglanmaktadir. Enerjinin saglanmasi sirasinda,
oksijenli radikaller ve radikal olmayan tiirler agiga ¢ikmaktadir. Radikal olup
olmamasina bakilmaksizin, kimyasal yapisinda oksijen bulunduran maddeler,
reaktif oksijen tirleri "(ROS, Reactive Oxygen Species)" olarak
degerlendirilmektedir. Oksijen radikalleri; siiperoksit anyon, hidroksi, peroksi,

alkoksi ve hidroperoksi radikallerdir. Olusan reaktif oksijen (RO) tiirleri,
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doymamis yag asitleriyle reaksiyona girip lipit peroksidasyonu, protein ve
DNA’larin (Deoksiriboniikleik asit) zarar gormesine neden oldugundan hiicrenin
inaktivasyonuna sebep verirler (Dereli, 2010). Gidalarda bulunan bilesenlerin ve
dokularda bulunan lipit, protein ve DNA olarak bilinen biyomolekiillerin
oksidasyonunu geciktiren veya engelleyen maddelere antioksidan denilmektedir.
Antioksidanlarin gorevi, oksidatif zincir reaksiyonlarinin (chain-breaking)
baslamasini veya gelismesini durdurmaktir (Javanmardi et al., 2003). Ortamda
bulunan antioksidanlar1 RO tiirleri okside ederek biyolojik molekiillerin (lipid
ve protein) oksidasyonuna engel olurlar (Dereli, 2010). Antosiyaninler polar
bilesenler olup suda kolay c¢oziinebildikleri icin, fenolik bilesikler olan
flavonoidlerin yapisina katilmakta ve antioksidan aktivite gostermektedirler.
Dolayisiyla, siyah havucun 6nemli 6l¢iide yogun olan antosiyanin igeriginden
dolay1 antioksidan aktiviteleri de paralel olarak yiiksektir. Turuncu havug
suyunun antioksidan kapasitesi, siyah havug¢ suyunun antioksidan kapasitesine

gore 13—14 kat daha az oldugu bilinmektedir (Kirca, 2004).

Siyah havug, baskin olarak siyanidin aglikona sahiptir ve bu siyanidin
tiirevleri agilsiz (iki farkl), agilli (ii¢ farkli) olmak iizere bes tane antosiyanin
icermektedir. Acilli olmayanlar siyanidin-3- ksilozil-glikozil-galaktozit ve
siyanidin-3-ksilozil-galaktozit; acilli olanlar ise siyanidin-3-ksilozil-glikozil-
galaktozitin sinapik, ferulik ve kumarik asitlerle agillenmis tiirevleridir. Siyah
havugta bulunan baskin antosiyanin tiirevleri ve miktarlar1 Tablo 2.5’te

verilmistir.

Tablo 2.5 Siyah havugta bulunan baskin antosiyanin tiirevleri (Schwarz et al., 2004)

Antosiyanin Tiirevi Miktari (%)
siyanidin 3-ksilozil-glukozil-galaktozid-ferulik asit 43.0
siyanidin 3-galaktozit-ksilozit 28.8
siyanidin 3-galaktozil-ksilozil-glukozid-kumarik asit 12.6
siyanidin 3-galaktozil-ksilozil-glukozid 9.3
siyanidin 3-galaktozil-ksilozil-glukozil-kumarik asit- 6.2

sinapik asit
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Siyah havugta bulunan agilli antosiyaninlere baglanan aromatik asitler,
sinapik, kumarik ve ferulik asittir. Sinapik, kumarik ve ferulik asitlerin yapilar

Sekil 2.17°de gosterilmistir.

H;CO
H HO—< >— H
\ COOH \ COOH \ COOH
OCH;s OCH,
Sinapik asit Kumarik asit Ferulik asit

Sekil 2.17 Agilli antosiyaninlere baglanan aromatik asitler (Schwarz et al., 2004)

Siyah havucta bulunan agilllenmis antosiyaninler, siyanidin-3-ksilozil-
sinapoil-glikozil-galaktozit, siyanidin-3-ksilozil-feruloil-glikozil-galaktozit ve
siyanidin-3-ksilosil-kumaril-glikozil-galaktozit’lerdir. Son zamanlarda yapilan
caligsmalarda, siyah havucta, peonidin veya pelargonidin tipi aglikon igeren
antosiyaninler de tanimlanmistir, ancak bu antosiyaninler eser miktarlardadir

(Schwarz et al., 2004).

Siyah havucta bulunan acil gruplu ve acil gruplu olmayan 5 baskin
antosiyanin tiiriiniin agik yapis1 Sekil 2.18’de verilmistir. Sekilde 1., 2., ve 3. acil
gruplu olan antosiyanin tiirlerini, 4. ve 5. agil gruplu olmayan antosiyanin

tiirlerini gdstermektedir.
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1: Cy-3-(2"-Xyl-6"-(6""-sinapoylGlc)-Gal) R, =O0CH; R, = OCH,
H 2: Cy-3-(2"-Xyl-6"-(6"-feruloylGlc)-Gal) R,=0CH; R,=H
3: Cy-3-(2"-Xyl-6"-(6""-coumaroylGlc)-Gal) R, =H R,=H

e NG
. o lo) OH OH o OH
o (o]
OH . HO o OH on
Ho HO "
HO =

4: Cy-3-(2"-Xyl-Gal) 5: Cy-3-(2"-Xyl-6"-Glc-Gal)

Sekil 2.18 Siyah havucta bulunan baskin antosiyaninlerin kimyasal yapilar1 (Schwarz et al.,

2004)

Siyah havug, yiiksek oranda sahip oldugu acilli antosiyaninlerden dolay1,
1s1 ve pH degisikligine kars1 oldukga kararlidir. Yapilan bir ¢alismada, {iziim
posasindan elde edilmis ve asilasyonu diisiik antosiyanin 0zlerine gore daha
kararli oldugu belirtilmistir (Khandare et al., 2011). Siyah havucun polifenolik
profilinin incelendigi bir bagka calismada ise en bol bulunan sinifin
antosiyaninler oldugu, bunu hidroksisinamik asitlerin agirlikli oldugu fenolik
asitler ve flavonanlarin oldugu flavonoidlerin izledigi bildirilmistir. Bu bol
bulunan antosiyaninlerin ferulik, kumarik ve sinapik asitlerle monoagcillenmis
antosiyaninler olmasinin yanisira ilging bir sekilde, diisiik konsantrasyonlarda
da olsa malvidin-3-O-galaktozidin varlig1 vurgulanmistir. Ayrica antosiyaninlere
benzer konsantrasyonlarda bulunan farkli polifenol siniflarindan klorojenik asit,
protokatekuik asit (hidroksibenzoik asit), kafeik ve ferulik asitler
(hidroksisinamik asitler) gibi farkli fenolik asitler, epikatesin, naringenin-7-O-
glukozit ve kaempferol-3-O-rutinosid gibi flavanol ve flavanonlarin agirlikl
olarak bulundugu bildirilmistir (Smeriglio et al., 2017). Bu ¢alismadan yola
cikilarak siyah havucun polifenolik profiline ait temel fenolik bilesikler ve

miktarlar1 Tablo 2.6’da belirtilmistir.
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Tablo 2.6 Siyah havucun polifenolik profili (Smeriglio et al., 2017)

Bilesik Miktar (mg/100 g TA¥)
Hidroksi benzoik asitler

Gallik asit 0.137+0.006
Protokatesuik asit 0.673+0.035
4- Hidroksibenzoik asit 0.188+0.045
Siringik asit 0.807+0.035
Hidroksisinamik asitler

Klorojenik asit 4.658+0.175
Kafeik asit 0.574+0.018
Kumarik asit 0.029+0.001
Ferulik asit 0.475+0.024
Flavanoller

Katesin 0.198+0.012
Epikatesin 0.355+0.022
Flavonoller

Kuersetin-3-O-galaktozit 0.068+0.004
Kamferol-3-O-rutinozit 0.075+0.003
Kuersetin 0.034+0.002
Antosiyaninler

Siyanidin 3-O-galaktozit 0.239+0.016
Siyanidin 3-O-glukozit 0.419+0.035
Siyanidin 3-ksilozil-glukozil-galaktozit 0.307+0.025
Siyanidin 3-ksilozil-galaktozit 0.610+0.038
Siyanidin 3-ksilozil(sinapoilglukozil)galaktozit 1.047+0.055
Siyanidin 3-ksilozil(feruloilglukozil)galaktozit 29.181+1.065
Siyanidin 3-ksilozil(kumaroilglukozil)galaktozit 1.219+0.065
Malvidin 3-O-galaktozit 0.029+0.002
Siyanidin 0.754+0.042

TA*: Taze agirlik, + SD, 3bagimsiz deneyin ortalamasi

Yine ayni c¢alismada, siyah havug¢ igin belirlenen temel fenolik
bilesiklerin yiizdesel miktarlari; antosiyaninler %78,06, fenolik asitler %17,89
ve diger flavonoidler %4,06 olarak bulunmustur (Smeriglio et al., 2017).

Siyah havug antosiyaninleri, gidalarda farkli pH degeri araliklarinda renk
kararliligia sahip, agilli antosiyaninlerin fazla oldugu, ayrica, kirmizi lahana
gibi acilli antosiyanin igeren diger antosiyanin kaynaklarina oranla, olumsuz etki
yaratan kotli kokan maddelere sahip olmamasi gibi duyusal avantajlar1 vardir.
Bu o6zellikler, siyah havucun gida boyasi olarak kullanimini tesvik etmektedir

(Stintzing and Carle, 2004).

Siyah havug ile yapilan farkli bir ¢alismada, siyah havug¢ antosiyanin
profili icinde peonidin ve pelargonidin aglikonlarina karsilik gelen, ¢ok kiiciik

(eser) miktarlarda da olsa farkli {i¢ antosiyanin daha bulunmustur. Bu
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antosiyaninlerin, peonidin 3-ksilozilglukozilgalaktozit, pelargonidin  3-
ksilozilglukozilgalaktozidin ~ "ferulik asit" tiirevi ve peonidin  3-
ksilozilglukozilgalaktozidin "ferulik asit" tiirevine karsilik geldigi bildirilmistir
(Algarra et al., 2014). Peonidin ve Pelargonidin aglikonlarini igeren

antosiyaninlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.19°da verilmistir.

OCH;
- OH
+
HO 0\
~N
OH
O Z Ho = OH Z = OH
o o o 0
OH

[o}

o OH
OH
Y %
HO e S,
peonidin 3-ksilosilglukosilgalaktozit pelargonidin 3-

ksilosilferuloilglukosilgalaktozid

peonidin 3-ksilosilferuloilglukosilgalaktozid

Sekil 2.19 Peonidin ve Pelargonidin antosiyaninlerinin kimyasal yapilar1 (Algarra et al., 2014)

Ayni ¢alismada, tanimlanan Peonidin ve Pelargonidin aglikonlar1 igeren
antosiyaninlerin kararlilik c¢aligmalarinin yapilmadigi ancak antosiyanidin-O-
glikozitlerin bir aromatik asitle acillenmesinin renk stabilitesini iyilestirdigi

gosterilmistir (Algarra et al., 2014).

Siyah havug¢ antosiyaninleri, yan etkilerinin diisilk ve aktivitelerinin
ylksek olmasi nedeniyle literatiirde oldukga genis bir sekilde arastirilmislardir.
Arastirmalarda siyah havug antosiyaninlerinin, antioksidan, antimikrobiyal,
antidiyabetik, antiobezite, ndroprotektif, antienflamatuvar, kardiyoprotektif ve

antikanser  etkinlikleri kanitlanmaya  c¢alisilmistir.  Bu  ¢aligmalarda,
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antosiyaninlerin aktivite ¢aligmalarinin yaninda biyoyararlanim ¢aligmalar1 da
gerceklestirilmistir (Smeriglio et al., 2016). Antosiyaninlerin glikozit formlari
mide ve barsakta emilirler ancak biyoyararlanimlarinin aglikon formlarina gore
diisiik oldugu belirlenmistir. Bunun nedeninin, glikozitlerin aglikona gore suda
daha iyi ¢ozlinebilmesi ve bu nedenle glikozitlerin pasif tasiniminin zor olup,
aglikonlarin hidrofobik yapisindan dolay1 pasif taginma yoluyla dokulardan
gectigi gosterilmistir. Siyah havug¢ antosiyaninlerinin aglikon veya glikozit
forma doniismeden emilimi i¢in bazi aktif tasima mekanizmalarina ihtiyag
vardir. Diger taraftan bir takim enzimatik reaksiyonlar ile aglikonlara hidrolize
olup ince barsakta emilimleri gergeklesebilir. Ortamin pH degerinin yiiksek
oldugu durumlarda kararliliklarinin diisiik olmasina karsilik, fizyolojik pH’da
protokatesik asit gibi fenolik asitlere c¢evrilerek aktivitelerini metabolitleri
aracihifiyla  gosterdikleri  belirtilmistir  (Woodward et al., 2009).

Antosiyanidinlerin fenolik asitlere yikimi Sekil 2.20°de gosterilmistir.

Antosiyanidin

l O« _OH
HO OH
O + @
R7 R,
OH OH
Floroglisinol Aldehit Fenolik Asit

Sekil 2.20 Antosiyanidinlerin fenolik asitlere yikimi (Woodward et al., 2009)

Antosiyanidinlerin fenolik asitlere yikimina ait 6rnekler Tablo 2.7°de verilmistir.

Tablo 2.7 Baz1 antosiyanidinlerin fenolik asitlere yikimi (Smeriglio et al., 2016)

Antosiyanidin Fenolik Asit R1 R2
Siyanidin Protokatesik asit OH H
Pelargonidin 4-hidroksibenzoik asit H H
Delfinidin Gallik asit OH OH
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Antosiyaninlerin toksikolojik c¢alismalarda, mutasyona, dogumsal ve iireme
doneminde meydana gelebilecek bir anomaliye neden olabilecek bir etkilerinin

olmadig1 veya cok diisiik oldugu belirtilmistir (Smeriglio et al., 2016).

2.3 Ekstraksiyon, Sulu ikili-Faz Ekstraksiyon (ATPE) ve

Antosiyaninlerin Ekstraksiyonu

2.3.1 Ekstraksiyon

Gidalarin islenme basamaklarinda, 6ziitleme, ham maddeden bir veya
birden fazla degerli molekiiliin ayrilmasi seklinde tanimlanirken, farmasdtik
anlamda, medikal olarak degerli biyoaktif bilesenlerin bitkisel ya da hayvansal
dokulardan uygun ¢oziiciiler ile bilimsel yontemler kullanilarak ayrilmasi islemi
seklinde tanimlanmaktadir. Biyoaktif bilesiklerin ayristirilmasi, tanimlanmasi ve
karakterizasyonu ancak uyumlu ekstraksiyon isleminin ardindan gerceklesebilir.
Farkli ve dogal kaynaklardan 6ziitleme yapilirken, seciciligi anlayabilmek i¢in
kosullarin  farklilastirilabildigi ~ ekstraksiyon  teknikleri  kullanilmasi
gerekmektedir. Birgogu uzun zaman degismeden kalan farkli tekniklerin ortak

amaglar1 vardir. Bu ortak amaglar;
(a) karmasik bitki 6rneklerinden hedeflenen biyoaktif bilesikleri ¢ikarmak,
(b) analitik yontemlerin segiciligini artirmak,

(c) hedeflenen bilesiklerin konsantrasyonunu artirarak biyokompleks tahlilinin

hassasiyetini artirmak,
(d) biyoaktif bilesikleri tespit ve ayirma i¢in daha uygun bir forma dontistiirmek,

(e) ornek matrisindeki varyasyonlardan bagimsiz, gii¢lii ve tekrarlanabilir bir

yontem saglamak olarak siralanabilir (Azmir et al., 2013).

Coziicii kullanimina gore ekstraksiyon yontemleri, ne kadar ¢oziicii
kullanildiginin 6nemli olmadigi konvansiyonel (geleneksel) yontemler ve sinirlt
olarak ¢oOziicii kullanilan veya c¢oziicii kullanilmadan gergeklestirilen ileri
ekstraksiyon (geleneksel olmayan) yontemleri olarak simiflandirilabilir

(Yalavarthi and Thiuruvengadarajan, 2013).
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Biyoaktif bilesikler cesitli geleneksel ekstraksiyon teknikleri ile ekstrakte
edilebilir. Bu tekniklerin ¢ogu, kullanilan farkli ¢éziiciilerin 6ziitleme giiciine,
1s1 ve karistirma uygulamasina dayanmaktadir. Bu klasik teknikler sunlardir;

Soxhlet ekstraksiyonu, Maserasyon ve Hidrodistilasyon.

Soxhlet ekstraksiyonu ilk olarak Alman kimyager Franz Ritter Von
Soxhlet (1879) tarafindan Onerilmistir. Esas olarak lipid ekstraksiyonu igin
tasarlanmistir ancak sadece bununla sinirlt degildir. Soxhlet ekstraksiyonunun
yaygin kullanilmasinin  yaninda, yeni ekstraksiyon alternatifleri ile
karsilagtirmada model olarak kullanilmaktadir. Maserasyon, ugucu yaglari ve
biyoaktif bilesikleri elde etmenin popiiler ve ucuz bir yoludur. Kiigiik 6l¢ekli bir
ekstraksiyonda maserasyon genellikle birka¢ adimdan olusur. ilk olarak, yiizeyi
artirmak icin bitki materyalleri ufak pargaciklar halinde &giitiiliir, Ikinci olarak,
uygun ¢ozgen kapali kapta eklenir ve ticlincii olarak, siv1 siiziiliir ve ekstraksiyon
isleminin kat1 kalintis1 ¢ozeltiyi geri kazanmak i¢in preslenir. Elde edilen
stizilmiis ve preslenmis sivi kanstirilir ve filtrasyon yoluyla yabanci
maddelerden ayrilir. Maserasyon sirasinda ara sira calkalamak, difiizyonu
artirmay1 ve ¢ozeltiyi numune ylizeyinden uzaklastirip yiizeye konsantre ¢ozelti
degisimi saglayarak ekstraksiyon verimini artirip ekstraksiyonu kolaylagtirir.
Hidrodistilasyon, biyoaktif bilegsenler ve ucucu yaglarin bitkilerden
ekstraksiyonunda tercih edilen geleneksel metottur.  Organik ¢oziiciiler
kullanilmaz. Ug tiir hidrodistilasyon vardir: su, su ve buhar ve dogrudan buhar
distilasyonu (Vankar, 2004). Hidrodistilasyonda, bitki materyalleri bir bolmede
paketlenir ve daha sonra yeterli miktarda su eklenerek kaynatilir. Alternatif
olarak, bitki drnegine dogrudan buhar enjekte edilir. Sicak su ve buhar, bitki
dokusundaki biyoaktif bilesikleri serbest birakmak i¢in ana etkili faktorlerdir. Su
ile dolayli sogutma, su ve yagm buhar karisgimini yogunlastirir. Yogunlasan
karigim farklh bir tarafa geger ve burada yag ve biyoaktif bilesikler otomatik
olarak sudan ayrilir (Silva et al., 2005). Yiiksek ekstraksiyon sicakligi, bazi
ucucu bilesenler kaybolmasina neden olacagindan termo kararsiz bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in kullanimi smirlidir. Herhangi bir geleneksel yontemin
ekstraksiyon verimliligi esas olarak ¢oziiciiniin ne kadar uygun se¢ildigine gore
degisir. Hedef molekiiliin polarlig1 ¢oziiciiyli se¢gmek i¢in en dnemli etkendir.

Coziicii se¢ciminde dikkate alinmasi gereken dgeler; ¢oziicii ve ¢ozlinen madde
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arasindaki molekiiler afinite, kiitle transferi, yardimei ¢oziicti kullanimi, gevre
giivenligi, insan toksisitesi ve finansal fizibilitedir (Azmir et al., 2013). Baz1
biyoaktif 6rnekler farkli ¢oziiciiler kullanilarak ekstrakte edilen bilesikler Tablo

2.8'de verilmistir.

Tablo 2.8 Farkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilen bazi biyoaktif bilesikler (Cowan, 1999)

Su Etanol Metanol  Kloroform Diklorometanol Eter Aseton
Antosiyanin Tannin Antosiyanin Terpenoid Terpenoid Alkoloid Flavonoid
Tannin Polifenol Terpenoid Flavonoid Terpenoid
Saponin Flavanol Saponin
Terpenoid Terpenoid Tannin
Alkoloid Flavon
Polifenol

Geleneksel ekstraksiyonun baslica zorluklar1 uzun ekstraksiyon siiresi,
pahali ve yiiksek saflikta ¢oziicii gereksinimi, biiylik miktarda ¢oziiciiniin
buharlasmasi, diisiik ekstraksiyon seciciligi ve 1s1l kararsiz bilesikler i¢in uygun
olmamasidir (Luque de Castro and Garcia-Ayuso, 1998). Geleneksel
ekstraksiyon yontemlerinin bu kisitlamalarinin istesinden gelmek i¢in yeni ve
gelecek vaat eden ekstraksiyon yontemleri ortaya konulmustur. Bu teknikler
geleneksel olmayan ekstraksiyon teknikleri olarak adlandirilmaktadir. En umut
verici tekniklerden bazilar1 ultrason destekli ekstraksiyon, enzim destekli
ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan destekli
ekstraksiyon, siiperkritik s1vi ekstraksiyonu ve basingli s1vi ekstraksiyonudur. Bu
tekniklerden bazilari, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA)
tarafindan tanimlanan kosullara uygun olduklarindan dolay1 "yesil teknikler"

olarak kabul edilmektedir.

2.3.2 Sulu ikili-faz ekstraksiyon (ATPE)

Sulu ikili-faz ekstraksiyon (ATPE), proteinlerin, membranlarin,
viriislerin, enzimlerin, niikleik asitlerin ve diger biyomolekiillerin ekstraksiyonu,
ayrilmasi, saflastirilmasi ve zenginlestirilmesi i¢in bir sivi-sivi fraksiyonlama
teknigidir. 1896 yilinda Martinus Willem Beijerinck, tesadiifen, nisasta ve
jelatinin sulu ¢ozeltisini karistirirken ikili fazin olusumunu goézlemlemesiyle
bulmustur. Ancak gercek uygulama 1956 yilinda Albertsson tarafindan
kesfedilmis olup sulu ikili-faz sistemleri olarak adlandirilmis, biyomolekiillerin
geri kazanilmasinda ilk kez kullanilmis ve biyomolekiillerin fazlar arasinda

gegcisinin istemli olarak meydana geldigini ileri siirmiistiir (Igbal et al., 2016).
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ATPE i¢in polimerler, tuzlar, sekerler, alkoller veya yiizey aktif maddeler gibi
hidrofilik maddeler belirli konsantrasyonlarin iizerinde olusturulan karisimlarin
igerisinde birbirlerini yapisal olarak itmeleri sebebiyle ikili fazlar olustururlar.
ATPE'nin olusumu ve fazlarin ayrilmasinda rol oynayan fizikokimyasal olaylar
son derece karmasiktir. ATPEmin iki ana bilesigi primer olarak hidrofilik
olmasma ragmen, bu bilesikler arasindaki hidrasyon entalpisi farklidir.
Sistemdeki enerji miktari, entropi ve hidrasyon entalpisi arasindaki net farkin
istesinden gelecek kadar yiiksekse, iki ana kimyasal bilesik mevcut
konsantrasyonlarinda tek bir homojen faz olustururken, diisiikse iki bilesigin
ayrilmast enerjik olarak tercih edilir ve iki faz olusturur. Sulu ikili faz
ekstraksiyon sistemlerini olusturan faz bilesenleri fizikokimyasal ve
biyokimyasal ozelliklerine gore dagilim gostermektedirler. Fazlar1 olusturan
bilesenler birbiri igerisinde dagildiktan sonra ekstrakte edilmek istenen bilesik
fazlardan birine gecer (Phong et al., 2018). ATPE kullanilarak istenilen
biyomolekiiliin ayrilmasi Sekil 2.21°de verilmistir. Giiniimiizde, ATPE, polimer-
polimer sistemleri, polimer-tuz sistemleri, alkol-tuz sistemleri, misel ve iyonik
stvi bazli olmak iizere bes farkli grupta smiflandirilabilir. Polimer-polimer
sisteminde fazlar1 olusturan bilesenler kendi polimeri bakimindan zengindir.
Polimer-tuz sistemlerinde, faz bilesenlerinden bir tanesi polimer miktari
bakimindan, digeri ise tuz miktar1 bakimindan zengindir. Polimer-tuz ve
polimer-polimer sistemlerinin icerdigi su miktar1 yiiksek oldugundan biyolojik
molekiiller i¢in uyumlu ve herhangi bir kirlilik igermeyen ayirma ortami
saglanmis olur (Palomares and Lozano, 2017). Genel olarak, sulu iki fazlh
polimerik sistemler polimer/elektrolit veya polimer/diisiik molekiil agirlikli
¢Oziinen maddelere dayanmaktadir. Yiiksek molekiil agirlikli dekstran ve Poli
Etilen Glikol (PEG), iyi bilinen fiziksel ve kimyasal yapilar1 nedeniyle ¢ok
kullanilan iki polimerdir. Her iki polimer de ucuzdur, yalnizca orta diizeyde
konsantrasyon gerektirir, hizla ayrilir, orta diizeyde diisiik viskoziteye sahiptir

ve kolayca tamponlanabilir (Schindler and Nothwang, 2006).
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Sekil 2.21 Sulu iki fazli ekstraksiyon sistemleri ile hedef molekiiliin ayrilmasi1 (Phong ett al.,

2018)

Polimer-polimer sistemlerinin iyonik giiciiniin son derece diigiik oldugu
g0z Oniine alindiginda, tercihen iyonik ortamlara karsi son derece hassas olan
¢Oziinen maddelerin yani sira ozmotik soka duyarli canli hiicrelerin ve
organellerin ayrilmasi i¢in kullanilirlar (Benavides et al., 2011). Bu sistemler,
polimerlerin dogas1 geregi yiiksek viskoziteye sahiptir. Bazi polimerlerin yiiksek
maliyetli olmasi nedeniyle biiylik 6lgekli kullanimlarinin sinirlanmasi bir

dezavantaj olarak goriilmektedir (Hatti-Kaul, 2001).

Polimer-tuz sistemleri, polimerik ¢ozeltilerle birlikte tuz ¢ozeltilerinin
karistirilmasiyla olusturulur. Polimer-polimer sistemlerine gore, bir polimerin
yerine tuz kullanimi ile maliyeti daha diistiktiir ve biyoteknolojik uygulamalarda
maliyetinin daha diigiik olmas1 sebebiyle 6zel bir 6neme sahiptir. Proteinlerin
saflagtirilmas1 i¢in yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Polimer-tuz sistemleri,
fazlar arasinda belirgin hidrofobik farkliliga sahiptir. Faz ayrimin1 tegvik etmede
tuzlarm etkinligi 6nemli rol oynamaktadir (Huddleston et al., 1991). Belirli bir
tuzun etkinligini belirlemede tuzun anyonunun katkis1 katyonununkinden daha
onemlidir. HPO4?*" ve SO4% gibi ¢ok degerlikli anyonlar, PEG ile faz ayrimim
indiiklemede en etkili olanlardir. (Huddleston et al., 1991; Hatti-Kaul, 2001).
Polimer-tuz sistemlerinde, PEG-fosfat ile hazirlanan ATPE sistemleri, diisiik
viskozite, kisa ayirma siiresi ve pH’1n alt1 ila dokuz araliginda stabil olmas1 dahil
olmak iizere ¢esitli proses avantajlar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir
(Rito-Palomares, 2004). Aynm1 zamanda, sitrat tuzlarinin PEG ile olusturdugu

ATPE sistemleri de, sitrat tuzlarinin biyolojik olarak parcalanabilir ve toksik
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olmamasi nedeniyle olduk¢a yaygindir. Alkol-tuz sisteminde, su ile karigabilen
metanol, etanol, l-propanol ve 2-propanol gibi alifatik alkoller uygun
konsantrasyonlarda sulu tuz c¢ozeltileri ile karistirildiginda alkol bakimindan
zengin bir list faza ve tuz bakimindan zengin bir alt faza sahip ATPE sistemi
olusturur. Alkoliin uzaklagtirilmasiyla, hedef iiriin kolayca ekstrakte edilebilir
(Greve and Kula, 1991). Bu sistemlerin spesifik avantajlari, bilesenlerin ucuz
olmas1 (6zellikle bazi pahali polimerler ile karsilastirildiginda), bilesenlerin
kolay bir sekilde geri kazanimi ve yeniden kullanimi, faz olusma siirelerinin kisa
olmasi, yiiksek polarite, diisiik viskozite ve ¢evreye diisiik toksisitedir (Ooi et
al., 2009). ATPE sistemlerinin temel 6zelliklerinin verildigi siniflanma Tablo

2.9’da verilmistir.

Sulu ikili-faz ekstraksiyon (ATPE) sistemleri iki adimda gerceklesir. ilk
adim dengeleme ve ikinci adim faz ayirimidir. Dengeleme adimi, bilesenler ile
ekstraktin kanstirilip iki fazin kendiliginden dengeye gelip dagilimin olustugu
adimdir ve oldukca hizli gergeklesir. Bu adim, hafifce karistirilarak ve bekleme
stiresi eklenerek yapilabilir. Olusan fazlarda ayirma islemi gerceklesirken,
oncelikle fazlar belirginlesir ve ardindan santrifiij islemi yapilir. Bu asama,
fazlarin yogunluk ve viskoziteleri arasindaki farklardan otiirii dakikadan saate
degisebilen zaman araligina sahiptir. Santrifiijiin siiresi ve hizi, ayrilmak istenen
biyomolekiiliin yapisina ve diger bilesenlerin 6zelliklerine gore degisiklik

gosterebilir (Glileg, 2015).
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Tablo 2.9 ATPE sistemlerinin temel 6zelliklerine gore siniflandirilmasi (Ooi et al., 2009)

Polimer-Polimer

Polimer-Tuz

Alkol-Tuz

Misel

Iyonik Sivi Bazh

Polimer/elektrolit
veya polimer/diisiik
molekiil  agirlikli
¢Oziinen
maddelerden olusur.

Protein, niikleik
asit, hiicre  ve
organellerin
ayrilmasinda
kullanilir.

Iyonik giice duyarli
biyomolekiiller ve
proteinlerin
ayrigtirilmasi
uygundur.

i¢cin

Bazi polimerler
oldukga pahalidir.

Sistemi olusturan
bilesenler tuzlar
ve polimerlerdir.

Protein,  niikleik
asit,
nanopartikiiller ve
disik  molekiil
agirlikli
bilesenlerin
ayrilmasinda

kullanilir.

Diisiik
maliyetlidir.

Tuzlarim  yiiksek
konsantrasyonlar1
yiiksek iyonik gii¢
saglar.

Sistem alifatik
alkoller ve tuz
¢oOzeltilerinden
olusur.

Diisiik molekiil
agirlikli
bilesiklerin
ayrilmasinda
kullanilir.

Coziiclinlin geri

kazaniminin
kolay  oldugu
distik

viskoziteli  ve
diisiik maliyetli
bir sistemdir.

Sistem yiizey aktif
maddelerin belirli
konsantrasyonlarinda
olusturulur.

Iyonik giice
bilesiklerin
ayrilmasinda kullanilir.

duyarlt

Sistemin  bilesenleri
kolay bir sekilde tekrar
tekrar kullanilabilir.

Sistem
sivilarla
kozmotropik
tuzlardan olusur.

iyonik

Iyonik giice duyarh
makromolekiillerin
ayrilmasinda
kullanilir.
Organik  ¢oziciiler
ile
karsilastirildiginda
ugucu olmayan ve
alevlenmeyen sivilar
avantajdir.

Bu sistemlerde
kullanilan bazi
iyonik stvilar
oldukea toksiktir.

Faz diyagramlari, sulu ikili-faz sistemlerinde potansiyel ¢aligma

bolgelerini gosteren diyagramlar olup, sicaklik, pH ve tuz miktar1 olmak iizere

etkenlerin her birinin sulu ikili-faz sistemini olusturmak icin "parmak izi"

niteligindeki 6zelliklerdir. Sulu ikili-faz sistemini olusturabilmek icin fazlari

olusturan bilesenlerin (alkol ve tuz gibi) miktarlar1 ve faz hacimlerinin

birbirlerine gore oranlar1 hakkinda sayisal degerleri verir. Faz diyagrami

binodiyal (iki diiglimlii egri) egri ve “tie-line” seklinde isimlendirilen birbiriyle

iliskili baglantilar igermektedir. Iki diigiimlii egri faz diyagram bélgesini iki

pargaya boler ve fazlari meydana getiren bilesenlerin hangi miktarlarda homojen

bir karigim olusturdugunu veya birbiri ile karigsmayan fazlar olusturdugunu verir

(Sekil 2.22). Binodiyal egrinin altinda kalan miktarlarda faz bilesenleri, homojen

olarak karigirken, egrinin iistiinde kalan miktarlarda birbirleri ile karismayan

fazlar olusturmaktadir (Rito-Palomores and Lozano, 2017).
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Tie-line uzunlugu

V> 1 Ve=1 Ve< 1

4G,

I Ust faz konsantrasyonu %(w/w) |

v

'y

A,

Alt faz konsantrasyonu %(w/w)

Sekil 2.22 Sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemlerinin faz diyagrami (Rito-Palomores and Lozano,

2017)

Olusturulabilecek biitiin sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemleri binodiyal
egrinin lizerinde birbirleriyle iligkili iki diigiim arasinda ¢izilen ve "tie-line"
seklinde isimlendirilen baglantilar boyunca isaretlenmislerdir. Tie-line, iki ayr1
fazdaki bilesenlerin maksimum miktarlarin1 gostermektedir (A ve B). Ayni tie-
line baglant1 noktalar1 {izerinde yol alindiginda farkli fazlardaki bilesenlerin
maksimum olabilecekleri miktarlar1 ayni kalirken, sistemlerin toplam bilesimi
ve fazlarin hacimce miktarlar degisir (Vr>1, Vr=1 ve Vr<I). C noktas1 "kritik
nokta" olarak bilinir ve her iki fazin toplam bilesimi ile hacimce miktarlarmin

esit oldugu noktadir. Binodiyal egrinin olusturulmasinda;

1. Bulutlanma noktasi (Cloud point) metodu,
2. Turbidometrik titrasyon metodu,
3. Diigiim belirleme (Node determination) metodu olmak iizere ii¢ yontem

kullanilmaktadir.

Binodiyal degerleri belirlemek i¢in kullanilan {i¢ yontemin grafiksel

gosterimi Sekil 2.23’te verilmistir.
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| Polimer Y % (w/w) ‘

I
Polimer/Tuz X % (w/w) 40

Sekil 2.23 Binodiyal degerleri belirlemek igin ti¢ yontemin grafiksel gosterimi (Rito-Palomores
and Lozano, 2017)

Bulutlanma noktasi (Cloud-point) metodunda, miktar1 bilinen polimer
cozeltisi deney tlipline konulur ve tizerine miktari bilinen ikinci polimer veya tuz
¢ozeltisi (inorganik tuzlar) yavasca eklenerek karismalart saglanir. Baglarda
olusturulan karisim saydamdir, yavasca eklenen diger ¢ozelti belirli miktarin
tizerine ¢ikildigr kritik noktanin ardindan bulaniklasmaya baslar ve iki faz
olusur. Bu noktada meydana gelen iki fazli karisimin kiitlece miktar1 belirlenerek
egri lizerinde belirtilir. Elde edilen iki fazli karisim tekrar berrak goriinene kadar
seyreltme yapilarak islem tekrar edilir. Binodiyal egri olusturma metotlarindan
en hizli ve en ¢ok kullanilan1 turbidometrik titrasyon yontemidir. Yontemde yer
alan faz olusturucu bilesenler karistirilir ve bulanik sistemler olusturulur.
Sonrasinda tek ve saydam bir faz olusturulana kadar su veya ¢ozgen eklenerek
seyreltilir. Bulanik halden berrak hale gectigi yerde bilesimin sayisal degerleri
hesaplanir ve egri lizerinde belirlenir. Diiglim belirleme (Node determination)
metodu, farkli tie-line hatlar1 lizerinde yer alan bir dizi sistem hazirlanarak, {ist
ve alt fazdaki bilesenlerin konsantrasyonu analiz edilerek gerceklestirilir (Hatti-
Kaul, 2000; Giileg, 2015). Ust ve alt fazlardaki faz olusturucularin maksimum
miktarlarini gosteren tie-line hattinin uzunlugu, genellikle sulu iki fazl

ekstraksiyon sisteminde yeralan bilesenlerin, faz ayrimi iizerindeki etkisini ifade
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etmek icin kullanilir. Tie-line uzunlugu (tie-line lenght (TLL)) asagida verilen

bagintiya gore hesaplanmaktadir:

/AClz + AC,?

AC1— Alt faz konsantrasyon farki
AC> — Ust faz konsantrasyon farki

Yukarida verilen bagintida, AC; ve AC; alt ve {ist fazdaki bilesenlerin
miktarlart arasindaki farki gosteren degisenlerdir. Tie-line ¢izgisi lizerindeki
baglantilar faz olusturucularinin degisen miktarlarin1 gostermektedir. Ayni tie-
line hattinda alt ve iist fazdaki bilesenlerin miktarlar1 degisiklik gostermez. Tie-
line uzunlugu azaldikg¢a binodiyal egrinin lizerinde yer alan kritik noktaya (C)

ulagilir (Rito-Palomores and Lozano, 2017).

Ayni1 baglanti hatt1 iizerinde, alt ve iist fazlarda bulan bilesenlerin
miktarlarlar1 degisiklik gostermezken, hacimce oranlar1 (Volume ratio; VR)
degisiklik gosterir. Hacimce oranlar alt ve {ist fazlar arasindaki iliskiyi verirler

ve su bagintiya gore hesaplanmaktadir:

Vg= E
Vr —Hacim orani (Volume ratio, Vr)
V1p —Ust faz (Top phase, Vrp ) hacmi
Vep —Alt faz (Bottom phase, Vgp ) hacmi

Hacim oranmin (Vr) uygun sekilde kullanilmasi, ekstraksiyon islemi
gergeklestirilirken ayn1 zamanda 6rnegin deristirilmesini de saglar. Sulu ikili-faz
ekstraksiyon  sistemlerinde,  biyomolekiillerin  ayrilmasim1  etkileyen
mekanizmalarin ¢ogu tie-line uzunlugu ve hacim orani ile dogrudan iligkilidir.
Bu nedenle, bu iki sistem parametresinin, biyolojik bilesiklerin dagilimi ve
ayrilmasi lizerindeki etkilerini 6lgmek i¢in uygun sekilde karakterize edilmesi

gerekmektedir (Benavides et al., 2011).

Biyomolekiillerin fazlar arasinda dagilma davranisi, dagilma katsayisi

(Kp) kullanilarak agiklanir. K;, su sekilde hesaplanir:
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Cr
Kp:C_B

Crt — Ayrilmasi istenen molekiiliin iist faz denge konsantrasyonu
Cg —Ayrilmasi istenen molekiiliin alt faz denge konsantrasyonu

Sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemlerinde K, genellikle biyomolekiillerin
ayrilmasini degerlendirmek icin kullanilir. K, fazlarin, maddenin 6zelliklerinin
ve ayrica sicakligin fonksiyonu olarak belirtilir. Ancak ¢6ziinen madde miktari
ve hacimce faz oranindan bagimsiz oldugu sdylenebilir (Chu and Chen, 2000).
Kp, hedef biyomolekiil ve sulu ikili faz sistemlerinde yer alan diger
biyomolekiiller i¢in 6nemli 6l¢iide farkli oldugu zaman, ekstraksiyonun daha iyi
gerceklestigini gosterir. Dagilmay1 etkileyen bir¢cok etken bulunmaktadir. En
verimli dagilmay1 saglayan dagilma katsayisini bulmak icin, deneysel
optimizasyon c¢alismalar1 yapilarak dagilma katsayisim1 etkileyen etkenler
belirlenerek etkisiz hale getirilmelidir. Dagilma katsayis1 ve dagilma katsayisini
etkileyen etkenler logaritmik olarak (/nkp) ifade edilmektedir. Pozitif bir /nkp
degeri, molekiillerin iist faz1 tercih ettigini gosterirken, negatif bir deger

molekiiliin alt faz1 tercih ettigini gosterir (Gonzéalez-Valdez et al., 2011).

Sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemlerinin dagilma mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte heniiz aydinlatilamamistir. Birka¢ termodinamik
model tanimlanmis olsa da bu konuda farkli fikirler bulunmaktadir. Fazlarda
bulunan molekiiller, diger molekiillerle birtakim etkilesimler i¢indedir. Bu
etkilesimler, hidrojen baglari, van der Waals etkilesimleri, elektrostatik
etkilesimler ve hidrofobik etkilesimler gibi etkilesimlerdir. Bu etkilesimlerin,
katkilarin1 tahmin etmek oldukg¢a zor olsa da fazlarda bulunan molekiiller

tizerine etkisi, her iki faz i¢in farkli olmaktadir.

Geri kazanim verimi (YT), sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemlerinin
verimliligini degerlendirmek i¢in bir diger 6nemli parametredir. Y, hedef
molekiiliin tercihli olarak faza gectigi zaman hesaplanir ve sulu ikili-faz
ekstraksiyon sisteminin baslangicinda ATPE'ye yliklenen numunedeki hedef
molekiiliin baslangi¢c miktarina gore ifade edilir. Y asagida verilen formiil ile

hesaplanmaktadir:
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_ GV
Yy = —L x %100

CiVi
Ci — Hedef molekiiliin bulundugu fazdaki konsantrasyonu
Vi — Hedef molekiiliin bulundugu fazdaki hacmi

Ci ve Vi — Sisteme eklenen ¢ozeltinin konsantrasyonu ve hacmi

Farkli biyomolekiillerin saflastirilmasi i¢in kullanilan ATPE sistemleri
icin hesaplanabilecek dnemli parametrelerden bir digeri de safliktir. Saflik (%),
belirli bir 6rnekte bulunan hedef bilesenin fraksiyonudur, baska bir deyisle,
toplam icerik veya ekstrakttaki hedef bilesenin kiitlece yiizdesidir. Asagidaki

saflik formiilii kullanilarak hesaplanir:

OVO

C
Saflik(%) = M x 100

e

Co ve Vo — Ust fazin konsantrasyonu ve hacmi
M. — toz ekstrakt kiitlesi

Sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemlerinde; molekiillerin fazlar igerisinde
dagilmasi, sulu ikili faz sisteminin ve molekiillerin kendi 6zelliklerine ve
molekiillerin faz sistemi ile ne kadar etkilestigine baghdir. Molekiillerin
dagilimi, bilesenlerin 6zellikleri, pH, konsantrasyon, sicaklik, mol agirligi ve
orani, tuzun tiiri-oran1 ve alkoliin tiirii-oran1 gibi sulu ikili faz sistemini
olusturan bilesenler tarafindan etkilenir. Sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemleri ile
biyomolekiillerin ayirimi, konvansiyonel ¢oziicii ile ekstraksiyon yontemlerine
alternatif olarak son yillarda dikkatleri iizerinde toplamaktadir. Konvansiyonel
ekstraksiyon yoOntemlerinde saflagtirma yapilirken ilave islemlere ihtiyag
duyulurken, sulu ikili-faz ekstraksiyon yonteminde biyomolekiiller hem
ekstrakte edilip hem de kismi olarak saflastirilmalar gerceklestirilir (Odabas,
2019).

2.3.3 Antosiyaninlerin ekstraksiyonu

Farkli bitkisel kaynaklardan, antosiyanin ekstraksiyonu i¢in kullanilan
yontemler, ekstraksiyon amacit ve antosiyanin yapisina bagli olarak

degismektedir. Ekstraksiyon islemlerinde, antosiyanin yapisi ve kararliligmi
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etkileyebilecek etkilerin bilinmesi ¢ok Onemlidir. Ekstraksiyon sonucu elde
edilen pigmentin renklendirici veya gidalara katilarak kullanilmasi durumunda
pigment verimliligi, boyayabilme giicii ve kararlilig1 gibi 6zellikleri 6nemli hale
gelmektedir. Ayn1 zamanda ekstraksiyonun ve temizlik basamaklarinin basit

olmasi, zaman alic1 ve ucuz olmasi gereklidir ( Ersus, 2006).

Antosiyaninler ekstrakte edilirken kullanilan c¢oziiciiler, 6zel olarak
sadece antosiyaninleri ekstrakte etmezler. Antosiyaninlerin yaninda diger
fenolik bilesikler, organik, asitler, sekerler gibi diger molekiilleride beraberinde
ekstrakte ederler (Castafieda-Ovando et al., 2009). Antosiyaninler notr ve bazik
coOzeltilerde kararli olmadigi icin ekstraksiyon esnasinda asit ¢ozeltilerinin
kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Antosiyaninlerin ekstraksiyonunda siklikla
kullanilan ve eskiden beri bilinen yontem bitkisel kaynagin, az miktarda mineral
asit iceren ve kaynama noktasi diisiik bir alkolle ekstraksiyonudur (Timberlake
and Bridle, 1980; Ersus, 2006). Metanoliin toksik etkisinden dolayi, kaynama
noktas1 daha ytiksek, ekstraksiyon giicii diisiik ve konsantre edilmesi daha gii¢
olmasima ragmen etanol gida esasli maddelerin hazirlanmasinda tercih edilen
alkoldiir (Ersus, 2006). Hidroklorik asit gibi mineral asitlerin kullanilmasi,
antosiyanin pigmentlerinin kompleks yapisinin dogal halini degistirip sonraki
asamalarda dayanikli olmayan acil ve seker bilesenlerinin kayiplarina sebep
vermektedir. Bundan dolayi, mineral asitlerin kullanimi, agilli pigmentlerin
bozulmasini engellemek icin ¢ok diisiik miktarlar ile sinirlandirilmistir (Du and
Francis, 1974). Antosiyaninleri dogal formlarina yakin elde etmek i¢in pek ¢ok
arastirmaci tarafindan baslangic pigment ekstraksiyonunda nétral ¢ézgenlerin
kullanim1 (% 60 metanol, aseton/metanol/ su karigimlari, n- butanol, soguk
aseton veya kaynamis su) Onerilmistir. Ayrica zayif organik asitlerin de
(cogunlukla formik asit, asetik asit, sitrik asit ve tartarik asit) ekstraksiyon
cOzgenlerinde kullanildig1 bildirilmektedir (Jackman and Smith, 1992).
Antosiyaninlerin saflagtirilmasinda, ham ekstrakt icinde safsizlik olarak
degerlendirilen  bilesikler antosiyaninlerin  kararliligin1  etkilemektedir.
Ekstraktta yer alan serbest seker molekiilleri, Maillard reaksiyonu sonucu kahve
renkli bilesikler olusturabilirler. Antosiyanin igerigi yiiksek ekstraktlardan
sekerlerin ayrilmasi, antosiyaninlerin renklendirici olarak gidalarda kullanimini

daha miimkiin kilmaktadir (Jampani and Raghavarao, 2015). Antosiyanin
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kaynagi olarak kirmizi lahana ve turp kullanildiginda, bu kaynaklarin
izotiyosiyanat, nitril, siilfit ve aldehit gibi bilesenleri icermelerinden otiirti elde
edilen renklendiricilerde hos olmayan bir koku ve aroma ortaya ¢ikmaktadir.
Ayrica kaynaktan gelen bu bilesikler, isleme ve depolama siireclerinde
antosiyaninlerin kararliligini da olumsuz etkilemektedirler (Miiller-Maatsch et

al., 2019).

Literatiirde antosiyaninlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan yontemler
incelendiginde agirlikli olarak mineral asit iceren diisiik kaynama noktasina
sahip olan alkoller ile ekstraksiyonlar1 goriilmektedir. Ornegin, iiziimlerden
antosiyanin eldesi tizerine yapilan bir ¢alismada, % 37'lik hidroklorik asit igeren
% 99,5'lik metanol ¢ozeltisi kullanilmistir (Y1ldiz ve Dikmen, 1988). Kirmiz1
liziim cibresinden boyar bilesiklerin eldesi ve gidalarda kullanilabilirligi izerine
yapilan bir diger calismada, liziimlerden boyar bilesiklerin ekstraksiyonunda
sitrik asit iceren metanol ¢ozeltisi kullanilmistir (Kocabiyik ve Yurdagel, 1987).
Kirmizi yaban mersini pulpundan antosiyanin eldesi {izerine yapilan bir
caligmada ise 1,5 N HCl ile asitlendirilmis % 95°lik etanol ¢ozeltisi ekstraksiyon
icin kullanilmistir (Woo et al., 1980). Kizilciga benzer bir meyveden (Vaccinium
oxycoccus) antosiyaninleri ekstrakte etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada %
0.03 oraninda HCI igeren metanol ¢ozeltisi kullanilmis olup HCI’nin asetik
asitten daha iyi sonug verdigi bildirilmistir (Timberlake and Bridle, 1980). Bir
cesit erik meyvesinin (Prunus cerasifera) kabugu ve yapraklariin antosiyanin
kaynag1 olarak kullanilabilme durumunun arastirildigi bir bagka calismada,
siyanidin ve peonidin 3-glikozit ve 3-rutinozitleri i¢eren erik antosiyaninlerinin,
asitlendirilmis etanol kullanilarak ekstrakte edildigi bildirilmistir (Jackman et
al., 1987).

Kagit kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, jel filtrasyon
kromatografisi, yiliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), kars1i akim
kromatografisi ve elektroforez gibi laboratuvar 6lgekli saflagtirma yontemleri
daha siklikla antosiyaninlerin yapilarinin aydinlatilmasi amaciyla tercih edilen
yontemler olup maksimum 6lgekli iiretim planlandiginda ortaya ¢ikan maliyet
hesabinin ¢ok yiiksek oldugu goriilebilir. Sonu¢ olarak antosiyaninlerin

yapilarinin aydinlatilmasinda tercih edilen bu yontemlerin pahali maliyetleri ve
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yontem olarak verimlerinin diisiik olmasi eksik yonleri olarak bildirilmistir

(Miiller-Maatsch et al., 2019).

Endiistriyel 6l¢ek gerektiren saflastirma basamaklarinda kullanilabilecek
diger yontemler membran temelli yontemler (ultrafiltrasyon/nanofiltrasyon,
ozmotik membran distilasyonu ve ileri ozmos) ile adsorbsiyon temelli (kolon
kromatografisi/kati-hal  ekstraksiyon) yontemlerdir. YoOntemlerin tercih
edilmesinin sebepleri, enerji ihtiyaclarinin az, ayirim giicliniin etkin, yontemin
veriminin yliksek olmasi, fazlar arasi kaymanin olmamasi, biiylik miktarlarda
tiretim yapabilmek i¢in O6l¢eklendirmenin basit olmasi ve farkli ¢ozgenlere
ihtiya¢ duyulmamasi olarak siralanabilir (Odabas, 2019). Ancak oligomerik
antosiyaninler agregat olusturma egiliminde olup membran yiizeyinde kalabilme
olasiliklarindan 6tiirti 6zellikle ultrafiltrasyon yonteminde islem basamaklarinin
uzun sirdiigli durumlarda kullanilan cihazlarin tasarimi ve membranlarin
degismesi ve ayrica ultrafiltrasyonun benzer molekiil agirlikli bilesenlerin
ayrilmasinda etkili olamamas1 bu yontemlerin bazi1 dezavantajlaridir (Bridle and

Timberlake, 1997; Jampani and Raghavarao, 2015; Miiller-Maatsch et al., 2019).

Antosiyaninlerin endiistriyel alanlarda (gida ve kozmetik endiistrisinde
renklendirici, farmasotik alanda antioksidan vb.) kullanilmalar1 6niindeki en
biiylik engel fiziksel ve kimyasal etkilerden (ortamin asitlik ve bazlik seviyesi,
sicaklik, antosiyaninlerin kimyasal formlar1 ve miktarlari, 151k, hava, enzimler,
proteinler, flavonoidler, glikoz ve diger sakkaritler ve parcalanmalar1 sonucunda
aciga cikan maddeler, kiikiirt ve metaller) etkilenerek kararlhiliklarimin ve
biyoyararlanimlarinin etkilenmesidir (Cavalcanti et al., 2011; Das et al., 2019).
Bundan dolayr son donemlerde antosiyaninlerin kararliliklarini artirmaya
yonelik bir¢ok ¢alismanin yapildigi bildirilmistir. Bildirilen ¢alismalarin yogun
olarak mikroenkapsiilleme, birbirine baglanan antosiyaninler (self association),
molekiilici ve molekiil aras1 kopigmentasyon (intramolecular veya
intermolecular) ve metal selatlama c¢alismalarinin oldugu goriilmiistiir

(Cavalcanti et al., 2011).
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2.4 Mikroenkapsiilasyon

Gidanin tanimi, yeni talepler ve yeni uygulamalarin artmasiyla stirekli
yenilenmektedir. Gidalar, a¢lik duygusunu gidermekten 6teye insan viicudunun
ihtiya¢ duydugu besinleri saglamak, beslenmeden kaynakli hastaliklarin 6niine
gecmek ve fiziksel/ruhsal sagligin iyilestirilmesini de kapsayacak sekilde
diistiniildiigli i¢in glinlimiizde gidalar1 tanimlarken fonksiyonel gida olarak
tanimlamak gerekmektedir. Fonksiyonel gidalar, besin olma goérevlerinden dteye
kronik hastaliklarin 6nlenmesine yardimci olan insan sagligina yararli olabilecek
fizyolojik olarak aktif ve oldukca duyarli biyoaktif bilesenlerle zenginlestirilmis
gidalardir. Biyoaktif bilesenler arasinda proteinler, vitaminler, mineraller,
lipitler, antioksidanlar, fitokimyasallar ve probiyotik bakteriler bulunur.
Biyoaktif bilesenlerin yapis1 c¢ok hassastir ve fizyolojik aktif 6zellikleri
etkilenmeden gidalara uygulanmalar1 endiistri i¢in oldukg¢a zor bir siirectir

(Jeyakumari et al., 2016).

Antosiyaninlerin de dahil oldugu polifenolik bilesikler de biyoaktif
bilesikler olup gida isleme endiistrisinin bir¢ok sektoriinde dogal katki maddeleri
(dogal renklendirici maddeler, koruyucu maddeler, dogal antioksidanlar,
besinsel katki maddeleri), farmasotik formiilasyonlara bitki Oziitii gida
tamamlayicisi, kozmetik tiriinlere dogal gida renklendiricisi ve antioksidan
olarak entegre edilebilmektedir. Polifenolik bilesiklerin, in vitro ve/veya in vivo
olarak ddemi inhibe ederek inflamasyonu azaltma, tiimdr gelisimini durdurma,
proapoptotik ve anti-anjiyojenik etkiler gdsterme, bagisiklik sistemini kontrol
etme, osteoporozda suglanan kemiksel bozukluklari 6nleme, kan damarlarinin
yapisini etkileyerek kilcal damar direncini arttirma, kardiyovaskiiler sistemi ve
retinay1 koruma ve kilo alimini sinirlama gibi etkilerinden dolayr ekonomik
anlaminin en énemli oldugu alan insan sagligidir. Ne yazik ki, bu degerli dogal
bilesiklerin kullanim alanlar1 biiylik 6l¢iide smirli olup etkinlikleri uygulama
yoluna gore biyoyararlanimlarina ve biitlinliiklerine baghdir. Gida isleme,
dagitim, depolama sirasinda veya gastrointestinal sistem (pH, enzimler, diger
besinlerin varlig1, yetersiz gastrik kalma siiresi, diisiik gecirgenlik ve/veya diisiik
¢oziinilirliik) dengesizlikleri, polifenollerin aktivitesini ve potansiyel saglik
yararlarin1 sinirlar. Ayrica polifenolik bilesiklerin serbest formlarmmin suda

¢Oziintirliikkleri sinirli olup, gida maddelerine veya oral ilaglara dahil edilmeden
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once maskelenmesi gereken hos olmayan bir tada sahip olabilirler. Bu nedenle,
polifenolik bilesiklerin yapisal biitiinliigiinii tiiketime veya uygulamaya kadar
koruyabilen, tadin1 maskeleyebilen, suda ¢oziiniirliigiinii ve biyoyararlanimini
artirabilen ve fizyolojik bir hedefe dogru tam olarak iletebilen koruyucu bir son
tirtiniin formiilasyonu ¢ok degerlidir. Mikroenkapstilasyon mevcut stabilizasyon

yontemleri arasinda ilgi ¢ekici bir yontemdir (Munin and Edwards-Levy, 2011).

Enkapsiilasyon, biyolojik olarak aktif bilesiklerin (antioksidanlar,
mineraller, polifenolik bilesikler, vitaminler, fitosteroller, lutein, yag asitleri,
likopen vb.) ve canli hiicrelerin (probiyotikler vb.) gidalarin i¢ine hapsolmasi
amaciyla gelistirilen; aktif bilesenin bagka bir maddeyle kaplandig1 veya baska
bir materyalin i¢ine hapsedildigi, 6zel sartlarda kapsiiliin iceriginin kontrollii
olarak salindig1 bir teknolojidir (Kahraman, 2019). Enkapsiilasyonda; kati, sivi
veya gaz halindeki gida bilesenleri, enzimler, hiicreler, mikroorganizmalar ve
diger maddeler, protein veya karbonhidrat esasli bir kaplama materyaliyle
kaplanir (Gokmen vd., 2012). Mikroenkapsiilasyon, 1920’lerde kapsiillerin
oilgum acadia ile kaplanip piiskiirterek kurutulmasina dayanan bir yontemdir.
Gida sanayisinde kullanilan molekiillerin etrafinin sarilarak veya kaplanarak
hazirlanmas1 mikroenkapsiilasyonun 6nemini giinlimiizde fazlasiyla artirmistir
(Gibbs et al., 1999). Mikroenkapsiilasyon teknolojisini kullanan endiistriler
arasinda eczacilik ilk sirada yer alirken farkli bir¢cok alan bu teknolojiyi
kullanilmaktadir. Endiistriyel alanlarin mikroenkapsiilasyon teknolojisini
kullanim yiizdeleri Sekil 2.24°te verilmistir. Eczacilik alan1 (% 68), gida sanayisi
(% 13), kozmetik sektorii (% 8), tekstil sanayisi (% 5), biyomedikal alani (% 3),
ziraat (% 2) ve elektronik alani (% 1) olarak siralanmaktadir (Paulo and Santos,

2016).
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Mikroenkapstlasyon Teknolojisi

m 1. Eczacilik
m2.Gida
m 3. Kozmetik

4. Tekstil
M 5. Biyomedikal
M 6. Ziraat

m 7. Elektronik

Sekil 2.24 Mikroenkapsiilasyon teknolojisini kullanan endiistri alanlar1 (Paulo and Santos,
2016)

Gida endiistrisi, mikroenkapsiilasyon teknolojisini en fazla kullanan ikinci

ana endiistriyel alandir. Gidalarda bu teknolojinin kullanilmasinin nedenleri;

- Enkapsiile edilen gida bileseniyle ¢evre kosullarinin (1s1k, oksijen, nem
vb.) etkilesimi azaltilarak dis ortama karsi koruma ve bozulmasini
engellemek,

- Ana malzeme wugucu bir bilesik ise buharlasarak kaybolmasini
engellemek ya da dis ¢evreye gore buharlasma ya da iletim hizin
yavaslatmak,

- Kaplanacak olan c¢ekirdek maddesinin rahatsiz edici koku, tat ve
aromasini bastirmak ve rengini degistirmek,

- Islem esnasinda ve depolama siiresince ya da son iiriinde biyoaktif
bilesenlerin kararliligin1 korumak,

- Herhangi bir karisimda tepkimeye girebilecek olan belirli maddeleri
ayirmak,

- Biyoaktif bilesigin icerigi korunacak sekilde, istenilen kosullarda, dogru
zamanda ve dogru yerde ortama kontrollii olarak yavas yavas salinimini
saglamak,

- Kullanilabilirligini (s1vi formdan kati forma doniistiirme, topaklanmasini
engelleme, nem c¢ekme oranmni azaltma, yogunlugunu ayarlama

vb.yontemlerle) kolaylagtirmak,
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- Aktif bilesenlerin renk, biiyiikliikleri ve ¢oziiniirliiklerinin artirilmasi
gibi 6zellikleri degistirmek,
- Kaplanacak materyale duyulan ihtiya¢ sadece ¢ok kii¢iik miktarlarda ise

seyreltme yapilmasina olanak saglamak

seklinde siralanabilir (Andres, 1977; Ersus, 2006; Gibbs, 1999; Nedovic et al.,
2011; Shadidi and Han, 1993; Tontul, 2011; Ozgiin, 2015; Ozcan ve Altun, 2013;

Gokmen vd., 2012). Gida endiistrisinde kullanilan mikrokapsiillenmis

bilesenlere ait 6rnekler Tablo 2.10°da verilmistir.

Tablo 2.10 Gida endiistrisinde kullanilan mikrokapsiillenmis bilesen 6rnekleri (Jyothi et al.,

2010)
Gida Bileseninin Uygulama Alam Ornekler Referanslar
Sinifi
Limon yag1 Bhandari vd.,1999
Aroma verici madde Nane yag1 Koo vd.,2014
Vanilya yag1 Yang vd.,2014
Aspartam Rocha-Selmi vd.,2013
Tatlandirici Sukraloz Rocha-Selmi vd.,2013
Ksilitol Santos vd., 2015
Annatto De Marco vd., 2013
Renklendirici B-karoten
Biyoaktif Turmeric oleoresin ~ Donhowe ve Kong,
2014
molekiiller A vitamini
Yagda ¢6ziinen D, vitamini Junyaprasert vd., 2001
vitaminler E vitamini Shi ve Tan, 2002
Sharipova vd., 2016
Suda ¢6ziinen
vitaminler C vitamini
Desai ve Park,2005
Bifidobacterium Hansen vd., 2002
Canl1 Hiicreler Probiyotikler spp.
Bifidobacterium Amine vd., 2014
longum

Mikrokapsiiller iki farkli bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenler,
cekirdek ve kaplama (kabuk) malzemesidir. Cekirdek malzemesi aktif bir bilesen
iken, kaplama (kabuk) malzemesi ¢ekirdek malzemesinin {istlinii 6rter ve korur

(Jyothi et al., 2010). Cekirdek malzeme olarak kaplanan aktif madde, ¢ogunlukla
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stv1 halde olmakla birlikte kat1 veya gaz halde de olabilir. Kaplama materyali,
duvar materyali, tagiyici, membran, kabuk, kapsiil, tagiyict materyal, dis faz veya
matriks olarak adlandirilir. Mikrokapsiilleme islemiyle {tretilen kapsiiller,
mikropartikiiller, mikrokapstiller ve mikrokiireler olarak adlandirilir. Pargacik
boyutu 1 pm'nin altinda oldugunda nanopartikiiller, nanokapsiiller, nanokiireler;
capt 3-800 um olan partikiiller mikropartikiiller, mikrokapsiiller veya
mikrokiireler; 1000 pum'den daha biiyiik partikiiller ise makropartikiiller olarak
adlandirilir (Jyothi et al., 2010). Mikrokapsiillerin ¢ap1 mikrometreden
milimetreye kadar degisebilir (Umer et al., 2011). Mikrokapsiillerin simir
boyutlar1 Sekil 2.25’te gosterilmistir.

nanokapstil mikrokapstil makrokapsiil

1 nm 1 um I mm

Sekil 2.25 Mikrokapsiillerin sinir boyutlart (Konuklu, 2008)

Mikroenkapsiilleme yapilirken birinci sirada uygun bir kaplama maddesinin
belirlenmesi gerekmektedir. Mikrokapsiiliin, istenen 6zelliklerinin ve belirli bir
igerigin performansini artirmaya yonelik kullanilmasini belirleyen en 6nemli sey
kaplama maddesinin bilesimidir. Kullanima uygun bir kaplama maddesinde

olmasi gereken ozellikler;

- Reolojik 6zellikleri maksimum miktarlarda bekleneni karsilamali ve

kapsiilasyon igleminde basit bir sekilde kullanilabilmeli,

- Biyolojik olarak aktif olan maddenin dagilimi veya emiilsiye olmas1 ve

boylece olusan emiilsiyonun dengeleme kabiliyetinin olmasi,

- Proses esnasinda ve depolama siiresi uzadiginda icindeki aktif icerigi

tutabilmeli ve kapsiillenecek malzeme ile reaksiyona girmemeli,

- Biyolojik olarak aktif olan maddenin ¢evre sartlarina (6rnegin havadaki
oksijen, sicaklik, 151k ve nem) dayanikli olmasi i¢in iist diizey koruma

saglamali,
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- Cozgenlerdeki coziinme orami gida sanayisinin belirledigi degerler

araliginda olmali (6rnegin su ve etanol),
- Biyolojik olarak aktif olan madde ile kimyasal tepkime vermemeli,
- Gidalarda kullanilabilir saflikta (food-grade) olmali,
- Diisiik maliyetli olmasidir (Shadidi and Han, 1993).

Istenilen bu dzelliklerin tek bir kaplama maddesinde olmas1 pek miimkiin
degildir. Bu nedenle, farkli kaplama maddelerinin birlikte kullanilmasi
etkinligi arttirabilecektir. Bununla birlikte fiziksel ve mekaniksel 6zellikleri
giiclii olan ve yapisinda degisiklik yapilmasi miimkiin kaplama materyalleri
de (6rnek; modifiye seliilloz) bulunmaktadir. Gida enkapsiilasyonunda
kullanilan duvar materyalleri karbohidratlar, proteinler, lipitler ve gida
safliginda (food-grade) polimerler olmak {izere dort temel baglik altinda
toplanabilir. Mikrokapsiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler, iki ana
gruba dogal ve sentetik polimerler olarak ayrilabilirler. Dogal polimerlerin;
biyobozunur, kullanildiklar1 organizmalarda toksik herhangi bir bilesen
olusturmamalari1 ve suda ¢oziliniirliigii yiiksek olan etkin maddelere uygun
tastyicilar olmalarindan dolay: tercih edilmeleri daha yiiksektir. Sentetik
polimerler ise kendi iglerinde biyobozunur olan ve biyobozunur olmayan
polimerler iki gruba ayrilirlar. Sentetik polimerler, istenen ozelliklere gore
sentezlenebilmeleri, biiyiik 6l¢ekli liretimler i¢in uygun olmalari, hazirlik ve
depolama stiresinde dayaniklilik gdstermeleri ve yiiksek saflikta iiretilmeleri
nedeniyle tercih edilen polimerlerdir (Akoglu, 2012). Kaplama maddesi

olarak kullanilan dogal ve sentetik polimerler Tablo 2.11°de verilmistir.

Tablo 2.11 Kaplama maddesi olarak kullanilan dogal ve sentetik polimerler (Eyiipoglu ve Kut,

2016)
Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
Agar Seliiloz Akrilik polimerler Polivinil alkol
Albiimin Kazein Alifatik polimerler Silikonlar
Alginat Pektin Polietilen glikol Seliiloz tlirevleri
Arap zamki Kitosan Poliamidler Polilizin
Nisasta Dekstran Poliiiretanlar

Jelatin Polistiren
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Karbohidratlar1 enkapsiilasyon islemi icin tercih edilebilir kilan
ozellikleri diisiik maliyetleri ve gida sanayisinde ¢ok sik kullanilmalaridir.
Kaplama materyali olarak kullanildiklarinda kiiresel ve piirtizsiiz kapsiillerin
olusmasini saglar. Ayrica yiiksek kati iceriklerinde dahi diisiik viskozite ve
yiiksek ¢oziiniirliige sahiptirler (Madene et al., 2006). Karbohidrat kullanimi,
kaplama materyali ile ¢ekirdek materyalinin arasindaki yapigsma kuvvetini
arttirir. Karbohidratlar, bitkisel, mikrobiyal ya da hayvansal ve su friinleri
kaynakli olmak tizere siiflandirilabilir. Bu siniflara ait karbohidrat tiirleri Sekil

2.26’da verilmistir.

Farkli Kaynaklara ait Karbonhidratlar

I
[ [ |

Bitkisel Hayvansal-Mikrobiyal Su iiriinleri Kaynakli
- Fruktoz - Ksantan gam - Aljinat
- Galaktoz - Jellan (gellan) gam - Karragenan
- Glikoz - Dekstran
- Maltoz - Kitosan
- Siikroz
- Maltodekstrin
- Nisasta
- Seliiloz

- Gam arabik

- Mesquite gam
(Prosopis juliora)

- Guar gam

- Galaktomannan

- Siklodekstrin

- Pektin

Sekil 2.26 Farkli kaynaklara ait karbohidrat tiirleri (Wandrey et al., 2010; Jan and Nedovic,
2010)

o—1,4 glikozidik baglar araciligiyla baglanmis  o—D—glukoz
birimlerinden olusan maltodekstrin dekstroz esdegeri (DE) 20’den az tadi
olmayan bir sakkarittir. DE degeri nisasta polimerinin hidroliz derecesinin bir
Olctistidiir. Gida bilesenlerinin mikroenkapsiilasyonunda yaygin bir tasiyict
materyal olarak kullanilan, nigsastanin asit veya enzimlerle kismi hidrolizi ile
iiretilen hidrolize bir nisastadir. Ozellikle piiskiirterek kurutma uygulamalarinda
kullanilan, en ¢ok tercih edilen karbohidratlardan biri olan maltodekstrin, yiiksek

oranda suda ¢oziiniirliik (yaklasik % 70), diisiik maliyet, ntr aroma ve tat,
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yiiksek kat1 konsantrasyonlarinda diisiik viskozite, gida sistemlerindeki yapisma
ve aglomerasyon problemlerinde 6nemli diizeyde azalma saglama, biyoaktif
maddelerin oksidasyon ve termal bozunmalara karsi korunmasinmi saglama
etkilerine sahiptir. Bununla birlikte, maltodekstrinin en biiyiik sinirlamasi, diisiik
emiilsifiye etme kapasitesidir. Bu nedenle, genellikle diger tasiyici materyaller

kullanilmaktadir (Pinarbasi, 2023).

Proteinler pek cok fonksiyonel 6zelliklere sahiptirler ve bu 6zellikleri
proteinleri mikroenkapsiillemede kullanilmalar1 i¢in istenen materyaller
yapmaktadir. Proteinler tat veren maddelerin birlestirilmesinde cok tercih
edilirler (Landy et al., 1995). Mikroenkapsiillemede kaplama maddesi seklinde
kullanilan proteinler, jelatin, peynir alt1 suyu proteinleri, kazein ve
kazeinatlardir. Jelatin, suda ¢6ziinebilirligi yiiksek, emiilsiyon 6zelligi iyi olan,
film olusturma etkisi goOsteren ve yenilebilir 6zelliginden dolay1
mikroenkapsiilasyon i¢in tercih edilen kaplama maddesidir. Jelatin ¢ogunlukla
akasya gamiyla beraber kullanilarak kaplama maddesi olusturulur. Bitkilerden
tiretilen bir akasya gaminin yapisinda karboksilik asit gruplar1 yer almaktadir.
pH, izoelektrik nokta degerinden diisiik oldugunda, jelatin polikatyonik olur ve
boylece polikatyonik jelatin ile polianyonik akasya gaminin arasinda,
koaservasyon ile neticelenen baglanti olusur. Tercih edilen jelatin ve akasya
gamindan iretilen karisim, gegirgenligini etkileyebilmektedir (Kondo, 1979).
Proteinler, hayvansal ve bitkisel proteinler olmak iizere siniflandirilabilirler. Bu
siniflara ait kaplama maddesi olarak kullanilan farkli protein tiirleri Sekil

2.27°de verilmistir.

Farkli Kaynaklara ait Proteinler

I
[ 1

Bitkisel Proteinler Hayvansal Proteinler
- Soya proteini - Kazein
- Bezelye proteini - Peynir alt1 suyu
Arpa proteini proteini
- Mistr proteini - Jelatin
(zein)
Bugday proteini

(gluten)

Sekil 2.27 Farkli kaynaklara ait protein tiirleri (Wandrey et al., 2010; Jan and Nedovic, 2010)
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Kaplama materyali olarak kullanilan bir bagka simif ise lipitlerdir.
Mikroenkapsiilasyonda yaygin olarak kullanilan lipitler, yaglar (siit yagi, soya
yag1 gibi), polar lipit maddeleri (monogliserit, fosfolipit, glikolipit gibi) ve
vakslardir (mumlar). Yaglar, yiiksek kolloidal kararlilifa ve reolojik 6zelliklere
sahiptirler. Ayrica nem bariyeri 6zellikleri de iyidir. Ekonomik olmalar1 tercih
edilmelerinde 6nemli rol oynar. Polar lipitler, hidrofilik ve hidrofobik 6zellikleri
bir arada gosteren molekiillerdir. Yiizey aktivitesi yiiksek ve emiilsiyonu kararli
hale getirme Ozelligine sahiptirler. Ancak yiiksek maliyetleri dezavantajlaridir.
Vakslar, nem tutucu olma 6zelligine sahip olup piiskiirtmeli sogutma/dondurma
islemleri (erime noktasi>45°C) igin ideal maddelerdir. Eriyik hallerinin

vizkoziteleri diisiiktiir. Maliyetlerinin diisiik olmasi1 ayrica bir avantajdir.

Aktif bilesenin bulundugu cekirdek, duvar malzemesi ile kaplanarak
olusan mikrokapsiillerin yapisi, c¢ekirdek materyalinin 06zelliklerine ve
mikrokapstilasyona gore degisiklik gostermektedir. Mikrokapsiillerin sekilleri,
kiire ya da diizensiz olabilir. Tek c¢ekirdekli, cok ¢ekirdekli veya matriks yapida
olabilirler. Mikrokapsiil tek c¢ekirdekli ise ¢ekirdek materyali bir kabuk
tarafindan kesintisiz olarak sarilmistir. Cok cekirdekli ise ¢ekirdek materyali
mikrokapsiil igerisinde farkli yerlerde toplanmis, etrafi kabuk materyali
tarafindan sarilmistir. Matriks tipi mikrokapsiillerde c¢ekirdek materyali kabuk
materyali igerisinde homojen olarak dagilmistir (Eyiipoglu ve Kut, 2016).
Mikrokapsiil sekilleri Sekil 2.28’te verilmistir.

Diizensiz

Cok duvarli

/ /‘-—\\\\
/
[ © \
(\Q% /:
\\\.V "//’

Cok cekirdekli Matriks partikiil

Sekil 2.28 Mikrokapsiil sekilleri (Ersus, 2006; Gibbs et al., 1999)
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Gidalarda  kullanilan ~ maddelerin ~ kaplama  materyalleriyle
kapsiillenmesinin farkli yontemleri vardir. Uygulanacak enkapstilasyon yontemi
ile tiretilen mikroenkapsiil, tiiketici taleplerini, besleyicilik degerini ve gidanin
islenme-depolanma siirecinde kararliligini gelistirecek bir son iiriin olmalidir. Bu
nedenle enkapsiilasyon yoOntemi rasgele secilmemelidir. Mikrokapsiilasyon
yontemiyle, ¢ekirdek materyali olduk¢a aktif, asindirici ve zararli ¢evre
kosullarindan korunabilir, islenebilirligi (¢Oziinlirliiglin, akiskanligin artmasi
v.b.), raf Omriinli artabilir, tehlikeli olabilecek toksik maddeler giivenle
taginabilir, enzimlerin ve mikroorganizmalarin immobilizasyonu saglanabilir,
istenmeyen tat ve kokular baskilanabilir, stvi maddeler kati1 halde tasinip ve
salinimlart kontrol edilebilir (Eyiipoglu ve Kut, 2016). Mikroenkapsiilasyon
teknigi secilirken, ¢ekirdek ve kaplama malzemelerinin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri dikkate almmalidir. Ayrica mikroenkapsiilasyon teknigi gida
bilesenlerinin kullanim amacina gore se¢ilmelidir. Mikroenkapsiilasyon teknigi
ve kaplama materyali birbirine uygun olmalidir (Desai and Park, 2005).
Mikrokapsiilasyon teknigini segerken, cekirdek materyali, mikroenkapsiiliin
partikiil boyutu, kabuk materyalinin gecirgenligi gibi Ozelliklerde dikkate
alinmalidir. Mikroenkapsiilasyonda kullanilan yontemin, elde edilen son iiriinde
olmast gereken Ozellikleri saglamasi gerekmektedir. Mikrokapsiiller farkli
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore karakterize edilebilirler. Bu o6zellikler,
duvar kalinligi, gecirgenlik, mikrokapsiil biiytikliigli, salinim 6zellikleri, renk,
mekanik ve akis 6zellikleri mikrokapsiillerde incelenebilen baslica 6zelliklerdir.
Gida sanayisinde en ¢ok tercih edilen mikroenkapsiilleme teknikleri {i¢ baslikta
toplanmaktadir. Bu yontemler; Fiziksel, Kimyasal ve Fizikokimyasal yontemler

olarak Tablo 2.12°de verilmistir.

Tablo 2.12 Gida endiistrisinde kullanilan enkapsiilasyon yontemleri

Fiziksel Yontemler Kimyasal Yontemler Fizikokimyasal Yontemler
Piiskiirtmeli Kurutma Siiper Kritik Akigkan Koaservasyon

Piskiirtmeli Sogutma Basit Koaservasyon Lipozom tutuklama
Akiskan Yatak Kaplama Kompleks Koaservasyon

Ekstriizyon In-situ Polimerizasyon

Kokristalizasyon Ara yiizey Polimerizasyonu

Santrifiij ekstriizyon
Dondurarak kurutma
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Mikrokapsiil liretiminde yaygin olarak kullanilan yontemlerin basinda;
ekstriider, piskiirtmeli kurutma, in-situ polimerizasyonu, ara yiizey
polimerizasyonu, koaservasyon ve akiskan yatak mikrokapsiilasyon yontemleri
gelmektedir. Akiskan yatak yonteminde temel islemler; kabuk malzemenin
¢oziilmesi, ¢cekirdek partikiillerin akiskan hale getirilmesi ve son olarak ¢ekirdek
partikiillerin kaplanmasidir. Toz halindeki ¢ekirdek partikiil akiskan yatak
kullanilarak sicak bir gaz i¢inde siispanse edilir. Partikiillerin iizerine kapsiiliin
¢eperini olugturmak i¢in ¢6zelti halindeki kabuk malzeme pliskiirtiiliir ve ¢oziicii
uzaklastirilarak kabuk maddenin ¢ekirdek materyalini kaplamasi saglanir (Sarier
and Onder, 2012). In-situ polimerizasyon ydntemi, ara yiizey polimerizasyon
yontemine benzerdir. Burada g¢ekirdek malzemenin bulundugu kapta reaktif
madde bulunmaz. Polimerizasyon sadece siirekli fazda ve dispers cekirdek
materyali ile siirekli fazin olusturdugu ara yiizeyin, siirekli faz kisminda
gerceklesir. Ara yliz polimerizasyonu ile mikrokapsiil eldesinde genellikle iki
reaktif monomer kullanilmaktadir. Reaktif monomerlerden birisi ve kabuk
malzeme bir ¢ozgen icinde ¢oziiliir. Diger reaktif monomer de farkli bir ¢ozgen
icinde ¢Oziiliir. Ardindan bu iki dispersiyon karistirilir ve iki sivi fazin ara
ylizeyinde monomerlerin birbiri ile reaksiyona girmesiyle dispers fazi
hapsedecek sekilde film olusur (Cireli vd., 2006). Kapsiilleme teknolojisinin
orijinal yontemi olarak da bilinen koaservasyon yonteminde ¢ekirdek materyali
polimer ¢ozeltisi igerisinde dispers haline getirilir. Kabuk materyali
olusturulurken, polimer ¢ozeltisinin ¢ozinlirligli degistirilir, karigtirilip
sicakligin diismesi saglanir, pH degistirilerek faz ayrimi gergeklestirilir ve kabuk

materyali olusturulur (Giiler ve Kut, 2011).

Farkli teknikler olsa da mikroenkapsiilasyon teknikleri igerisinde
kurutma temelli yontemler siklikla kullanilmaktadir. Tercih edilmelerinin baslica
nedenleri; kolay uygulanabilen islemler olmalari, ekipman olanaklarinin oldukga
genis olmasi, minimum {riin hacminde c¢alisilabilir olmast ve minimum
depolama hacmi olmasinin nakliye maliyetlerini diisiirmesi, nem icerigi az olan
tirlinlerin elde edilmesine olanak vermeleri ve {riinlerin kararliliginin ve

kalitesinin oldukga yiiksek olmasidir (Fang and Bhandari, 2012).
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2.4.1 Piskiirtmeli kurutma

Piiskiirtmeli kurutma yontemi, gidalara aroma veren maddelerin
oksidasyon ve degredasyona kars1 kararli olmalari, sivi haldeki maddelerin toz
haline getirilmesi i¢in 1950 yilinin sonlarinda gida sanayisinde kullanilmaya
baslanmistir (Desai and Park, 2005). Piiskiirtmeli kurutma yonteminin, esnek ve
ylksek oranda tekrarlanabilir olmasi, diger enkapsiilasyon yontemleri ile
karsilastirlldiginda iiretim maliyetinin daha diisiik olmasi, ekipmaninin
bulunabilir olmas1 ve ekonomik bir yontem olmas1 endiistriyel uygulamalar i¢in
avantajdir (Burgain et al., 2011; Nedovic et al., 2011; Risch, 1995). Piiskiirtmeli
kurutma, sivi halde bulunan maddenin atomizer aracilifiyla sicak havanin
bulundugu ortama piiskiirttiiriilmesiyle ¢cok kisa bir siirede toz forma doniismesi

icin yapilan bir islemdir (Gharsallaoui et al., 2007).

Piiskiirtmeli kurutma yonteminin esasi; aktif bilesenin ve kaplama
malzemesinin ¢oziinmesinden sonra bir atomizer kullanilarak kiiciik damlalar
seklinde oldukg¢a sicak havanin bulundugu kabine piiskiirtiilmesine dayanir.
Piiskiirterek kurutma yonteminde, kurutucuya beslenen ilk sivi ¢ozelti, bir
emiilsiyon veya siispansiyon olabilir. Kabinde kurutma gazi maksadiyla azot
gazi reaksiyon vermeyen diger gazlar kullanilir. Kabin igerisindeki sicak hava
nedeniyle ¢oziicii buharlagsarak uzaklastirilir ve mikrokapsiil olusturulur
(Drusch, 2007). Atomize pargaciklar piiskiirtmeli kurutucunun ¢ember kisminda
sicak havayla kars1 karsiya kaldiginda su, kaplama maddesinden buharlasarak
ayrilir ve bu durum kisa zamanda gergeklesir. Boylece ¢ekirdek diye kullanilan
biyolojik olarak aktif bilesenin sicakliktan korunmasi saglanarak isinmasi
engellenir. Kurutulmus olan madde, kurutma i¢in kullanilan cihazin ayri bir
bolmesinde toplanir veya cihazda bulunan gaz-kati maddeyi birbirinden ayiran
farkli bir birim tarafindan ayirilirlar. Bu yontem hem hidrofobik hem de
hidrofilik aktif bilesenlerin mikrokapsiillenmesi ic¢in kullanilabilir. Ayni1
zamanda termal bozulma olmaksizin ¢esitli tastyicilara uygulanabilir. Bununla
birlikte, 1stya maruz kalma siiresini saniyelere hatta milisaniyelere diisiirerek

1stya duyarlt maddeler i¢in kullanilabilir (Binesh et al., 2023).

Piiskiirtmeli kurutma teknigiyle kurutulan maddeler besleme materyaline

ve islem kosullarina goére 10-50 um gibi oldukc¢a kiiclik ya da 2-3 mm gibi
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oldukga biiylik parcacik biiyiikliiklerinde olabilirler (Gharsallaoui et al., 2007).
Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyonda, kurutma isleminde
kaplama maddelerinin sahip oldugu 6zelliklerin yaninda emiilsiyon karisiminin
kuru madde bilesimi, islem sirasinda kullanilan sicaklik, emiilsiyonun kararliligi
toz uriiniin kalitesini etkileyen faktorlerdir. Piiskiirterek kurutma yonteminin

sematik gosterimi Sekil 2.29°da verilmistir.

‘ Cekirdek materyal | Homojenizator I
90000

A 4
Coziicii+Kabuk i
3\

Siklon toz toplayici

Toplama Kab1

Sekil 2.29 Piiskiirterek kurutma yontemi (Chavarri, et al., 2012)

Piiskiirtmeli kurutma yontemi; atomizasyon, piiskiirtmeyle olusan
damlalarin sicak havayla karsilagsmasi, damlalardan suyun buharlagsarak
ayrilmasi ve kurutma {iriiniiniin ayrilarak toplanmasi olmak tizere dort asgamadan
olusmaktadir. Atomizasyon isleminin temel amaci, sivi ve kuru hava arasinda
maksimum 1s1 transfer ylizeyi olusturarak 1s1 ve kiitle transfer islemlerini dolayl
olarak optimize etmektir. En yaygin kullanilan atomizdrler arasinda basingl
nozul, pnomatik valf, homojenlestirici atomizorler, sonik nozul, iki akiskanl
nozul ve donen disk konfigiirasyonu bulunmaktadir. Kullanilan atomizdriin
se¢imi besleme malzemesinin viskozitesine baghdir. Sicak hava ve sivi temasi
es akimli veya kars1 akimli olabilir. Es akim kullanilan ¢alismalarda, sivi ve sicak
hava ayn1 yonde piiskiirtiiliir ve giris ve ¢ikis sicakliklart 140-220°C ve 50-80°C
arasinda degisir, bu da termal bozunmay1 siirlar. Karsi akim akis1 sirasinda,
kuru iirtinler termal bozunmay1 sinirlayan yiiksek sicakliklara maruz kalir. Sicak
hava ve s1v1 temasi sirasinda sivinin sicakligi artar ve damlaciktan ¢evreye nem

difiizyonu gerceklesir. Bu siire¢, damlacik sicakligi hava sicakligina ulasana
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kadar devam eder (Gharsallaoui et al., 2007). Paralel akim, damlaciklarla
kurutma sicakligindaki havanin akis yonlerinin ayni olup ortami kusatmasiyla
olusmakta ve atomizor ile havayr dagitan mekanizma birlikte bulunmaktadir.
Atomizorle meydana gelen damlalar sicak hava ile bulustugunda su hizla
buharlasarak ayrilir. Suyun buharlagsmasiyla kuru havaninda sicakligi azalir. Siit
ve siit liriinlerinin liretim asamalarinda siklikla kullanilan bir yontemdir (Duman,
2009; Cevik, 2017). Damlaciktan suyun buharlagmasi {i¢ asamada olusur. Sicak
havayla damlaciklar karsilagtiginda aradaki sicaklik farki damlaciklart 1sitir ve
sicaklik belli bir araliga kadar artar. Ulasilan sicaklik degerine "yas termometre
sicaklig1" denilir. Damlaciklarin iizerinde bulunan suyun hizli bir sekilde
buharlagsmas1 saglanmistir. Damlaciklarin sicaklik degeri kritik bir araliga
geldiginde dista kabuklasma olur ve kuruma hizinin azalmasiyla isleme devam
edilir. Kurutma isleminin sonunda iiriinler yer ¢ekiminin etkisiyle farkli bir yerde
bulunan haznede toplanir (Gharsallaoui et al., 2007). Bu noktada havadan
gelebilecek nem oOnemlidir ve {riiniin verimini, kalitesini dogrudan
etkileyebilmektedir. Bu durum {iriinlin son asamada nem igerigini istenmeyen
seviyelere getirebilir. Kurutma isleminin sonrasinda gaz temizleyicilerinden

gecirilen hava atmosfere birakilir (Dingel, 2015; Cevik, 2017).

Iyi bir mikroenkapsiilasyon verimi elde etmek i¢in piiskiirtmeli kurutma
kosullart optimize edilmelidir. Piiskiirtmeli kurutma kosullarini optimize eden
en Onemli faktorler, besleme akis hizi, hava giris/cikis sicakli§i ve besleme
sicakligidir (Liu et al., 2001). Besleme sicakligi emiilsiyonun viskozitesinden
sorumludur. Besleme sicakligi artirildiginda, viskozite ve damlacik boyutu
azaltilmalidir. Besleme akis hiz1 da piiskiirtiilen her damlacigin kurutma odasina
gelmeden Once istenen seviyede kurutulmasini saglamak i¢in ayarlanmalidir.
Hava giris sicaklifi, kurutma hizim1 ve iirliniin son nem igerigini belirler.
Piiskiirtiilerek  kurutulan tozlarin  ¢oziiniirliik  6zelliklerinin  iyi  oldugu
goriilmektedir. Nemin kisa siirede hizla buharlagsmasi, ¢ekirdek malzeme
sicakliginin  40°C'nin  altinda kalmasimi saglar. Dondurarak kurutma ile
karsilastirlldiginda plskiirtmeli kurutma isleminin 50 kat ucuz oldugu
goriilmiistir  (Desobry et al., 1997). Piskiirtmeli kurutma ile

mikroenkapsiilasyonun en biiyiik siirlamasi, mevcut duvar malzemelerinin
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siirl sayida olmasi ve suda ¢oziinebilir olmasinin gerekliligidir (Kandansamy

and Somasundaram, 2012).

Piiskiirtmeli  kurutma yontemi ile yapilan mikroenkapsiilasyon
caligmalar literatiirde oldukca fazla yer almaktadir. Tasiyict materyal olarak
maltodekstrin ve peynir alt1 suyu proteininin farkli konsantrasyonlarda (% 80, %
100 ve % 120) kullanildig1, piiskiirtmeli kurutma ile nar kabugu ekstraktlarinin
enkapsiilasyonunun gerceklestirildigi ¢alismada, farkli tasiyici tiri ve
konsantrasyon sec¢imlerinin son toz kapsiiller iizerindeki kalite ve stabiliteye
olan etkisi incelenmistir (Savikin et al., 2021). Piiskiirterek kurutma yontemi ile
nar kabugu ekstrakti, portakal suyu yan {iriinlerinin tastyict materyal olarak
kullanilip enkapsiile edilmis ve mikroenkapsiil fenolik maddeler ve ham ekstrakt
kullanarak ~ kurabiye = yapiminda  kullanilmistir. Bu  calismada,
mikroenkapsiilasyon yontemi ile elde edilen {iriiniin sagladig1 antioksidan igerigi
ve depo kararliligi nedeniyle fonksiyonel gidalarin gelistirilmesi i¢in bu
yontemin olumlu etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Kaderides et al., 2020). Tiirk
kekik ekstraktinin piiskiirterek kurutma yontemiyle, kekik bitkisinin ana aktif
bilesikleri olan rosmarinik asit ve karvakroliin mikroenkapsiilasyonunda, yiiksek
iirlin verimi, kapsiilleme etkinligi ve daha kii¢iik parcacik boyut dagiliminin
optimize edilmesinin amacglandigi bir ¢alismada, ana kaplama malzemesi olarak
jelatin, arabik gami, Tween 20 ve B-siklodekstrin ile takviye edilerek kullanilmis
ve hazirlanan mikrokapsiillerin fizikokimyasal o6zellikleri, mikroskobik
morfolojileri ve in vitro salimimlarn karakterize edilmistir (Baranauskaite et al.,
2019). Farkl bir bagka ¢alismada, arabik gam ve ksantan gam ile nar suyu ile
zenginlestirilmis nar c¢ekirdegi yaginin piiskiirterek kurutma yoOntemiyle
mikroenkapsiilasyonu gerceklestirilmis ve mikrokapsiillerin 6zellikleri ve
oksidatif stabilitesinin degerlendirilmesi amaglanmistir. On testlerle emiilsiyon
formiilasyonunu optimize etmek i¢in sabit miktarda arap zamki ile degisen
miktarlarda ksantan gam kullanilmigtir. Nar c¢ekirdegi yagi (duvar malzemesi
agirhginin % 15, % 20, % 30'u) farkli oranlar1 uygulanmis ve nar ¢ekirdegi
yaginin yiiksek kapsiilleme verimliligi ve yiikleme kapasitesi arastirilmistir.
Sonuglar, mikroenkapsiilasyon islemi i¢in duvar materyalleri kompozisyonunda
nar suyu kullaniminin mikroenkapsiilasyon verimini arttirdigini, nar suyu ile

kapsiillemenin, nar ¢ekirdegi yaginin oksidatif stabilitesini iyilestirmede bagaril
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oldugunu ortaya koymustur (Yekdane and Goli, 2019). Peony tohumu yaginin,
peynir altt suyu proteini izolatr, misir surubu ve soya lesitininin kaplama
materyali olarak kullanildig1 bir c¢alismada piiskiirtmeli kurutma yontemi
kullanilmistir. Bu karisim ile elde edilen formiilasyonun yiiksek kapsiilleme
verimi, oksidatif kararlilik ve en az biyoaktif bilesik kaybi sergiledigi
bildirilmistir. Mikrokapsiiller incelendiginde, piiriizsiiz ylizeyli ve c¢atlak
olmayan bir ¢ekirdek kabuk yapisi olustugu goriilmistiir. /n vitro sindirim
davranisi, gastrointestinal sindirimden sonra kapsiillenmis yagin %=80'inden
fazlasinin mikrokapsiillerden salindigin1 géstermistir (Wang et al., 2018). Baska
bir ¢aligmada, piskiirtmeli kurutma yontemi ile ceviz yagmin
mikrokapstiilasyonu, SEM ve farkli duvar materyallerinde ve kurutma
kosullarinda pargacik boyutu ile 6l¢tim yapilarak karakterize edilmistir. Yiiksek
sicaklikta kurutma ile elde edilen mikrokapsiillerin piiriizsiiz yiizeylerinin daha
diisiik biiziilme oranina sahip oldugu ve mikrokapsiillerin basing artisi ile
kiimelenmesinin daha goriniir diizeyde oldugu bildirilmistir (Shamaei et al.,
2017). Corek otu oleoresini, arabik gam/maltodekstrin (1:1 w/w) kullanilarak,
giris ve c¢ikis sicaklik degerleri 160°C ve 80°C (£1°C) olacak sekilde
puskiirtmeli kurutma yontemiyle mikrokapsiillenmis ve toz kapsiillerin
fizikokimyasal 6zellikleri incelenmistir (Edris et al., 2016). Nar ¢ekirdegi ve nar
kabugunda bulunan fenolik maddelerin geri kazanimini saglamak amaciyla,
ultrases destekli ekstraksiyon isleminin uygulandigi ve ardindan piiskiirterek
kurutma islemiyle mikroenkapsiilasyonun yapildigi bir calismada, farkl
kaplama materyalleri olarak maltodekstrin/yagsiz stit tozu,
maltodekstrin/peyniralt1 suyu protein izolati, maltodekstrin/arap zamki
kombinasyonlar1 kullanilmistir. Nar c¢ekirdegi yag1 enkapsiilasyonu ig¢in
optimum kapsiilleme materyalleri, ¢cekirdek/kapsiilleme materyali oran1 ve giris
sicakliklart optimize edilmistir (Goula and Lazarides, 2015). Piiskiirterek
kurutma teknigiyle giris hava sicakligi 160°C ve fenolik madde/maltodekstrin
orant 1/1 veya 1/3 olacak sekilde enkapsiile edilmis nar kabugu ekstrakti ile
zenginlestirilmis dondurmalarin oldugu bir ¢alismada, dondurmalarin kontrol
orneklerine kiyasla onemli Ol¢lide gelistirilmis fonksiyonel ozelliklere sahip
oldugu ve nar fenoliklerinin dahil edilmesinin dondurmanin in vitro

biyoaktivitesini iyilestirdigi gézlemlenmistir (Cam vd., 2014).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gerec¢

3.1.1 Hammadde

Bu tez calismasinda antosiyanin kaynagi olarak taze siyah havug
(Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef) kullanilmistir. Siyah havug
Konya’nin Eregli ilgesi Kuzukuyusu kdyiinden satin alinmistir. Siyah havuglar -

20°C derecede deneysel calismalar tamamlanana kadar depolanmaistir.

3.1.2 Kullanilan kimyasal ve ekipmanlar

Bu c¢alismada izlenen yoOntemler ve gergeklestirilen deneysel
caligmalarda kullanilan tiim kimyasal maddeler ve cihazlar asagida verilmekle

birlikte ilgili boliimlerde de ayrintili bir sekilde agiklanmustir.

Kullanilan kimyasallar: Askorbik asit (CsHsOs), Potasyum Kloriir (KCl),
Gallik asit (C7HeOs), Amonyum Siilfat ((NH4)2SO4), Aseto nitril (CoH3N),
Sigma Aldrich’den, Sodyum Asetat (CH3;COONa), Aliiminyum Klortir (AICl3),
Sodyum Karbonat (Na;COs) Riedel de Haen’dan, glukoz, Siilfiirik Asit
(H2SO4), Katesin (CisHi14O6) Fluka’dan, Fenol, Sodyum Nitrit (NaNO3),
Sodyum Hidroksit (NaOH), Folin Ciocalteu reaktifi, Formik asit (CH20,)
Merck’den, Etanol (C2HsOH) (HPLC Plus Gradient) Carlo Erba, delphinidin-3-
glucoside, cyanidin-3-glucoside, petunidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside
ve malvidin-3-glucoside standartlar1 Extrasynthese'den (Lyon, Genay-Fransa),

maltodextrin (Alfosol Maltodextrin Fransa) temin edilmistir.

Kullanilan cihazlar: Rondo (Arzum Mio Lux AR 186), 1siticili manyetik
kanistiric1 (Ika RH Basic 2), pH metre (Hanna Instruments HI 2211 pH/ORP
meter), spektrofotometre (Perkin Elmer, Lambda 35 Uv/vis spectrometer),
vorteks (Cat Vortex VM3), calkalamali su banyosu (Memmert WNB 14), naylon
membran filtre (Whatman Inc., Clinton, NJ, ABD), HPLC sistemi (6430 model
Triple Quadrupole kiitle spektroskopili (Agilent Technologies, Palo Alto CA-
USA) vyiksek performanslhi sivi kromatografisi (LCDAD-ESI-MS/MS)),
evaporatdr (Heidolph Laborota 4001 Rotary Evaporator System), piiskiirtmeli
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kurutma (Buchi Mini Spray Dryer B-290), taramali elektron mikroskobu
(Thermo Scientific Apreo S), ZetasizerUltra (Malvern Panalytical Ltd.), renk
Olctim cihaz1 VITA Easyshide Advance.

3.2 Yontem

3.2.1. Siyah havu¢ homojenatindan antosiyaninlerin ekstraksiyonu

Verimli bir sekilde antosiyaninlerin ekstrakte edilebilmesi i¢in homojenat
hazirlanmasinda enzimatik kararmaya neden olan polifenol oksidazlarin ve diger
endojen enzimlerin varlig1r da distiniilerek asagida verilen ii¢ farkli yontem
kullanilmigtir. ~ Siyah  havugtan antosiyaninlerin  maksimum  verimle

ekstraksiyonu i¢in her ii¢ yontemde ortama su ilavesinin etkisi de arastirilmistir.

3.2.1.1 Direkt ekstraksiyon

Siyah havu¢ 6nce musluk suyu ardindan distile su ile yikandiktan sonra
tartildi (100 g). Bigcakla kii¢iik parcalara ayrildiktan sonra rondodan (Arzum Mio
Lux AR 186) gecirilerek homojenize edildi. Homojenat lifsi yapilar
uzaklastirmak icin dnce dort katl tiilbentten gecirilerek filtre edildi ve ardindan
5000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 elde edilen pellet atild1 ve

slipernatantta toplam monomerik antosiyanin miktari tayin edildi.

3.2.1.2 Direkt ekstraksivon sonrasi 1s1l islem

Siyah havu¢ 6nce musluk suyu ardindan distile su ile yikandiktan sonra
tartild1 (100 g). Bigakla kiiciik parcalara ayrildiktan sonra rondodan (Arzum Mio
Lux AR 186) gecirilerek homojenize edildi. Homojenat 90-100 °C ‘ye
ayarlanmisg 1siticili manyetik karistirici tizerinde 5-10 dk 1sitildi. Ardindan lifsi
yapilar1 uzaklastirmak i¢in dort katl tiilbentten gecirilerek filtre edildi ve sonra
5000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 elde edilen pellet atild1 ve
slipernatantta toplam monomerik antosiyanin miktar1 tayin edildi. (Bu yontemle
elde edilen ekstraktin toplam monomerik antosiyanin igerigi en yiiksek degerde
bulundugu i¢in daha sonra yapilan ¢alismalarda bu yontem ile hazirlanan

ekstrakt kullanilmistir).



74

3.2.1.3 Direkt ekstraksivon sonrasi askorbik asitle muamele

Siyah havu¢ 6nce musluk suyu ardindan distile su ile yikandiktan sonra
tartildi (100 g). Bigakla pargalara ayrildiktan sonra rondodan (Arzum Mio Lux
AR 186) gecirilerek homojenize edildi. Homojenat % 0,1 (w/v) askorbik asit
iceren sulu ortamda oda sicakliginda 1 saat kadar manyetik karigtiricida
kanistirildi. Daha sonra lifsi yapilar1 uzaklagtirmak igin dort kath tiilbentten
gecirilerek filtre edildi ve sonra 5000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Santrifiij
sonrasi elde edilen pellet atild1 ve siipernatantta toplam monomerik antosiyanin
miktar1 tayin edildi.

3.2.2 Toplam monomerik antosiyanin tayini (pH Differansiyel
Yontem)

pH-Diferansiyel yonteminin temeli, antosiyaninlerde bulunan
pigmentlerin, ortam pH’ia goére gegici olarak renk degisikligine ugramasiyla
absorbans spektrumunda meydana gelen farkliligin l¢iilmesine dayanir (Giusti
and Wrolstad, 2003). pH 4,5’ta, ana yapisal form renksiz hemiketal formdur. pH
1 'de ise, renkli (mor kirmizi), oksonyum formu olusmaktadir. pH 4,5’da
monomerik antosiyaninler absorbans vermezler. pH 4,5’ta sadece polimerik ve
bozunmus antosiyaninler absorbsiyon verir. Antosiyanin 6rneklerinin farkli pH
degerleri arasinda UV-vis spektrofotometre ile Olglilen absorbans farki,
ornekteki toplam monomerik antosiyanin miktarinin dogruya ¢ok yakin ve hizl

Olciilebilmesini saglar (Hosseinian et al., 2008).

Toplam monomerik antosiyanin miktarinin tayini, siyah havug
homojenatinda, sulu ikili-faz ekstraksiyonu yapildiktan sonra hem alt faz hemde
iist fazda ve kurutulmus toz 6rnekte gergeklestirilmistir. Ayn1t homojenata ait iki
ayr1 6rnek (0,5 mL) iizerine sirastyla, 2 ml 0,025 M KCIl ¢ozeltisi (pH 1.0) ve
ardindan digerine 2 mL 0,4 M NaAc (sodyum asetat) tamponu (pH 4,5) ilave
edilip 510 ve 700 nm’de Olgiim alinmistir. 0.025 M KCl ¢ozeltisi (100 mL)
hazirlanmis, pH’1 pH metre ile pH 1’e ayarlanmigtir. 0,4 M sodyum asetat
tamponu (100 mL) hazirlanmis, pH’1 pH metre ile pH 4,5’a ayarlanmistir.
Antosiyanin Orneklerinin maksimum absorbansinin dalga boyu, antosiyanin

tiirline ve kaynaga bagh olarak farklilik gésterebilir. Siyah havugta, maksimum
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absorbans i¢in 510 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmis ve toplam monomerik
antosiyanin miktar1 siyanidin-3-glukozit esdegeri seklinde ifade edilmistir.
Hazirlanan 6rnek karigimlari dengelenmenin saglanmasi i¢in karanlikta 30
dakika bekletilmistir. Daha sonra, spektrofotometre (Perkin Elmer, Lambda 35
uv/vis spectrometer) kullanilarak 510 nm ve 700 nm'de o6l¢iimler
gerceklestirilmistir. Olgiim yapilirken kuartz kiivetler kullanilmistir. Orneklerin

antosiyanin miktarlar1 asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

Abs x Mw x DF x 1000
exl

m
Toplam Monomerik Antosiyanin Miktarl(Tg) =

Abs = (As10- A700) pHi- (Asio- A700) pHas

A; absorbans farki, DF; seyreltme faktorii, Mw,; molekiiler agirlik (449,2 g/mol
Cy-3-gly), €; ekstinksiyon katsayis1 (¢ = 26.900) ve /; alinan yol uzunlugunu (1
cm) belirtmektedir.

3.2.3 Toplam karbohidrat tayini

Basit sekerler, oligosakkaritler, polisakkaritler ve bunlarin metil eter ve
serbest veya potansiyel olarak indirgeyici gruplara sahip tiirevleri, fenol ve
konsantre siilfiirik asit ile muamele edildiginde spektrofotometrik olarak
oOl¢iilebilen turuncu-sar1 bir renk verir. Reaksiyon hassastir ve renk kararlhdir.
Fenol-stilfiirik asit yontemi, sekerlerin ve ilgili maddelerin oldukca hassas
miktarlarin1 belirlemek i¢in gelistirilmis bir yontemdir. Yontem basit, hizli,
hassas ve tekrarlanabilir sonuglar verir. Kullanilan reaktifler ucuz ve
dayaniklidir. Her bir seker tiirii icin sadece bir standart grafigi gerektirir. Uretilen
renk kalicidir ve kosullarin kontrolii i¢in 6zel bir dikkat géstermeye gerek yoktur

(Dubois et al., 1956).

Glukoz stok ¢ozeltisi konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Bu glukoz ¢ozeltisinden, 0,01-0,1 mg/mL’ lik standart ¢ozeltiler
hazirlanmis ve glukoz standart grafigi olusturulmustur. Fenol-siilfirik asit
(Dubois) yontemi ile toplam karbohidrat tayini i¢in, 0,5 mL 6rnek iizerine 0,5
mL % 5’lik (w/v) fenol (C¢HsOH) ve 2,5 mL % 96’lik (v/v) H2SO4 (siilfirik asit)
eklenip vorteks (Cat Vortex VM3) ile karistirilmistir. 25-30°C arasinda
calkalamali su banyosunda (Memmert WNB 14) 20 dk inkiibe edildikten sonra
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spektrofotometre ile 490 nm’de 6l¢iilmiistiir. Glukoz esdegeri olarak verilen
sonuclar i¢in y=8,783x denklemi kullanilmis ve toplam karbohidrat miktar1

hesaplanmustir.

3.2.4 Toplam flavanoid tayini

Toplam flavonoid igerigi, Zhinsen vd., (1999)’nin uyguladigi
Aliiminyum kloriir (AlCI3) kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir. Yontemin
temeli, aliminyum kloriiriin C-4 keto gruplar1 ve flavon ve flavonollerin C-3
veya C-5 hidroksil grubu ile aside dayanikli kompleksler olusturmasina ve
flavonoidlerin A veya B halkalarindaki ortodihidroksil gruplariyla da aside
dayanikli kompleks bilesikler olusturmasina dayanir. Flavonoidlerin temel

yapist Sekil 3.1°de verilmistir (Bag et al., 2015).

Sekil 3.1 Flavonoidlerin temel yapis1 (Bag et al., 2015)

Standart grafiginin hazirlanmasinda, farkli konsantrasyonlarda katesin
(100, 80, 60, 40 ve 20 pg/mL) cozeltisi kullanilmistir. Aliiminyum Kkloriir
kolorimetrik yontemi i¢in, 0,5 mL ornek iizerine 2 mL su, 0,15 mL % 5’lik
NaNO; eklenip 5 dk. beklendikten sonra 0,15 mL %10’luk (w/v) AICl; ¢cozeltisi
ve 1 mL 1M NaOH eklenmis ve son hacim 5 mL’ye 1,2 mL distile su eklenerek
tamamlanmistir. Daha sonra spektrofotometre ile 510 nm’de o6l¢timler
gerceklestirilmistir. Katesin esdegeri olarak verilen sonuglar icin y= 0,0026x

denklemi kullanilmis ve toplam flavonoid miktar1 hesaplanmustir.

3.2.5 Toplam fenolik bilesik tayini

Toplam fenolik madde o6l¢limii icin Folin Ciocalteu yoOntemi
kullanilmistir. Gidalarda toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi,

antioksidan aktiviteyi saglayan hidroksil gruplariyla ilgili bilgi vermesi
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acisindan da 6nemlidir. Temel mekanizma redoks reaksiyonlarina dayanir. Folin
reaktifi ile fenolik bilesiklerin oksidasyonu sonucunda 745-765 nm absorbans
araliginda tanimlanabilen renkli iiriin olusur (Prior et al., 2005). Fenolik
bilesenler, folin reaktifi ile baz1 sartlarda reaksiyona girerler. Ortama sodyum
karbonat ilavesi ile pH yaklastk 10’ a ayarlanir. Fenolik protonlarin
disosiyasyonu ile fenolat anyonu olusur ve bu anyon Folin reaktifini indirgeme

ozelligi gosterir (Huang et al., 2005).

Fenolik bilesik tayininde kullanilan standart gallik asittir. Toplam fenol
icerigi gallik asit standart grafiginden yararlanilarak gallik asit esdegeri olarak
verilmistir. Standart grafigi i¢in 10- 500 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda
gallik asit ¢ozeltileri kullanilmistir. 1 mL 6rnek {lizerine 9 mL distile su ilave
edildikten sonra 2,5 mL 10 kat seyreltilerek hazirlanan Folin reaktifi eklenip, 5
dk. oda sicakliginda inkiibasyondan sonra, 10 mL %7,5’luk (w/v) NaxCO3
coOzeltisi ilave edilmis ve distile su ile hacim 20 mL’ye tamamlanmistir. Karisim,
oda sicakliginda 90 dk. boyunca karanlikta inkiibasyona birakilmis ve
spektrofotometre ile 760 nm’de Ol¢iimler yapilmistir (Mythili et al., 2014).
Gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilen sonuglar i¢in y=0,0009x denklemi

kullanilmis ve toplam fenolik bilesik miktar1 hesaplanmaistir.

3.3. Siyah Havug Antosiyaninlerinin Sulu ikil-Faz Ekstraksiyon ile

Saflastiriimasi

Sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemi (ATPE) ile siyah havug
antosiyaninlerinin  saflagtirilmast  i¢in  tuz/alkol ekstraksiyon sistemi
kullanilmistir. Tuz olarak amonyum stilfat ((NH4)2SO4) ve alkol olarak etanol
(C2H50H) secilmistir. Literatiirden elde edilen amonyum siilfat/etanol binoidal
egrileri vasitasiyla; sistemin toplam agirhigi %100 (w/w) olacak sekilde, % 22
(w/v) tuz, % 26 alkol (v/v), % 10 antosiyanin ekstrakti (v/v) ve % 42 (v/v) su
kullanilarak bir model ayirma sistemi kurulmustur. Sulu ikili-faz ekstraksiyon
sistemi, 15 mL’lik dereceli santrifiij tiiplinde hazirlanmistir. Konsantrasyonu %
22 (w/v) olacak sekilde tuz tartilip, iizerine % 42 (v/v) oraninda su ilave edilerek
¢cOziilmiistiir. Tuz ¢ozeltisi lizerine konsantrasyonu % 10 (v/v) olacak sekilde
siyah havug ekstrakti ilave edilip karigtinlmistir. Ardindan karisima
konsantrasyonu % 26 (v/v) olacak sekilde etanol ilave edilerek iyice

vortekslenmistir. Faz ayriminin tamamlanmasi i¢in 30 dk. oda sicakliginda ve
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karanlikta inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda 5000 rpm’de 10 dk.
santrifiijlenmistir. Alt faz ve iist faz pasteur pipetiyle ayrildiktan sonra faz
hacimleri 6l¢iilmiis ardindan toplam monomerik antosiyanin, toplam fenolik

madde, flavanoid ve seker miktarlar1 belirlenmistir.

3.3.1 Sulu ikili-faz ekstraksiyon sisteminin optimizasyonu

Sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemi ile saflastirilacak olan biyomolekiiliin
bulundugu ekstraktin igerigindeki bilesenlerin tiirii ve bulunma miktar
kullanilan hammaddeye bagli olarak farkliliklar gostermektedir. Bu
farkliliklardan dolayi sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemlerinde dagilim farklanir.
Ayrica sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemlerinde ayirima birgok faktor etki eder.
Bu etkiler incelenerek saflastirilmasi amaglanan biyomolekiil i¢in en verimli ve
etkili sulu 1ikili-faz ekstraksiyon sistemi gelistirilmelidir. Sulu ikili-faz
ekstraksiyon sistemlerinde tuz, etanol, pH ve ham ekstrakt miktarinin siyah
havug antosiyaninlerinin saflagtirilmasima etkisini incelemek maksadiyla
optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu nedenle parametrelerin farkli oranlarda

degismesi ile igerigi degisen sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemleri kurulmustur.

3.3.1.1 Tuz konsantrasyonunun antosivanin verimine etkisi

Antosiyaninlerin ATPE ile ayiriminda tuz olarak amonyum siilfat
[(NH4)2SO4] kullanilmistir. (NH4)2SOs4 miktarinin, antosiyaninlerin ayrimina
etkisini belirleyebilmek i¢in ham ekstrakt miktar1 % 10 (w/v) ve etanol miktar
% 26 (v/v) olarak sabit tutulmustur. Faz diyagramlarindan yararlanilip amonyum
stilfat miktar1 % 14 ile % 24 (w/w) arasinda farklandirilarak pH ayar1 yapilmadan
(pH 6’da; kendi pH’sinda) total hacim %100 (v/v) olacak sekilde distile su
eklenerek sistemler kurulmustur. Fazlarin ayrimindan sonra alt faz ve {ist fazda

toplam monomerik antosiyanin miktar1 ve seker miktar1 dl¢tilmiistiir.

3.3.1.2 Etanol konsantrasyonunun antosivanin verimine etkisi

Antosiyaninlerin ATPE ile ayrimina etanol miktarinin etkisini arastirmak
amaciyla, ham ekstrakt miktar1 (% 10, w/v) ve bir onceki asamada optimize

edilerek belirlenen tuzun miktar1 (% 22 w/w) sabit tutulmustur. Etanol miktar
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% 24 ile % 32 (v/v) arasinda kullanilmigtir. pH ayar1 yapilmadan total hacim
%100 (v/v) olacak sekilde distile su eklenip sistemler kurulmustur. Fazlarin
ayrimi sonrasinda alt ve iist fazda toplam monomerik antosiyanin ve seker

miktarlar1 belirlenmistir.

3.3.1.3 pH’1n antosivanin verimine etkisi

Sulu ikili faz ekstraksiyon sisteminin (ATPE) pH degeri,
biyomolekiillerin dagilimin1 etkilemektedir. Siyah havug¢ antosiyaninlerinin
saflastirilmasinda, ATPE sistemine pH‘in etkisi arastirilmigtir. Dolayisiyla, ham
ekstrakt miktar1 (% 10, v/v) ve belirlenen tuz miktart (%22, w/v) ile etanol
miktar1 (% 26, v/v) sabit tutulmus ve kurulan sistemlerin pH’s1 2-10 araliginda
ayarlanip aymrm gerceklestirilmistir. Alt ve iist fazlarda toplam monomerik

antosiyanin miktar1 tayin edilmistir.

3.3.1.4 Ham ekstrakt miktarimmin antosivanin verimine etkisi

Siyah havu¢ ham ekstrakt miktarmin, sulu ikili-faz ekstraksiyon
sistemine etkisi de arastirilmistir. Bu amagcla, etanol miktar1 (% 26, v/v),
amonyum siilfat miktar1 (% 22, w/v) ve sistemin pH’s1 sabit tutularak ham
ekstrakt miktar1 %1 ile %20 orasinda olacak sekilde kendi pH’sinda farkli
sistemler kurulmustur. Alt ve {ist fazda toplam monomerik antosiyanin miktari

belirlenmistir.

3.3.1.5 Sulu ikili-faz sistemin tekrarlanabilirligi

Siyah havu¢ antosiyaninlerinin maksimum verimle elde edildigi
optimum kosullar; % 22 (w/v) amonyum siilfat, % 26 (v/v) etanol, % 5 ham
ekstrakt (v/v) ve pH 6 (kendi pH’s1) olarak belirlenmistir. ATPE sisteminin
optimizasyonu ile belirlenen kosullarda sistemin tekrarlanabilirligi ¢alisilmis ve
sistem dort kez tekrarlanmistir. Her bir sistemin alt ve {ist fazlarinda toplam

monomerik antosiyanin miktar1 belirlenmistir.
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3.3.2 Sulu ikili-faz ekstraksiyon sisteminde o6l¢ek biiyiitme

Siyah havu¢ antosiyaninlerinin ekstraksiyonu ve saflastirilmasina
yonelik ATPE sisteminde Olgek biiylitme ¢alismasi yapilmigtir. Bu amagla, 15
mL, 30 mL ve 45 mL’lik ATPE sistemleri kurulmus ve antosiyaninlerin ayrimi
gerceklestirilmistir. Ayrim sonrasinda alt ve {ist fazlarda toplam monomerik

antosiyanin miktar1 6l¢iilmiistiir.

3.4 Siyah Havu¢ Antosiyaninlerinin HPLC-MS ile Ayrilmasi ve Renk
Ozellikleri

3.4.1 Siyah havuc antosiyaninlerinin HPLC-MS ile ayrimi

Antosiyaninlerin tanimlanmasinda, antosiyanin 6rnekleri enjeksiyondan
once 0,45 um gozenek boyutlu naylon membran filtreden (Whatman Inc.,
Clinton, NJ, ABD) gecirilmistir. Analiz i¢in Windows NT tabanli ChemStation
yazilimi ile donatilmig bir 6430 model Triple Quadrupole kiitle spektroskopili
(Agilent Technologies, Palo Alto CA-USA) yiiksek performansli sivi
kromatografisi (LCDAD-ESI-MS/MS) kullanilmistir. HPLC ekipmani,
otomatik ornekleyici (G1367 E, 1260 HIP ALS), ikili pompa (G1312 B, 1260
Bin pompa), gaz giderici (G1322 A, 1260 Gaz Giderici) ve diyot dizi
dedektoriinden (G1351D 1260 DAD VL) olusmaktadir. Analizlerde, ters fazl
C18 kolon (4,6 mm*250 mm, 5 um i¢ ¢capinda Phenomenex Luna) (Torrance,
CA, ABD) kullanilmistir (Tanriseven vd., 2020). Hareketli faz iki ¢6zgenden
olusmustur. Coziicii A, su/formik asit (99:1; v/v) ve ¢Oziicii B, asetonitril/coziicii
A /formik asit (60:39:1; v/v) kullanilmistir. Antosiyaninler verilen bu kosullar
altinda eliie edilmistir: akis hiz1 0,6 mL / dk ve sicaklik 25 °C'ye ayarlanmis, 1
dakikada %0 ila %5 B, 29 dakikada %5 ila %40 B, 10 dakikada %40 ila %100
B arasinda dogrusal gradyanlarla eliisyonun ardindan kolon yikanmis ve yeniden
kosullandirilmistir. Dalga boyu: 280, 320, 360 ve 520 nm olarak ¢aligilmistir.
Tiim pikler ultra violet goriiniir (200 nm'den 600 nm) bdlgede kaydedilmistir.
LC-MS/MS analizleri, antosiyaninler i¢in pozitif iyonizasyon modu
kullanilmistir. LC-MS’de kapiler sicaklik 400°C, kapiler voltaj -3V, nebiilizator
gaz akis1 1.75 L/dk., ¢6ziinme gaz akisi 1L/dk. ve sprey voltaj 5 kV olarak
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belirlenmistir (Kelebek et al., 2011). Antosiyaninler, orijinal standartlarin
kullanildig1 standart grafikleri, alikonma siireleri ve ultra violet goriiniir
spektrumlari, literatlir bilgisi ile karsilastirilarak tanimlanmistir. Standartlar,
Extrasynthese'den (Lyon, Genay-Fransa) saglanmis, delphinidin-3-glucoside,
cyanidin-3-glucoside, petunidin-3-glucoside, peonidin3-glucoside ve malvidin-

3-glucoside, ilgili pik ve tiirevleri olarak ticari standartlar kullanilmistir.

Kullanilan ticari standartlarin konsantrasyonlari, normalde siyah havugta
bulunan konsantrasyonlarda (yaklagik 1-100 mg/L) kullanilmis ve tiim
durumlarda regresyon Kkatsayilar1 0.995'in iizerinde (R?, R kare) alinarak
bulunmustur. Referans bilesiklerin yoklugu gz oniine alindiginda, molekiiler
agirhik diizeltme faktorii dikkate alimmis, yapisal olarak iliskili bilesiklerin
standartlar1 kullanilmistir. Antosiyaninlerin miktar tayini 520 nm'deki pik

alanlarma dayandirilmistir (Kelebek et al., 2006, 2011, 2013).

3.4.2 Siyah havug¢ antosiyaninlerinin renk ozellikleri

Antosiyaninlerin renk Ozelliklerini belirlemek amaciyla, Hunter Lab
Scan (Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston, VA, USA) cihaz1 ve Minolta
Spectrophotometer CM-3600d kullanilarak L*, a*, b*, chroma (c*) ve hue agis1
degerleri kaydedilmistir (Kelebek vd., 2018; Uzuner vd., 2011; Keskin vd.,
2021). Parlaklik degeri L, kirmizilik indeksi a* (yesilden kirmiziya), sarilik
indeksi b*(maviden sartya), renk yogunlugunun gostergesi c*, renk tonunu veren
Hue acist h degerleri belirlenmistir. Renk yogunlugunun gostergesi olan c*
degeri, (C= (a®+b%)0.5) ve Hue acis1, H°= tan™'(b*/a*) kullanilarak bulunmustur.
L* degeri, beyaz, parlak, mat indeksine gore gida renginin 6l¢lilmesiyle bulunan
bir degerdir. 0 ile 100 araliginda degisir. Sifir (0) siyaha, yiiz (100) beyaza
karsilik gelir. Ayrica L degeri, tazelik, parlaklik ve islem 6ncesi gidanin ilk
rengine olan yakinligiin da gostergesidir. a * degeri, gidanin renginin kirmizi
ile yesil renk skalas1 i¢inde nerede bulundugunu gosteren ve L* degerinden
sonraki en Onemli gostergedir. Renk tonu (Hue, H), renklerin agiklik
karakteristigini gosterir. Bir cisim, radiant enerjiyi belli bir dalga boyunda, farkli
dalga boylarina oranla daha ¢ok absorblarsa; bu durum insanlarda renk olarak
algilanir. Bu durum fiziksel olarak baskin dalga uzunlugu olarak adlandirilirken,

duyusal olarak renk tonu (Hue) olarak adlandirilir. Kroma (C), 15181 belirli bir
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dalga boyunda yansiyan miktaridir ve saflik, arilik, yogunluk, koyuluk ya da
genellikle “kroma (doygunluk)” olarak bilinmektedir. (Okurkan, 2018).

3.5 Siyah Havuc¢ Antosiyaninlerinin Mikroenkapsiilasyonu

3.5.1 Besleme karisimlarinin hazirlanmasi

Piiskiirtmeli Kurutma islemi i¢in toplamda 500 mL ve 1000 mL olacak
sekilde iki adet sulu ikili-faz ekstraksiyon (ATPE) sistemi kurularak ham
ekstrakttan antosiyanin Ornekleri hazirlanmigti. ATPE sonrasi iist fazlar
toplanmis ve iist fazin alkol (etanol) igerigi Ege Universitesi Kimya Boliimii
Organik Kimya laboratuvarinda evaporatér (Heidolph Laborota 4001 Rotary
Evaporator System) ile uzaklastirilmistir. Kaplama maddesi olarak maltodextrin
(Alfosol Maltodextrin, Fransa) kullanilmistir. Mikroenkapsiilasyon igin

toplamda 300 mL besleme karisim1 hazirlanmistir.

3.5.2 Piiskiirtmeli kurutma islemi

Besleme karisiminin kurutma islemi, Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii,
TUBITAK MAM Yasam Bilimleri BY Gida Inovasyon Teknolojileri (TUGIP)
laboratuvarinda, laboratuvar olgekli Mini Spray Dryer B-290 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Piliskiirtmeli kurutucunun calisma kosullari; hava giris
sicakligr 150°C, hava cikis sicakligl 12745 °C, besleme pompasi kapasitesi %10

ve calisma siiresi 3 saat.

3.6 Mikroenkapsiile edilmis Toz Ornegin Karakterizasyonu

3.6.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Toz mikrokapsiillerin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri,
Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari Uygulama ve
Arastirma Merkezi (MATAL) Gériintiileme ve I¢ Yapr Analiz Laboratuvarinda,
Thermo Scientific Apreo S elektron mikroskobu kullanilarak elde edilmistir.
Cihazin donanimi ve 6zellikleri: dedektorler; ETD (SE), T1 (In-Column BSE)-
T2 (In-Column SE), geri ¢agrilabilen BSE, EBIC, STEM, LVD, EDS, numune

odast i¢ capt; 340 mm, vakum; yiliksek vakum — diisiik vakum, elektron
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tabancasi; Schottky FEG tabancasi olarak belirtilmistir. Numuneler altin
paladyum ile kaplanmis ve 7,5 kV hizlandirici voltajda calistirilmistir.
Goriinttiler 200 ila 2500 kat biiyiitmede gézlenmistir.

3.6.2 Partikiil boyutu dagilimi (Zetasizer)

Partikiil boyutu dagilimi analizi i¢in, mikroenkapsiile edilmis 0.5 g toz
ornek, 100 mL damitilmig su (filtre edilmis) i¢cinde ¢oziildii ve 30 dakika
boyunca manyetik karistirict  kullanilarak oda sicakliginda karistirildi.
Mikrokapsiillerin ortalama pargacik biiyiikliigi, ZsXplorer yazilimi ile
donatilmis parcacik boyutu analiz cihaz1 ZetasizerUltra (Malvern Panalytical
Ltd.) kullamlarak Ege Universitesi Ila¢ Gelistirme ve Farmakokinetik
Arastirma-Uygulama Merkezinde (ARGEFAR) 6l¢tlilmiistiir.

3.7 Mikroenkapsiile Edilmis Toz Ornegin Kararhhg

3.7.1 Mikroenkapsiilasyon verimi

Mikroenkapsiilasyon sonrasi toz 6rnek agirliginin, besleme karisiminin
kuru madde miktarina orant mikroenkapsiilasyon verimi olarak belirtilir (Fazaeli
et al, 2012). Mikroenkapsiilasyon verimi, asagida verilen esitlik ile

bulunmustur.

Mikroenkapstlasyon Verimi (%)

Mikroenkapsiile Toz Ornek Agirhigi
_ pstile Toz grhg ®) s 0o

Baslangi¢c Toplam Kuru Madde (g)

3.7.2 Depo kararhhgi

Piiskiirtmeli kurutma sonrasi elde edilen toz 6rnegin, depolama siiresinin
antosiyanin igerigi iizerine etkisini belirlemek amaciyla oda sicakliginda
saklanan toz 6rnekte 0.giin, 7.giin, 15.giin, 30.gilin ve 60.giin olmak tizere belirli
araliklarla toplam monomerik antosiyanin miktar1 tayin edilmistir. 1.dereceden

reaksiyon hiz sabiti (k) ile antosiyaninlerin yarilanma 6mrii (t12) belirlenmistir.
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3.7.3 Is1 kararhhig:

Piiskiirtmeli kurutma sonrasi elde edilen toz Ornegin zaman bagl 1s1
kararliliginini belirlemek amaciyla 30, 60, 90 ve 180 dk boyunca 40, 60, 70 ve
80°C sicakliga maruz birakilmig ve ardindan geri kalan toplam monomerik

antosiyanin miktari tayin edilmistir.

3.7.4 pH kararhhg

Piiskiirtmeli kurutma sonrasi elde edilen toz antosiyanine ortam pH’sinin
etkisinin belirlenmesi i¢in, 6rnegin pH’s1 100 mM sitrat-fosfat tamponu ile pH
(1, 2, 3, 4, 5, 6) olacak sekilde ayarlanmistir. Ornekler oda sicakliginda ve
karanlik ortamda 1, 2, 4 ve 6 saat bekletilmistir. Bekleme siiresinin sonunda

standart kosullarda toplam monomerik antosiyanin miktarlar1 tayin edilmistir.

3.8 Dondurmanin Renklendirilmesinde Antosiyanin Kullanimi

Piiskiirtmeli kurutma sonrasi elde edilen toz ornegin, dondurmayi
renklendirmesi amaciyla yerel bir pastaneden alinan dondurmanin 25 gramina
% 0,5°1, % 1’1 ve % 2’sine karsilik gelecek sekilde sirasiyla mikroenkapsiile
edilmis toz Ornek tartilarak eklenmistir. Toz Ornek homojen olarak

¢oziindiiriildiikten sonra renk analizleri yapilmis ve drnekler fotograflanmaistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Siyah Havu¢ Homojenatindan Antosiyaninlerin Ekstraksiyonu

Siyah havug¢ antosiyaninlerinin saflastirilmasi i¢in ilk basamakta siyah
havugtan bir 6n ekstrakt hazirlandi. Bu amagla, enzimatik kararmaya neden olan
polifenol oksidazlarin ve diger endojen enzimlerin varlig1 da diisiiniilerek ii¢
farkli yontem kullanildi. Direkt Ekstraksiyon (1), Direkt Ekstraksiyon Sonrasi
Isil islem (2) ve Direkt Ekstraksiyon Sonrasi Askorbik Asitle Muamele (3). Bu
yontemler ile hazirlanan ekstraktlarda, toplam monomerik antosiyanin miktarlar
belirlendi. Her ii¢ ekstraktin toplam monomerik antosiyanin miktarlar1 asagida

Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Ekstraktlardaki toplam monomerik antosiyanin miktarlari

Ekstraksiyon Yontemi 1* 2% 3*

Toplam  Monomerik

Antosiyanin  Miktar1 0,28 535 4,32
(mg/mL)

Toplam  Monomerik

Antosiyanin  Miktar1 72 102,94 38,40
(mg/L)

1. Direkt Ekstraksiyon
. Direkt Ekstraksiyon Sonrast Isil Islem
3. Direkt Ekstraksiyon Sonrasi Askorbik Asit ile Muamele

1., 2., ve 3. yontemle siyah havugtan hazirlanarak elde edilen ekstraktlarda
antosiyanin igerikleri sirasiyla 0,28 mg/ mL, 5,35 mg/ mL ve 4,32 mg/ mL olarak
belirlenmistir. Her ekstraksiyon yontemi i¢in baslangicta 100 g siyah havugtan
yola c¢ikilarak ekstraksiyonlar gergeklestirilmistir. 2. yontem (Direkt
Ekstraksiyon Sonrasi Isil Islem) ile hazirlanan siyah havug¢ ekstraktinin en
ylksek antosiyanin miktarina sahip oldugu belirlenmis ve bundan sonraki

calismalarda bu ekstrakt ile devam edilmesine karar verilmistir.

Siyah havug¢ antosiyaninlerinin 6n ekstraksiyonunda, ‘’Direkt Ekstraksiyon
Sonrasi Isil Islem “’uygulanmasina karar verilmistir. Ancak enzimatik kararmaya

neden olan enzimlerin denaturasyonu i¢in islem esnasinda belli bir sicaklikta
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calisilmasi gerektiginden, denatiirasyon calisma sicakliginin belirlenmesi i¢in
optimizasyon yapilmistir. Bunun icin 70°C, 80°C ve 90°C sicaklik degerleri
secilmig, bu sicakliklarda ekstraksiyon yapilmis ve sonrasinda toplam
monomerik antosiyanin miktar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.2°de
verilmigtir. Tablodan goriildiigli lizere 80°C’de gergeklestirilen ekstraksiyon
sonrasi elde edilen toplam monomerik antosiyanin icerigi 6.94 mg/mL olarak

belirlenmistir.

Tablo 4.2 Farkli ekstraksiyon sicakliginda hazirlanan ekstraktin toplam monomerik antosiyanin

miktarlar

Caligma Sicaklig1 70°C 80°C 90°C
Toplam  Monomerik

Antosiyanin  Miktari 5,049 6,94 7,35
(mg/mL)

Ekstraksiyon sicakligi kadar diger bir énemli parametre ekstraksiyon
stiresidir. Bu nedenle, 70°C, 80°C ve 90°C’ler de 5,10,15 ve 20 dk siireyle
ekstraksiyon yapilarak ekstrakt hazirlanmis ve ekstraktlarda toplam monomerik

antosiyanin miktar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3 Farkli sicaklik siirelerinde hazirlanan ekstraktlarin toplam monomerik antosiyanin

miktarlari
Siire/ Sicakhk— 70°C 80°C 90°C
5dk 1,109 1,283 2,170
10 dk 1,750 1,806 1,745
15 dk 1,870 1,740 1,197
20 dk 1.840 1,800 1,307

Tablo 4.3’te verilen sonuglar degerlendirildiginde, ekstraksiyon sicakligi
80°C ve ekstraksiyon siiresi 10 dk olarak belirlenmis ve bundan sonraki

asamalarda bu kosullar kullanilarak ekstrakt hazirlanmistir.

Siyah havug kok sebze grubuna aittir ve ¢ok su igermez. Siyah havugtan
antosiyaninlerin maksimum verimle ekstraksiyonu ig¢in ekstraksiyon
basamaginda ortama su ilave edilmesinin etkisi arastirilmistir. Bu nedenle iki

farkli kosulda ekstraksiyon yapilmistir.
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1) 20 g siyah havug + 20 mL distile su (1:1)
2) 20 g siyah havug¢ +10 mL distile su (1:0.5)

Her iki ekstraktda toplam monomerik antosiyanin miktar1 belirlenmistir (Tablo

4.4).

Tablo 4.4 Antosiyanin ekstraksiyonuna su etkisi

Tlave edilen distile su miktar1 1:1 1:0,5
(v/v)

5,1 4,09
Toplam Monomerik
Antosiyanin Miktar1 (mg/mL)

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, ekstraksiyon esnasinda ortama

ilave edilecek distile su miktarinin 1:1 (v/v) oraninda olmasina karar verilmistir.

Ham ekstraktin hazirlanmasina yonelik yapilan optimizasyon sonrasi
elde edilen ekstraktta, toplam karbohidrat, flavonoid, antosiyanin ve fenolik
bilesik miktarlart belirlenmistir. Toplam karbohidrat miktari, Fenol-stilfirik asit
(Dubois) yontemi ile tayin edilmis ve sonuglar glukoz esdegeri olarak
verilmigtir. Standart glukoz stok ¢dzeltisinin konsantrasyonu 1 mg/mL olacak
sekilde glukoz ve distile su ile hazirlanmistir. Bu stok glukoz ¢6zeltisinden, 0,01-
0,1 mg/mL’ lik standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve glukoz standart grafigi

olusturulmustur. Glukoz standart grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 Glukoz standart grafigi (mg/mL)
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Toplam flavonoid miktari, aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile
belirlenmis ve sonuglar katesin esdegeri olarak verilmistir. Standart grafiginin
hazirlanmasi igin, cesitli konsantrasyonlarda katesin (100, 80, 60, 40 ve 20
pug/mL) ¢ozeltisi kullanilmistir. Katesin standart grafigi Sekil 4.2°de verilmistir.
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Katesin miktar: (mg/mL)

Sekil 4.2 Katesin standart grafigi (mg/mL)

Toplam fenolik bilesik miktari, Folin Ciocalteu yontemi ile belirlenmis
ve sonuglar gallik asit esdegeri olarak verilmistir. Standart grafigi i¢in 10- 500
mg/L araliginda konsantrasyonlar1 bilinen gallik asit ¢ozeltileri kullanilmstir.

Gallik asit standart grafigi Sekil 4.3 te verilmistir.
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Optimizasyon sonras1 hazirlanan ham ekstraktin toplam antosiyanin, flavonid,

karbohidrat ve fenolik madde igerikleri Tablo 4.5°te verilmistir.

Tablo 4.5 Ham eckstraktin toplam karbohidrat, fenolik bilesik, flavanoid ve monomerik

antosiyanin miktarlar1

Toplam Monomerik Antosiyanin (mg/L) 102,94
Toplam Karbohidrat (g/100 g) 2,81
Flavanoid (g/100 g) 2.51
Toplam Fenolik Bilesik (mg/100 g) 160,8

Ispanya'nin Cuevas Bajas bolgesi siyah havuglarinin (Daucus carota L.
ssp. sativus var. atrorubens Alef.) antosiyanin profili ve antioksidan kapasitesinin
incelendigi calismada, antosiyanin igerikleri 93,84+3,0 mg ve 126,4+6,0 mg
olarak bulunmustur (Algarra et al., 2014). Siyah havu¢ antosiyaninlerinin
piskiirtmeli kurutucu ile mikroenkapsiilasyonunun gerceklestirildigi bir baska
calismada, siyah havuglarin antosiyanin igerigi 125,17+17,22 mg olarak
bulunmustur (Uyan, 2004). Mor havugtan karotenlerini ayirdiktan sonra
antosiyaninlerinin ol¢iildiigli bir ¢alismada, antosiyanin icerigi 98,4+19,9 mg
olarak bulunmustur (Lazcano et al., 2001). Siyah havugtaki antosiyaninlerin
ekstraksiyonunun yapildig1r ve 6zelliklerinin incelendigi bir diger ¢alismada
antosiyanin icerigi 93,3+0,70 mg olarak bulunmustur (Uysal, 2000). Literatiirde

yer alan bu ¢alismalar ile benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir.

4.2 Siyah Havu¢ Antosiyaninlerinin ATPE ile Saflastirilmasi

Siyah havug ekstraktindan antosiyaninlerin saflagtirilmasinda sulu ikili-
faz ekstraksiyon (ATPE) sistemlerinden tuz/alkol sistemi kullanilmistir. Tuz
olarak amonyum siilfat ve alkol olarak etanol kullanilmasina karar verilerek,
literatiirden elde edilen amonyum siilfat/etanol binoidal egrilerinden
yararlanilarak; % 22 (w/v) amonyum siilfat, % 26 etanol (v/v), % 10 ham
ekstrakt (v/v) ve % 42 (v/v) su kullanilarak model bir ayirma sistemi
kurulmugtur. Hazirlanan sistemde alt ve iist fazin net bir sekilde olustugu

gozlemlenmis, alt ve iist fazda toplam monomerik antosiyanin miktarlar
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Olciilmiistiir. ATPE sistemleri ¢ift tekrarli calisilmistir. Alt ve iist fazin net bir
sekilde ayrildig1 Sekil 4.4’te goriilmektedir.

Sekil 4.4 ATPE ile antosiyaninlerin ayrilmasinda alt ve iist fazlar

Model ayirma sisteminde ATPE’yi olusturan bilesenler ve
konsantrasyonlari literatiir bilgisine dayanarak segilmistir. Elde edilen toplam
monomerik antosiyanin miktarlari baslangig i¢in se¢ilen modelin % 49,1 verimle
antosiyaninleri iist fazda topladigin1 gostermektedir (Sekil 4.5). Etkin ve en
ylksek verimde ayrimin saglanabilmesi i¢cin ATPE sisteminin optimizasyonuna

gecilmigtir.

50 1

Alt faz Ust faz

35

Sekil 4.5 ATPE ile antosiyaninlerin ayrilmasinda alt faz ve {ist faz verimleri

Maviyemis (Vaccinium uliginosum Linn) atiklarinin kullanildigi ve sulu
ikili-faz sistemi (amonyum siilfat-etil alkol) ile antosiyaninlerin ekstrakte

edildigi bir ¢alismada, asitlendirilmis etil ekstraksiyonu ve konvansiyonel
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¢oziicli ekstraksiyon gibi yontemlere gore, sulu ikili faz sistemi ile yiiksek
verimlerde ve yiiksek saflik derecelerinde antosiyanin ekstrakte edildigi, ATPE
ile gergeklestirilen ekstraksiyonun etil alkol tiiketimi, siire ve enerji bakimindan
daha iistiin oldugu ve ayrica ekstraktta safsizlik unsuru olarak bulunan proteinler
ve sekerlerin sirastyla % 58 ve % 66 oraninda uzaklastirildigi bildirilmistir (Hua

et al, 2013).

4.3 Sulu iki Fazh Ekstraksiyon Sisteminin Optimizasyonu

4.3.1 Amonyum siilfat (NH4)2SO4) konsantrasyonunun antosiyanin

verimine etkisi

Tuz olarak kullanilan amonyum stilfat [(NH4).SO4] miktarinin,
antosiyaninlerin ayrimina etkisini belirleyebilmek i¢cin ham ekstrakt miktart (%
10, w/v) ve etanol miktari (% 26, v/v) olarak sabit tutulmustur. Faz diyagramlari
kullanilarak amonyum siilfat miktar1 %14 ile %24 (w/w) arasinda
farklandirilarak ATPE sistemleri hazirlanmistir. Alt faz ve tist fazda toplam
monomerik antosiyanin ve toplam seker miktarlar1 6l¢tilmiistiir. Her bir sistemin
antosiyanin verimi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar sirasiyla Sekil 4.6, 4.7 ve

4.8’de verilmistir.
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g 0,03
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) 0 - nil il niln = =

g 14 16 18 20 22 24
m UST FAZ 0,126 0,145 0,139 0,137 0,148 0,134
W ALT FAZ 0,002 0,006 0,007 0,007 0,009 0,005

Amonyum siilfat konsantrasyonu (%, w/w)

Sekil 4.6 Amonyum siilfat konsantrasyonunun antosiyanin miktarina etkisi
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Sekil 4.7 Amonyum siilfat konsantrasyonunun seker miktarina etkisi
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Sekil 4.8 Amonyum siilfat konsantrasyonunun antosiyanin miktarina ve ekstraksiyon verimine

Deneysel sonuglardan elde edilen verilere gore

etkisi

siyah havug

antosiyaninlerinin etkin bir sekilde {ist fazda (etanol fazi) toplandigi

goriilmiistiir. Her iki fazda toplam monomerik antosiyanin miktarlar1 6l¢iilmiis

ve % verim hesab1 yapilmistir. Tuz konsantrasyonu % 14 (w/v)’ten % 22

(w/v)’ye dogru artarken buna paralel olarak verim artmis olsa da tuz




93

konsantrasyonu % 22 (w/v)’nin lizerine ¢ikildiginda verimde azalma
goriilmiistiir. Ayrimda en etkili tuz miktar1, % 22 (w/v) tuz konsantrasyonu ile
ist fazda 0,148 mg/mL antosiyanin miktar1 elde edilirken verim % 79,24 olarak

belirlenmistir.

Mor tath patateslerden sulu ikili-faz (etil alkol-amonyum  siilfat)
ekstraksiyonu ile antosiyaninlerin ekstraksiyonu i¢in optimizasyon yapilan bir
calismada, % 25 (w/w) etil alkol, % 22 (w/w) amonyum siilfat ve pH 3.3
degerleri optimum degerler seklinde belirlenmistir (Liu et al, 2013). Litospermik
asidin ATPE sistemi ile ekstraksiyonunda, % 97,28 verimin saglandig1 optimum
sistemin tuz konsantrasyonunun % 22 (w/w) oldugu bildirilmistir (Guo et al.,
2012). Flavonoidlerin  Artemisia  argyi yapraklarindan ATPE ile
saflagtirilmasinin  saglandigi diger bir c¢alismada optimum sistemin tuz
konsantrasyonunun % 18,87 (w/w) oldugu bildirilmistir (Xie et al, 2012).
Taraxacum mongolicum'dan flavonoidlerin mikrodalga destekli sulu ikili-faz
ekstraksiyonu ile saflastirilmasinin yapildigi diger bir ¢calismada amonyum siilfat
konsantrasyonunun optimum degeri % 20 (w/w) olarak bulunmustur (Yang and
Lii, 2016). ATPE ile saflastirilmasi istenen biyomolekiiliin ¢6ziiniirliigii iizerine
tuz miktarinin etkisi 6nemli olmakla birlikte tuzun yiiksek konsantrasyonunun
neden oldugu hacim dislama etkisinden dolay1 (salting-out etkisi) daha fazla
biyomolekiil iist faza (alkol agisindan zengin faz) dogru daha kolay bir sekilde
ayrili. Bu nedenle, amonyum siilfat (NH4)2SO4 miktarinin artmasiyla
antosiyanin verimi once artar ancak sonrasinda azalmaktadir (Wang et al., 2009).
Bu durumun sebebi, amonyum siilfat miktar1 belli bir degerin lizerine ¢iktiginda,
alt faz tutmasi gerekenden ¢ok daha fazla su tutarak iist fazin polarligini
artirirken hacminin de azalmasina neden olur. Antosiyaninleri iist fazda tutan
¢Oziicii karakteri degisirken ayni zamanda {ist fazin kat1 maddelerle etkilesimi
azalir. Siyah kusburnu (Rosa pimpinellifolia [.) meyvesinden sulu ikili-faz
sistemiyle antosiyaninlerin ekstrakte edildigi ve sonrasinda
mikroenkapsiilasyonunun  yapildigit  bir ¢aligmada amonyum siilfat

konsantrasyonunun % 19 (w/w) oldugu bildirilmistir (Odabas, 2019).
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4.3.2 Etanol konsantrasyonunun antosiyanin verimine etkisi

Alkol olarak kullanilan etanol miktarmin, antosiyaninlerin ayrimina
etkisini belirleyebilmek i¢in optimize edilerek bulunan tuz miktar1 % 22 (w/w)
ve ham ekstrakt miktar1 % 10 (w/v) olarak sabit tutulmustur. Faz
diyagramlarindan yararlanilarak etanol miktar1 % 24 ile % 32 (v/v) arasinda
farklandirilarak ATPE sistemleri hazirlanmistir. Alt faz ve st fazda toplam
monomerik antosiyanin ve toplam seker miktarlar1 6l¢tilmiistiir. Her bir sistemin
antosiyanin verimi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar sirasiyla Sekil 4.9, 4.10
ve 4.11°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, siyah havug antosiyaninleri %
26 (v/v) etanol konsantrasyonunda % 75,75 verim ile elde edilmistir ve optimum
etanol konsantrasyonu degeri % 26 (v/v) olarak bulunmustur. Etanol
konsantrasyonunun % 24 (v/v)’ten % 32 (v/v)’ye arttirilmasiyla antosiyaninlerin
miktar1 ve verimi genellikle artmistir. Sisteme etanoliin ilave edilmesi {ist faz
hacmini arttirir. Siyah havug antosiyaninlerinin etanolde ¢dziinliyor olmasi ve
dolayisiyla iist fazda toplanmasi, iist faz hacminin artmasiyla faz ayrimini
hizlandirmig ve siyah havu¢ antosiyaninlerinin iist faza dogru gecisini

saglamigtir.

Siyah dut antosiyaninlerinin sulu ikili-faz ile ekstraksiyonunun yapildig:
diger bir calismada, etil alkol miktarinin % 20 (v/v)’den % 30 (v/v)’a kadar
artmastyla antosiyaninlerin geri kazaniminin ve dagilim katsayisinin arttigi
bulunmustur (Wu et al, 2011). Zanthoxylum Bungeanum Maxim yapraklarindan
quercitrin, hyperoside, rutin ve afzelin'in sulu ikili-faz ekstraksiyon sistemi
kullanilarak saflastirildiklart bir ¢alismada etanol konsantrasyonunun optimum
degeri % 25 (v/v) olarak bulunmustur (He et al., 2016). Taraxacum
mongolicum'dan flavonoidlerin mikrodalga destekli sulu ikili-faz ekstraksiyonu
ile saflastirilmasinin yapildigir diger bir ¢alismada etanol konsantrasyonunun
optimum degeri ise % 26 (v/v) olarak bulunmustur (Yang and Lii, 2016). Uziim
suyundan antosiyaninlerin ATPE sistemi ile ekstraksiyonu ve kismi
saflagtirllmasinin  yapildigi ¢aligmada etanol konsantrasyonunun optimum

degeri % 25 (v/v) olarak bulunmustur (Wu et al., 2014).



Antosiyanin miktar1 (mg/mL)
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Sekil 4.9 Etanol konsantrasyonunun antosiyanin miktarina etkisi
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Sekil 4.10 Etanol konsantrasyonunun seker miktarina etkisi
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Sekil 4.11 Etanol konsantrasyonunun antosiyanin miktart ile ekstraksiyon verimine etkisi

4.3.3 pH’1n antosiyanin verimine etkisi

Sulu ikili-faz ekstraksiyon sisteminin pH degeri, biyomolekiillerin
dagilimin1 6nemli oranda etkilemektedir. Siyah havug¢ antosiyaninlerinin
saflastirilmasinda, ATPE sistemine pH’in etkisi arastirilmistir. Ham ekstrakt
miktar1 (% 10, v/v) ve amonyum siilfat konsantrasyonu (% 22, w/v) ve etanol
konsantrasyonu (% 26, v/v) sabit tutulmus ve kurulan sistemlerin pH’s1 2-10
araliginda ayarlanip antosiyaninlerin ayrimi gergeklestirilmistir. Ayirim
sonrasinda alt ve {ist fazlarda toplam monomerik antosiyanin miktarlari
Olciilmiistiir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te verilmistir. Siyah
havu¢ antosiyaninlerinin pH 1 ila pH 9.0 arasindaki renk degisimleri Sekil

4.14’te verilmistir.
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Sekil 4.12 pH’mn antosiyanin miktarina etkisi
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Sekil 4.13 pH’1n antosiyanin miktar1 ve verime etkisi




Sekil 4.14 Siyah havug antosiyaninlerinin pH degerine bagl renk degisimi

Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde ve Sekil 4.14’te gorildigi gibi
siyah havug antosiyaninlerinin rengi pH’in degismesi ile degismektedir. pH 3’e
kadar parlak kirmizi, pH 4-5 ve 6’da kirmizi -mor ve pH 7’den sonra mavi-yesil
renk aldig1 goriilmektedir. Diger taraftan pH 1’den pH 6’ya kadar pH degeri
arttikga antosiyaninlerin miktar1 ve verimi artmis, pH 6’nin iizerinde ise
azalmistir. pH 5’de ve pH 6’da dlgililen antosiyanin miktarlar1 yaklasik ayni
olmakla birlikte sirasiyla % 77,3 ve % 79,9 verim elde edilmistir. pH 6 ayni
zamanda siyah havug¢ antosiyanin ekstraktinin kendi pH’1 oldugundan bundan
sonraki ATPE ¢alismalar1 i¢cin pH 6 degeri optimum deger olarak bulunmustur

(Sekil 4.13).

Sulu c¢ozeltilerde, antosiyaninlerin ¢esitli pH degerlerinde renk
kararliliginin arastirildig: bir ¢alismada, siyanidinin agillenmis tiirevleri, pH’1n
1’den 10’a kadar degistirildigi farkli pH degerindeki ¢ozeltilerde farkli stirelerde
inkiibasyonlar1 saglanmis ve renk degisiklikleri incelenmistir. pH 1-4 araliginda
tiim pigmentler inkiibasyon siiresi boyunca renklerini korumus ancak ortamin
alkali oldugu cozeltilerde ise tiim pigmentler dramatik renk degisimleri
yasamistir (Torskangerpoll and Andersen, 2005). Siyah dut tiiriinden (Morus
atropurpurea), sulu ikili-faz (etil alkol-amonyum siilfat) ekstraksiyon ile
antosiyaninlerin elde edilmesinin yapildig: bir ¢alismada, optimum ekstraksiyon
kosullar1 belirlenirken, pH igin yapilan ¢aligmalarda pH 4,5 ( ATPE sisteminin
dogal pH’si) degeri optimum deger olarak bulunmustur (Wu et al., 2011). Sulu



99

ikili-faz sisteminde {iziim suyundan antosiyaninlerin ekstraksiyonu ve on
saflagtirilmasinin  yapildigi bir g¢alismada, sistemin pH’inda herhangi bir
degisiklik yapilmadan kendi pH’inda yapilan ayrimin veriminin en yiiksek
oldugu bildirilmistir (Wu et al., 2014). Literatiirde yer alan bu calismalar ile

benzer sonuglarin alindig1 gortilmiistiir.

4.3.4 Ham ekstrakt miktarimin antosiyanin verimine etkisi

Siyah havu¢ ham ekstrakt miktarinin, sulu ikili-faz ekstraksiyon
sistemine etkisi incelenirken, etanol miktar1 (% 26, v/v), amonyum stilfat miktar1
(% 22, w/v) ve sistemin pH’1 6’da (kendi pH’1n da) sabit tutularak ham ekstrakt
miktar1 % 1 ile % 20 oraninda olacak sekilde farkli ATPE sistemleri kurulmus,
ayirim sonrasi alt ve iist fazda toplam monomerik antosiyanin miktari

Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar asagida Sekil 4.15 ve Sekil 4.16 da verilmistir.
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W ALT FAZ 0,002 0,009 0,017 0,038 0,076 0,097

Ekstrakt miktar1 (%, v/v)

Sekil 4.15 Ekstrakt miktarmin antosiyanin miktaria etkisi
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Sekil 4.16 Ekstrakt miktarmin antosiyanin miktar1 ve ekstraksiyon verimine etkisi

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, ham ekstrakt miktari
artirnldiginda buna bagl olarak antosiyanin miktar1 artmistir. Ancak ATPE
sistemi, antosiyaninlerin ayrimini ham ekstrakt miktar1 % 5 iken % 85,7 verimle
etkili bir sekilde gergeklestirmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda ham ekstrakt

miktar1 % 5 (v/v) olarak kullanilmistir.

Gardenya meyvesinden geniposid izolasyonu icin sulu ikili-faz
ekstraksiyonun kullanildig1 bir calismada, sisteme yiiklenen ham ekstrat
miktarmin etkisini incelemek i¢in gardenyadan elde edilen ve 0.048 g - 0.12 g
geniposid iceren farkli konsantrasyonlardaki ve farkli hacimlerdeki ekstraktlar
ile hazirlanmis sistemlerde, artan numune yiiklemesiyle hacim oraninin (V)
hafifce arttig1r ancak bélme katsayisi ve dagilim oraninin azaldigi bildirilmistir
(Pan et al., 2002).

4.4 Optimize Edilmis Sulu ikili-Faz Ekstraksiyon Sisteminin
Tekrarlanabilirligi

Yapilan optimizasyon caligmalarinda siyah havug¢ antosiyaninlerinin
maksimum verimle elde edildigi optimum kosullar; % 22 (w/v) amonyum siilfat
konsantrasyonu, % 26 (v/v) etanol konsantrasyonu, % 5 (v/v) ham ekstrakt
miktar1 ve pH 6 (kendi pH’s1) olarak belirlenmistir. ATPE sisteminin optimize
edilen kosullarda tekrarlanabilirligi calisilmis ve sistem dort kez tekrarlanmaistir.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17 Antosiyaninlerin ATPE sistemi ile ayiriminin tekrarlanabilirligi

Optimize edilmis kosullar ile hazirlan dort farkli ATPE sisteminin toplam
monomerik antosiyanin degerlerine ve buna bagli olarak bulunan % verim
degerlerine bakildiginda dort sisteminde yaklasik benzer sonuglarla ayirim
sagladig1 goriilmektedir. Bu durum, optimum kosullarda ATPE sisteminin tekrar

edilebilirliginin oldukea 1yi oldugunu gostermektedir.

4.5 Sulu ikili-Faz Ekstraksiyon Sisteminde Olcek Biiyiitme

Cogunlukla kimya endiistrisinde kullanilan organik temelli ekstraksiyon
yontemlerinin 6lgek biliyiitmeye uygun ve siirekli islemlere uygulanabilir olmasi
bu sistemleri biiyiik 6lcek gerektiren endiistriyel alanlar i¢in cazip kilmaktadir
(Marcos et al., 1999). Sulu ikili-faz sistemlerinin saflastirma adimlarini tek bir
asamada birlestirmesi ve faz ortaminin toksik olmamasi gibi 6zelliklere sahip
olmasi1 son yillarda biiyiik 6lgekli biyomolekiillerin saflagtirilmasinda tercih
edilmelerini saglamistir. Buradan yola ¢ikilarak siyah havug antosiyaninlerinin
saflastirilmasinda sulu ikili-faz ekstraksiyon sisteminde oOl¢ek biiylitme
caligmas1 yapilmistir. Bu amagla, 15 mL, 30 mL ve 45 mL’lik sistemler kurulmus
ve siyah havug antosiyaninlerinin ayrmmi gergeklestirilmistir. Ust fazda toplam
monomerik antosiyanin miktar1 dl¢iilmiistiir. Olgek biiyiitme ¢alismalari igin
hazirlanan ATPE sistemlerinin icerigi Tablo 4.6’da ve ayirim sonrasi elde edilen

sonuclar Sekil 4.18’de verilmistir.
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Tablo 4.6 ATPE sistemlerinin igerigi

15 (mL) 30 (mL) 45 (mL)
Amonyum siilfat 3,30 6,6 9,90
(% 22, w/v)
Etanol (% 26, v/v) 3,90 7,8 11,70
Antosiyanin miktart 0,75 1,5 2,25
(% 5, viv)
Distile su (v/v) 7,05 14,1 21,25
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B Antosiyanin miktari 0,14 0,264 0,343
(mg/mL)
e \/erim (%) 88,6 83,8 76,51

Sekil 4.18 Antosiyanin ayrimi i¢in optimize edilmis ATPE sisteminde 6lgek biiyiitme

Olgek bliylitme calismalarindan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, siyah havug¢ antosiyaninleri farkli 6lgeklerde yakin verim
degerleri ile elde edilebilmistir. Olgek biiyiitme ¢alismas1 ayn1 zamanda ilerleyen
boélimde sunulacak olan piiskiirtmeli kurutma isleminde besleme karigiminin

hazirlanmasi i¢in ayrica oncii bir ¢alisma olmustur.

Literatiirde ilk olarak dl¢egi biiyiitiilerek hazirlan ATPE sistemi, piruvat
ve fenilpiruvatin indirgenmesi i¢in D-Laktat dehidrojenaz enziminin geri
kazanildig1 calismada kullanilmistir (Hummel et al, 1983). PEG/tuz veya
PEG/dekstran sistemleri ile ¢ok asamali (4 ardisik sistem) ayirma prosediirii
kullanilarak format dehidrojenazin saflagtirilmasimin yapildig1 diger bir
calismada, ATPE sistemi 10 mL’ den baslangi¢c hacminin 20.000 ile 40.000 kat1
(200 ile 400 L) arasinda bir aralikta dl¢eklendirilmistir. Format dehidrojenaz
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enziminin {ist ve alt fazlar arasinda dagilimi sonucu yaklasik % 75'lik bir geri

kazanimla pratik olarak saf enzim ¢ozeltisi elde edilmistir (Kroner et al., 2007).

4.6 Siyah Havuc¢ Antosiyaninlerinin HPLC-MS ile

Tanimlanmasi ve Renk Ozellikleri

4.6.1 Siyah havuc antosiyaninlerinin HPLC-MS ile tanimlanmasi

Yapilan HPLC-MS c¢alismast ile siyah havucun antosiyanin
kompozisyonu tanimlanmis ve miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
Tablo 4.7°de ve Sekil 4.19°da verilmistir. Cya 3-xyl-sin gluc-gal, Cya 3-xyl-fer-
gluc-gal, Cya 3-xyl-p-coum-glc-gal ve Cya 3-xyl-galac+vinyl phen olmak iizere
4 farkli antosiyanin tanimlanmis ve miktarlar1 belirlenmistir. Antosiyanin
miktarlar1 kromotogramlarda yer alan piklerin alanindan yola ¢ikilarak
hesaplanmistir. Antosiyaninlerin miktar1 pik yliksekligi ve pik alani ile dogru
orantili olarak artmaktadir. Sirasiyla; Cya 3-xyl-sin gluc-gal 4,45 mg/mL, Cya
3-xyl-fer-gluc-gal 72,54 mg/mL, Cya 3-xyl-p-coum-glc-gal 2,69 mg/mL ve Cya
3-xyl-galactvinyl phen 1,90 mg/mL olarak hesaplanmistir. Agillenmis
antosiyaninler arasinda, Cya 3-xyl-fer-gluc-galaktozitin siyah havugta en bol

bulunan antosiyanin oldugu goriilmektedir.

)

Sekil 4.19 ATPE ile ayrilan iist fazdaki siyah havug antosiyaninlerinin HPLC kromatogramlari
(Kolon ters faz Cis, akis hiz1 0,6 mL/dak, sicaklik 25°C, eliisyon siiresi 40 dak, hareketli faz
¢oziicii A, su/formik asit (99:1; v/v) ve ¢dziicii B, asetonitril/¢coziicii A /formik asit (60:39:1;
v/Iv))
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Tablo 4.7 Siyah havug antosiyaninlerinin kompozisyonu ve miktarlar1

Antosiyaninler Alan Antosiyanin Ort. Std
miktar1 (mg/mL)

1 2 1 2
Cya 3-xyl-sin gluc- 331,71 330,36 4,47 4,42 4,45 0,03
gal
Cya 3-xyl-fer-gluc- 5418,11 5415,55 72,56 72,53 72,54 0,02
gal
Cya 3-xyl-p-coum- 200,38 201,87 2,68 2,70 2,69 0,01
glc-gal
Cya 3-xyl- 141,74 142,23 1,90 1,90 1,90 0,00
galac+vinyl phen
Toplam 81,61 81,56 81,59 0,04

*Caligmalar iki tekrarli yapilmistir.

Cya-3-xyl-singluc-gal: Ciyanidin-3-xylosyl-sinapoyl glucosyl-galactoside
Cya-3-xyl-fer-gluc-gal: Ciyanidin-3-xylosyl-feruloyl-glucosyl-galactoside
Cya-3-xyl-p-coum-glc-gal: Ciyanidin-3-xylosyl-para coumarolyl-glucosyl-galactoside

Cya-3-xyl-galac+vinyl phen: Ciyanidin-3-xylosyl-vinyl phenol galactoside

Siyah havug antosiyaninlerinin tespiti uygulanan tanimlama tekniklerine
ve kullanilan siyah havucun hammadde tiirtine bagh olarak ¢esitlilik gdsterse de
siyah havucta temelde siyanidin tiirevi antosiyaninlerin varligi pek c¢ok
calismada gOsterilmistir. Antosiyanidinler ve antosiyaninlerin, gida, ilag
bilesenleri olarak potansiyel saglik yararlarmin arastirildigi bir calismada,
tanimlanan siyah havug antosiyaninlerinin, cya-3-xylosyl-glucosyl-gal, cya-3-
xylosyl-gal, cya-3-xylosyl-glucosyl-gal-coumaric acid, cya-3-xylosyl-glucosyl-
gal-ferulic acid, cya-3-xylosyl-glucosyl-gal-sinapic acid oldugu bildirilmistir
(Khoo et al., 2017). Siyah havugtan ekstrakte edilen pigment profilinin
tanimlandigi, antioksidan Ozelliginin ve dogal gida boyast olarak
kullanilmasmin arastirildigi bir diger calismada, ekstrakte edilen baslica
antosiyanin tiirevinin, ferulik asitle acillenmis cyanidin-3-xylosyl-glucosyl-
galactoside oldugu bulunmustur (Assous et al., 2014). Siyah havug posasi ile
cesitli kurutma yontemlerinin kullanilarak siyah havug¢ tozunun {iretildigi bir
caligmada, etkin antosiyanin tiirlerinin Cyanidin-3-xylosyl-feruloyl-glucosyl-
galactoside, Cyanidin-3- xylosy-galactoside ve Cyanidin-3- xylosyl-coumaroyl-

glucosyl-galactoside oldugu belirlenmistir (Akdogan, 2019). Siyah havug
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antosiyanin ekstraktinin puskiirtmeli kurutucu kullanarak
mikroenkapsiilasyonunun gerceklestirildigi bir calismada ise cyanidin-3-
xylosyl-6-glucosyl-galactoside, cyanidin-3-xylosyl-galactoside, cyanidin-3-
xylosyl-6-sinapoyl-glucosyl-galactoside, cyanidin-3-xylosyl-6-4-coumarolyl-
glucosyl-galactoside ~ve  cyanidin-3-xylosyl-6-4-hidroksibenzoyl-glucosyl-
galactoside basta olmak ilizere tiim antosiyaninlerin siyanidin tlirevi oldugu
bulunmustur (Uyan, 2004). Farkli siyah havug¢ tiirlerinin antosiyanin
kompozisyonunun ¢alisildigi  bir c¢alismada, baskin siyah havug
antosiyaninlerinin, cyanidin 3-xylosylgalactoside, cyanidin 3-
xylosyl(feruloylglucosyl)galactoside, cyanidin 3-
xylosyl(coumaroylglucosyl)galactoside ve sinapik asit, ferulik asit ve kumarik
asit ile a¢illenmis 3-xylosyl(glucosyl)galactoside oldugu bulunmustur (Montilla
et al., 2011). Siyah havu¢ antosiyaninlerini tanimlayan bir baska c¢alismada,
siyah  havucun baskin olarak bes siyanidin tlirevine (cyanidin 3-
xylosylglucosylgalactoside, cyanidin 3-xylosylgalactoside ve cyanidin 3-
xylosylglucosylgalactoside’in sinapik, ferulik ve kumarik asit tiirevleri) sahip
oldugu belirtilmistir. Siyah havucta bulunan antosiyaninler, (Purple Haze ve
Antonina ¢esitleri ic¢in) toplam fenolik igerigin % 25 ve % 50’sini

olusturmaktadir (Sadilova et al., 2006; Akal, 2019).
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4.6.2 Siyah havuc¢ antosiyaninlerinin renk ozellikleri

ATPE sonrasi siyah havug antosiyaninlerinin bulundugu {iist fazda renk
Olctiimil yapilmistir. L*, a*, b*, chroma (c) ve hue agis1 (h) renk tayin cihaziyla

Olcililmiis ve elde edilen degerler Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8 ATPE sonras1 siyah havug antosiyaninlerinin renk 6zellikleri

Renk Ozellikleri ~ Renk Degerleri

L* 19,49+0,2
a* 1,38+0,1
b* 0,79+0,1
C 1,59

h 29,8

4.7 Siyah Havu¢ Antosiyaninlerinin Mikroenkapsiilasyonu

4.7.1 Besleme karisimlarinin hazirlanmasi

Piiskiirtmeli kurutma 6ncesi hazirlanan 6rnegin alkol icerigi evoparator
yardimiyla ucurulmustur. Bu islem icin kullanilan diizenek Sekil 4.20°de
verilmistir. Evaporatoriin ¢alisma kosullart i¢in devir hiz1 90 rpm ve sicaklik
40°C olarak kullanilmistir. Alkoliin ugurulma isleminden sonra 6rnekte toplam
monomerik antosiyanin miktar1 dl¢iilmiistiir. Ol¢iim sonrasi elde edilen toplam
monomerik antosiyanin miktar1 55,041 mg/mL olarak bulunmustur. Evaporator
sonras1 elde edilen antosiyanin ekstraktinin refraktometrik kuru maddesi %6
(6°Brix) olacak sekilde manyetik karistiric1 kullanilarak 1 saat 200 rpm’de
kanistirllmistir (Nayak and Rastogi, 2010). Karisimda son konsantrasyonda suda

¢Oziiniir kuru madde igerigi % 20 olarak sabit tutulmustur.

Bogiirtlenden piiskiirtmeli  kurutma yontemi ile elde edilen toz
antosiyanin Orneginin fizikokimyasal 6zelliklerinin {izerine kurutma ydntemi

kosullarinin etkisinin incelendigi bir c¢aligmada, kurutmaya tabi tutulan
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bogiirtlen posasinin antosiyanin miktar1t 77.90 + 2,11 mg/100 g oldugu
belirtilmistir (Ferrari et al., 2012). Literatlirde yapilan bu ¢alisma ile benzer

sonuglarin alindig1 goriilmektedir.

Sekil 4.20 ATPE ile ayrilan iist faz antosiyaninlerinden etanoliin evaporator ile uzaklastiriimasi

4.7.2 Piiskiirtmeli kurutma

Piiskiirtmeli kurutma islemi i¢in ATPE sistemleri kurularak hazirlanan
orneklerin {ist fazlar1 toplanmis ve Kimya boliimiinde alkol igerigi evoporatdr ile
uzaklastirilmistir. Refrakrometrik olarak kuru maddesi % 20 olacak sekilde
kaplama maddesi (Maltodextrin) ile karistirilarak kurutmaya hazir hale
getirilmigtir. Kurutma iglemi, Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, TUBITAK
MAM Yasam Bilimleri BY Gida Inovasyon Teknolojileri (TUGIP)
Laboratuarinda Mini Spray Dryer B-290 ile yapilmistir. Piiskiirtmeli kurutma
isleminin ¢aligma kosullar1 Tablo 4.9°da ve Mini Spray Dryer B-290 ile yapilan
islemin sekli, Sekil 4.21°de verilmistir.

Tablo 4.9 Piiskiirtmeli kurutma isleminin ¢alisma kosullart

Hava Giris Sicaklig1 (C°) 150
Hava ¢ikis sicakligi (°C) 12745

Besleme Pompasi Kapasitesi (%) 10

Calisma Siiresi (saat) 3
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Sekil 4.21 Mini Spray Dryer B-290 ile yapilan piiskiirtmeli kurutma islemi

Yapilan kurutma islemi sonucunda elde edilen toz iiriinde toplam
monomerik antosiyanin miktari 6l¢lilmiis toplam monomerik antosiyanin igerigi
100 g kuru maddede, 150°C hava giris sicaklifinda kurutulan 6rnekte toplam

11,5 mg olarak bulunmustur.

Piiskiirtmeli kurutma esnasinda gida aromalarinin ve yaglarinin
kapstilleme verimliliginin incelendigi bir ¢alismada, maltodekstrinin etkili bir
kurutma maddesi oldugu ve mikroenkapsiile antosiyaninlerin korunmasina
yardimc1 oldugu ortaya konmus ayrica maltodekstrinin fiyatindan ve
bulunabilirliginden kaynaklanan ekonomik avantaja sahip oldugu bildirilmistir
(Jafari et al., 2008). Antosiyaninlerin nano/mikrokapsiillenmesi iizerine
sistematik bir inceleme ve metaanalizin yapildig1 bir ¢alismada, maltodekstrinin
tek basina veya diger biyopolimerlerle birlikte, 16 calismanin 11'inde (% 68,75)
duvar malzemesi olarak esasli bir sekilde kullanildig: belirtilmistir (Sharif et al.,
2020). Yaban mersininden (Vaccinium spp.) ekstrakte edilen antosiyanin
bilesiklerinin piiskiirtmeli kurutucu ile mikroenkapsiilasyonunun yapildig1 bir
caligmada, 140°C hava giris sicakliginda % 74,40 - % 85,22 verimle kurutmanin
gerceklestirildigi  bildirilmistir (Rigi da Rosa et al., 2018). Bdogiirtlen
antosiyaninlerinin piiskiirtmeli kurutucu ile kurutuldugu ve kopigmentasyonun
antosiyanin kararlilig1 lizerine etkisinin incelendigi diger bir calismada, hava

giris sicakligi 150°C olup kurutma isleminin %78-%84 verimle gerceklestigi
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bildirilmistir (Weber et al., 2017). Kirmiz1 lahana antosiyaninlerince zengin
ekstraktin dogal gida renklendiricisi iiretimi i¢in saflastirilip piskiirtmeli
kurutma ydntemi ile mikroenkapsiilasyonunun yapildig1 bir diger calismada,
evaporator sonrast Ornekte toplam monomerik antosiyanin miktarmin 100g
meyvede 50.76 + 1,13 mg oldugu bildirilmistir (Machado et al., 2022). Siyah
havug (Daucus carota L.) antosiyanin pigmentlerinin MDX 29, Glucodry 210 ve
SD 10 kaplama materyallerinin kullanildigi ve piiskiirtmeli kurutucu ile
mikroenkapsiilasyonunun yapildig1 bir ¢alismada, ¢calismanin kaplama materyali
MDX 29 ile yapilan kisminda hava girig sicakligi 160° C’de kurutulan 6rnekte
en yiiksek antosiyanin miktar1 elde edilmistir (Ersus and Yurdagel, 2007). Nar
suyundan piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz Ornekte, kurutma
kosullarinin ¢oziintirliik, yogunluk ve antosiyanin igerigine etkisinin incelendigi
bir ¢alismada, maltodextrin tlirlerine gore farklilagan antosiyanin miktarinin 5,9
mg/mL ile 8,01 mg/mL arasinda degistigi bildirilmistir (Jafari et al., 2017).

Literatiirde yer alan bu ¢alismalar ile benzer sonuglarin alindig1 goriilmiistiir.

4.8 Mikroenkapsiile Edilmis Toz Orneklerin Karakterize
Edilmesi

4.8.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu kullanilarak saglanan goriintiiler Sekil
4.22°de verilmistir. Elde edilen toz 6rnegin partikiil boyutlar1 1,5 um ile 24 pm
arasinda degisim gdstermistir. Duvar materyallerinin goriiniisii diizgiin bir yap1
gostermistir. Mikrokapstllerin islem sirasinda uygulanan vakuma genellikle
dayanikli oldugu goriilmiis ve lizerlerinde bulunan diizliik ve i¢biikey alanlar,
evaporasyon esnasinda suyun hizlica evaporasyonu sonucu olusmustur
(Rosenberg et al., 1985). Mikrokapsiillerin kararli ve kapsiillenen 6z maddenin
kontrollii bir sekilde saliverilmesi i¢in az gdzenekli olmalari istenen bir 6zelliktir

(Khazaei et al., 2014).

Agai (Euterpe oleracea Mart.) suyu antosiyaninlerinin farkli tagima
materyalleri kullanilarak piiskiirtmeli kurutucu ile mikroenkapsiile edildigi ve

toz mikrokapstillerin kararliliginin ve antioksidan aktivitesinin incelendigi bir
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calismada, mikrokapsiillerin yaklasik olarak 0,1 ila 41,0 um arasinda degisen
caplarla genis bir boyut yelpazesi sergiledigi bildirilmistir (Tonon et al., 2010).
Duvar materyallerinin ve depolama sicakliginin mikrokapsiillenmis yaban
mersini ekstraktinin antosiyanin kararlilifina etkisinin incelendigi calismada,
mikrokapsiillerin 11,80 pm 1ile 15,20 pm arasinda farklilhik gosterdigi
belirtilmistir (Rigi da Rosa et al., 2021). Farkli maltodekstrin tiirlerinin ve
kurutma yontemlerinin fiziko-kimyasal ve duyusal 6zellikler lizerine etkisinin
incelendigi bir caligmada, mikrokapsiil ortalama parcacik boyutu 1-15 pm

araliginda bildirilmistir (Che Man et al., 1999).

&, | 2/22/2023 HV spot | WD usecase mag O det mode  m— T
X" 1:59:20PM_7.50kV_ 9.0 10.4 mm Standard 10000 x ETD SE EGE-MATAL

spot WD usecase mag O det mode
kY 9.0 104mm Standard 10000x ETD SE

Sekil 4.22 Kurutulmus toz 6rnek mikrokapsiillerinin SEM goriintiileri

4.8.2 Partikiil boyutu dagilimi (Zetasizer)

Enkapsiilasyonu yapilan siyah havu¢ antosiyaninlerine ait toz Grnegin
parcacik boyutu dagilimi Sekil 4.23’te verilmistir. Parcaciklarin degisen caplarla
genis bir boyut arali1 sergiledigi ve her biri baskin bir boyutu temsil eden iki

farkli zirveye sahip iki modlu bir dagilim gosterdigi goriilmektedir. Bimodal
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dagilim, toz 6rnekler s6z konusu oldugunda ilgi ¢ekicidir, ¢iinkii daha kiigiik
parcaciklarin "popiilasyonu" daha biiyiik olanlar arasindaki bosluklara niifuz

ederek daha az yer kaplayabilir.

Uziim kabugundan ekstrakte edilen antosiyaninlerin emiilsifikasyon/ic
jellesme ve ardindan piiskiirterek/dondurarak  kurutma teknikleri ile
mikroenkapsiilasyonunun  yapildigi, antosiyaninlerin  karakterizasyonu,
kararlilig1 ve biyoerisilebilirliginin incelendigi bir ¢calismada, parcacik boyutu
dagilimi1 0,56 um olan tek bir pik gézlenmis ve bu degerden 6nemli 6l¢iide daha
biiylik olan 99,8 um'lik bir deger daha elde edilmistir (Zang et al., 2020) Aserola
posasi ve kalintisindan elde edilen biyoaktif bilesikleri igeren mikrokapsiillerin
mikroyapisi lizerinde piiskiirtmeli kurutma ve dondurarak kurutmanin etkisinin
arastirildig1 calismada da; piiskiirtmeli kurutma ve dondurarak kurutma ile elde
edilen mikrokapsiillerin ortalama boyutu sirasiyla 27,08 um ve 99,26 pm'dir
(Rezende et al., 2018).

Size - Quality Report Malvern Panalytical Y

Sample Name: gamze
Project Name: guliz proje
Date and Time: 23 Subat 2023 Persembe 13:59:30

Type: size
Cell Name: DTS0012
Material Name: kipeg2s

rial RI: 144
Material Absorption: 0,01 Dispersant Viscosity (cP): 0,887
Dispersant Dielectric Constant: 78,5

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1e+03 le+04
Size (d.nm)
— gamze [Steady state]

gamze
Larger-size d population

Z-Average (nm) 2947
Polydispersity Index (P1) 05366
Intercept 0,9804

Peak 1 Mean by Intensity ordered by area (nm): 282.5

Peak 2 Mean by Intensity ordered by area (nm): 17.42

Peak 3 Mean by Intensity ordered by area (nm)

Instrument Serial Number MAL1244727

Sekil 4.23 Toz drnegin pargacik boyutu dagilimi



112

4.9 Mikroenkapsiile Edilmis Toz Antosiyanin Orneginin
Kararhhginin Arastirilmasi

Hava giris sicakligi 150°C’de 3 saatlik bir ¢alisma ile kurutulan toz
ornekte toplam monomerik antosiyanin miktari, toplam karbonhidrat miktari,
toplam fenolik bilesik miktar1 ve flavonoid miktar1 6l¢iilmiis ve sonuglar Tablo

4.10’da verilmistir.

Tablo 4.10 Toz antosiyanin drneginin toplam karbohidrat, fenolik bilesik, flavanoid ve

antosiyanin miktarlar1

Toplam Monomerik Antosiyanin (mg/100g) 11,5
Toplam Karbonhidrat (g/100g) 0,439
Flavanoid (mg/mL) 16,5
Toplam Fenolik Bilesik (mg/100g) 81,83

4.9.1 Mikroenkapsiilasyon verimi

Mikroenkapsiilasyon sonrasi toz drnek agirliginin, besleme karigiminin
kuru madde miktarina orani ile bulunan mikroenkapsiilasyon verimi % 88,84

olarak belirlenmistir.

4.9.2 Depo kararhhgi

Piiskiirtmeli kurutucu sonrasi elde edilen toz ornegin antosiyanin
icerigine depolama siiresinin etkisini belirlemek amaciyla oda sicakliginda
(25°C’de) saklanan toz ornekte, 0., 7., 14., 30. ve 60. giin total antosiyanin
icerigine bakilmistir. Sirasiyla antosiyanin miktarlari, 0,380 mg/mL, 0,345
mg/mL, 0,335 mg/mL, 0,300 mg/mL ve 0,277 mg/mL olarak bulunmustur. Toz
ornekte yapilan antosiyanin analizlerinde elde edilen sonuglar Sekil 4.24°te

grafikle verilmistir.
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Sekil 4.24 Toz antosiyanin drneginin depo kararlilig

Antosiyaninlerin bozulmasinin 1. dereceden reaksiyon kinetigine gore
gerceklestigini bildiren pek ¢ok ¢alisma vardir (Ersus ve Yurdagel, 2007) 1.
Dereceden reaksiyon hizi sabiti (k) ve yarilanma 6mrii (t12) asagidaki esitliklerle
hesaplanmustir.

| ct = —kt
rl(Co N

In2
2 =

Co—baslangictaki antosiyanin miktari
Ct— t siire sonraki antosiyanin miktar1

Toz 6rnegin 25°C’de 1. dereceden reaksiyon hiz sabiti ve yarilanma omrii

asagida Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11 Toz 6rnegin 25°C’de 1. dereceden reaksiyon hiz sabiti ve yarilanma omrii

Sicakhik k (giin™) t »(ay) R?
25°C 0,0034 6,79 0,9641
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R? degerinin 0.95ten biiyiik olmasi antosiyaninlerin bozulmasimnin 1.dereceden

reaksiyon kinetigine gore gerceklestigini gostermektedir.

Toz 6rnegin In(Cy/C,) — zaman grafigi Sekil 4.25°te verilmistir.

Zaman (Giin)

0 10 20 30 40 50 60 70

-0,2

In(Ct/Co)

-0,4

Sekil 4.25 Toz 6rnegin In (C/C,) — Zaman grafigi

Yaban mersininden (Vaccinium spp.) ekstrakte edilen antosiyaninlerin
piskiirtmeli kurutma ile mikroenkapsiilasyonunun yapildigi, simiile edilmis
gastrointestinal kosullarda kararliliginin incelendigi bir calismada, 25°C’de yar1
Omiirlerinin 3.85-4,67 ay arasinda oldugu bildirilmistir (Righi da Rosa et al.,
2019). Hibiscus sabdariffa L antosiyaninlerinin piiskiirtmeli kurutma ile kaplama
maddesi olarak maltodekstrin-gam arabik karisimi kullanilarak kurutulmasinin
ve elde edilen kapsiillenmis 6rneklerin bozunma kinetigi ve renk kararliliginin
incelendigi bir caligmada, 25°C sicaklikta yar1 omiirleri 5,4 ay ve hiz sabiti

0,0043 giin! olarak bildirilmistir (Idham et al., 2012).

4.9.3 Is1 kararhhg:

Piiskiirtmeli kurutucu sonrasi elde edilen toz 6rnekteki antosiyanin
miktar1 iizerine sicakligin etkisini incelemek icin toz 6rnek, 30, 60, 90 ve 180 dk
boyunca 40°,60°,70° ve 80°C sicakliga maruz birakilip sonrasinda 6rneklerde
toplam monomerik antosiyanin igerigine bakilmis ve sonuclar % Verim

tizerinden verilmis olup sonuglar Sekil 4.26’da gosterilmistir. Farkl sicakliklarin
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toz Ornekte siyah havug antosiyaninlerini nasil etkiledigine bakilacak olursa,
40°C’de antosiyanin miktarlari, 30. dakikada 0,328 mg/mL, 60. dakikada 0,320
mg/mL, 90. dakikada 0,295 mg/mL ve 180. dakikada 0,283 mg/mL olarak
belirlenmis olup 40°C’de 180 dakikanin sonunda verim % 82,02 olarak
bulunmustur. 80° C’de antosiyanin miktarlari, 30. dakikada 0,318 mg/mL, 60.
dakikada 0,287 mg/mL, 90. dakikada 0,255 mg/mL ve 180. dakikada 0,255
mg/mL olarak belirlenmis olup 80°C’de 180 dakikanin sonunda verim % 73,91
olarak bulunmustur. Antosiyaninlerin 1siya karsi duyarli oldugu ve sicaklik

artisinda bozunmanin daha hizli gergeklestigi goriilmektedir.

Siyah havuctan ekstrakte edilen pigmentin profilinin tanimlandigi,
antioksidan 6zelliginin ve dogal gida boyasi olarak kullanilmasinin arastirildigi
bir ¢aligsmada, 1s1 karalilig1 80°C, 90°C ve 100°C’de, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180
dk boyunca inkiibe edilen 6rneklerde incelenmis olup sicaklik artirildiginda
bozunmanin daha yiiksek miktarlarda gergeklestigi bildirilmistir (Assous et al.,
2014). Kirmiz1 turp ve kirmizi etli patates antosiyaninlerinin meyve suyu model
sistemlerinde renk ve pigment stabilitesinin arastirildigi bir diger ¢alismada
25°C’de depolanan antosiyaninlerin 2°C’de depolananlara goére daha hizh
bozundugu belirtilmistir (Rodriguez -Saona et al., 1999). Kan portakali
suyundaki siyah havug¢ antosiyaninlerinin termal kararliligimmin arastirildig bir
caligmada, 70°, 80° ve 90°C'de sirastyla 5.6, 2.5 ve 1,4 saat oldugu ortaya
koyulmustur (Kirca et al, 2003).
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Sekil 4.26 Toz antosiyanin 6rneginin zamana bagli 1s1 kararlilig
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4.9.4 pH kararhhg

Piiskiirtmeli kurutucu sonrasi elde edilen toz drnegin antosiyanin miktar1
iizerine ortam pH’1nin etkisini incelemek i¢in, toz 6rnekten saf su ile hazirlanmis
(30 mg:10 ml m/v) 6rnegin pH’1 25°C’de 100 mM sitrat-fosfat tamponu ile 1, 2,
3,4, 5 ve 6’ya ayarlanip, pH’1 ayarlanan her bir 6rnegin 1., 2., 4. ve 6.saatin
sonunda toplam monomerik antosiyanin miktarlar1 dl¢tilmiistiir. Toz 6rnekteki
siyah havug antosiyaninlerinin pH degisikligine bagh renk degisimi Sekil
4.27°de ve verimler Sekil 4.28’de verilmistir. Sekil 4.27’den goriildiigii tizere pH
1 ve pH 2’de siyah havug¢ antosiyaninleri parlak kirmizi, pH 3’te verdigi renk
daha ¢ok ¢ilek ve seftali kirmizisi, pH 4’te kirmizi, pH 5’te magenta kirmizisi da
denilen mor renge gecis ve pH 6’da mor olarak tanimlanabilmektedir.
Antosiyaninlerin pH degisimlerine karst duyarli oldugu ve pH artisinin rengi

kirmizidan mora kadar degistirdigi belirlenmistir.

Sekil 4.27 Toz antosiyanin drneginde pH degisimine bagli renk degisimi
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Sekil 4.28 Toz antosiyanin 6rneginin pH kararlilig

Mor misir (And Daglar1) ve kirmizi tath patates antosiyaninlerinin sulu
ekstraktlarinin  sentetik ve dogal renklendiricilere kiyasla kararliliginin
incelendigi bir calismada, karsilastirma olarak siyah havugtan elde edilen ticari
renklendiricide yer almis ve pH 1- 6 araliginda yapilan kararlilik denemelerinde,
acillenmis antosiyaninler bakimindan zengin olan kirmiz1 tath patates ve siyah
havug renklendiricileri, acillenmemis antosiyaninler bakimindan zengin olan
mor musir ve kirmizi iiziim renklendiricilerinden daha yiiksek kararlilik
gosterdigi  bildirilmistir ( Cevallos-Casals and Cisneros-Zevallos, 2004).
Siyanidin ve siyanidin 3-O-B-glukopiranosidin pH kaynakli yapisal formlarimin
arastirildigi bir ¢alismada, pH etkisi, 2 ile 9 arasinda dort farkli pH degerindeki
tamponlarda test edilmistir. pH 2.0, pH 4.0, pH 7.0 ve pH 9.0 degerlerinde
siyanidinin kararhiligmin pH'im artmasiyla birlikte azaldigi ve pH 2.0'de en
kararli ve pH 9.0'da en az kararli oldugu bildirilmistir (Rakic et al., 2019). pH'a
duyarli antosiyaninler igeren kolorimetrik indikator filmlerin hazirlandig1 ve
dinamik yanit 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada, antosiyanin ¢dzeltilerinin
rengi, pH 5.0'den diisiik oldugunda kirmizi ve pH 5.0-6.0'da pembe- mor, pH
7.0'de mora doniistiigli goriilmiistiir (Huang et al., 2021).
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4.10 Mikroenkapsiile Edilmis Toz Ornegin Dondurmanin

Renklendirilmesinde Kullanilmasi

Piiskiirtmeli kurutma sonrast elde edilen toz antosiyanin Orneginin,
dondurmay1 renklendirmesi amaciyla yerel bir pastaneden alinan dondurmanin
25 gramimma % 0,5’1, % 1’1 ve % 2’sine karsilik gelecek sekilde sirasiyla
mikroenkapsiile edilmis toz Ornek tartilarak eklenmistir. Toz Ornegin
dondurmaya eklenmesinden sonra homojen olarak ¢oziinmesi i¢in karistirilmig
sonrasinda VITA Easyshide Advance cihazi ile renk analizi yapilmigtir. Renk
analizi ile L*, a*, b*, C*, h* degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen L*, a*, b* degerleri
kullanilarak orneklerin toplam renk farki (AE) hesaplanmistir. Toplam renk

farkin1 (AE) belirlemek i¢in asagidaki esitlik kullanilmistir.

AE = \J(L* — Ly)? + (b* — by)? + (a* — ay)?

Esitlikteki Lo, bo ve ao degerleri kontrol Ornegin renk degerlerini
gostermektedir. AE degerinin 3’ten biiylik veya 3’e esit olmasi, 6rnegin kontrole
gore oldukea farkli renkte oldugunu, 1.5 ve 3 arasinda olmasi farkli oldugunu,
1.5tan kiiciik olmasi ise farkliligin az oldugunu ifade etmektedir (Tiwari et al.,
2008). Literattirde, AE=1 esik degerinin ilizerindeki AE degerlerinin gozle fark
edilebilir oldugu belirtilmistir (Sadilova et al., 2006). VITA Easyshide Advance
cihaz1 Sekil 4.29°da verilmistir.

M

Sekil 4.29 VITA Easyshide Advance cihazi

Eklenen antosiyanin miktarlar1 ve L*, a*, b* C*, h* ve AE degerleri Tablo

4.12’de ve renklendirilen dondurmalar Sekil 4.30°da verilmistir.
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Tablo 4.12 Dondurmalarin igerdigi antosiyanin miktarlari ve L*, a*, b*, C*, h*ve AE degerleri

Toz Ornek  Kontrol (Sade % 0,5 toz % 1 toz % 2 toz
Dondurma) ornek igeren  O0rnek ornek igeren
dondurma iceren dondurma
dondurma
Ilave edilen Kontrol 0,125 g 025g 05¢g
toz drnek
miktar1
Toz ornekteki Kontrol 15,75 mg 31,5 mg 63 mg
antosiyanin
miktar1
L* 31,6 90,8 70,8 56,8 -6,9
a* 14 -0,3 5,8 11,8 X
b* 3,4 17,7 15,3 10,1 X
C 3,7 17,7 16,3 15,6 -10,6
Hue 67,1 90,9 69,2 40,5 -63,2
AE 21,04 36,88 97,7

Sekil 4.30 Toz antosiyanin 6rnegi ile renklendirilen dondurmalarin fotograflari

Tablo 4.12°de goriildiigii lizere toz ornegin L* degeri 31,6, kontrol
ornegin (sade dondurma) L* degeri, 90,8, % 0,5 antosiyanin igeren drnegin

L*degeri 70,8, % 1 antosiyanin i¢eren 6rnegin L* degeri 56,8 ve % 2 antosiyanin
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iceren Ornegin L* degeri -6,9 olarak bulunmustur. L* degerinin 100’e yakin
olmasi rengin beyaza yakin oldugunu gostermektedir. Antosiyanin miktari
artttkca L* degeri azalmistir. L* degerinin azalmasi dondurmadaki renk
yogunlugunun arttigin1 gostermektedir ve bu sonug ekstraktlarin antosiyanin
icerigi ile desteklenmektedir. Kontrol 6rnegin a* degeri -0,3 olarak dl¢tilmistiir.
Dondurma o6rneklerinde a* degeri sirasiyla 5,8 ve 11,8 olarak oOlglilmiistiir.
Antosiyanin miktar1 arttikga a* degerinin de yiiksek olmasi beklenen bir

durumdur.

Siyah havug (Daucus carota ssp. sativus) suyunun antioksidan bilesimi
ve isleme kosullarinin renk iizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada,
artan antosiyanin igerigine paralel olarak a* degerinin arttigi bildirilmistir
(Khandere et al., 2011). Beyaz kus tizimii suyunda renklendirici olarak kirmizi
pancar (Beta vulgaris) betalainleri ve liziim (Vitis vinifera) antosiyaninlerinin
kullanildig1 ve depolama kosullarinin renk stabilitesi ve duyusal ozellikler
tizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada, antosiyanin ile renklendirilen
numunelerin antosiyanin yiizdesi arttikca, yiikksek C* ve a* ile daha yogun ve
kirmizi goriindiigli bildirilmistir (Yang et al., 2021). Siyah havu¢ posasindan
farkli yontemlerle antosiyanin ekstraksiyonunun yapildigi diger bir calismada,
etanol ve suyun kullanildig1 ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen 6rneklerin
L* degerleri 21,0-27,3 araliginda bulunmustur (Akal, 2019). Literatiirde yer alan

bu caligmalar ile benzer sonuglarin alindig1 goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gidanin tadinmi tamamlayan, gidaya 6zgli tadin alinmasini saglayan
etmenler arasinda gidanin rengi gelir. Gidalar tercih edilebilir, goriiniir ve cazip
kilan en Onemli oOzelliklerinden bir tanesi renkleridir. Renk, yiyecek ve
igeceklerin temel bir bileseni olmakla birlikte, 6zellikle hazir gidalarin uygun
renklerde goriinmesi, tiiketiciler tarafindan ‘saglikli yiyecek’ algisi ile esanlamli
olabileceginden, yiyecek se¢iminde dnemli bir rol oynar (Herrera et al., 2023).
Dogal gidalar renklerini, kendilerini olusturan ve yapilarinda var olan birtakim
maddelerden alirlar. Bu maddeler genel olarak pigment olarak adlandirilirlar.
Pigmentler ¢ok ¢esitli kimyasal formlara sahip olabilirler. Hazir gidalarin rengi

ise renklendiriciler olarak bilinen maddeler yardimiyla renklendirilirler.

Renklendiriciler; sentetik, dogal ve dogala 6zdes boyalar olarak genelde
3 sinifa ayrilmaktadir. Ayrica sakkaroz, glukoz ve fruktoz gibi karbohidratlarin
kontrollii olarak 1sitilmasiyla elde edilen karamel, diinyadaki gida boya pazarinin
%11 gibi oldukea biiyiik bir kismini olusturmasindan dolay:r énemli bir gida
renklendiricisi olarak kabul edilmektedir (Downham and Collins, 2000). Dogal
renklendiriciler, pigment iceren pek cok kaynaktan elde edilebilirler. Pigment
iceren baslica kaynaklar, algler dahil bitkiler, omurgalilar, omurgasizlar,
mantarlar, likenler ve bakteriler olarak siralanmaktadir. Bitkiler ¢ok cesitli
sayida igerdikleri pigmentler ile oldukc¢a kullanighh kaynak simiflarindan biri

olarak degerlendirilmektedirler.

Antosiyaninler, bitkilerde yaygin olarak bulunan en Onemli renkli
pigment grubudur. Bu yogun renkli ve suda c¢Oziiniir pigmentler, yiliksek
bitkilerin tag yapraklari, yapraklar1 ve meyvelerindeki neredeyse tiim pembe,

kirmizi, mor ve mavi renklerden sorumludur (Harborne, 1998).

Siyah havu¢ (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.), gida
endiistrisinde pigment olarak kullanilan antosiyaninlerin kaynagi olarak bilinen
endiistriyel bir iirlindiir. Siyah havugtan ekstrakte edilen antosiyaninler yiiksek
bir ticari potansiyele sahiptir. Ozellikle kirmiz1 lahana, siyah havug, kirmizi turp,
mor patates veya mor musir gibi sebzelerde bol miktarda bulunan acillenmis
(yani fenolik veya alifatik asitler) antosiyanin pigmentleri daha kararlidir

(Bkowska-Barczak, 2005). Antosiyaninlerin siyah havuctan ekstraksiyonu,
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pigmentlerin hiicre duvari matrisine siki bir sekilde bagli olmasindan dolay1
zorlu bir siirectir ve ekstraksiyon prosediiriiniin optimize edilmesi kritik 6nem

tagimaktadir (Kumar et al., 2022).

ATPE ayirma teknigi, metanol, etanol, 1-propanol ve 2-propanol gibi
alifatik alkollerin sulu ¢ozeltileri, uygun konsantrasyonlardaki tuz ¢ozeltileri ile
kanistirildiginda, alkol agisindan zengin bir {ist faz ve tuz agisindan zengin bir alt
faz olmak iizere sulu iki fazl sistem elde edilir (Marco et al., 2017). ATPE
yonteminin, molekiillerin biyolojik aktivitesini koruma, yiiksek triin safligi,
yiiksek ekstraksiyon kapasitesi, diisitk maliyet, yiiksek verim ve diisiik toksisite

gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Castafieda-Ovando et al., 2009).

Antosiyaninlerin tanimlanmasi i¢in kullanilan kromotografik yontemler

igerisinde en yaygin olan1t HPLC yontemidir.

Antosiyaninlerin gida endiistrisinde dogrudan uygulanmasi zorlastiran
nedenlerin basinda pH, oksidasyon, enzimler, yiiksek sicaklik (>50 °C) ve 151k
gibi cesitli cevresel faktorler gelmektedir. Bu faktorler antosiyaninlerin,
kararsizlik, bozunma ve renk degisikligi gostermelerine neden olurlar.
Mikroenkapsiilasyon  tekniklerinin,  antosiyaninlerin  stabilitesini  ve
biyoerisilebilirligini arttirmanin yani sira aci tat ve burukluk gibi hos olmayan
tatlarim1 maskelemek i¢in de etkili ve pratik bir strateji olabilecegi bircok

caligmada gosterilmistir (Zhang et al., 2020).
Bu calismada;

e (ida endiistrisinde pigment olarak kullanilan antosiyaninlerin
kaynagi olarak bilinen, endiistriyel bir iiriin olan ve igerdigi
antosiyaninler bakimindan yiiksek bir ticari potansiyele sahip
olan siyah havug, antosiyanin kaynagi olarak se¢ilmistir. Siyah
havucun antosiyanin miktar1 102,94 mg/L olarak bulunmustur.
Boylece secilen antosiyanin kaynagmin icerik bakimindan
zengin oldugu gosterilmistir.

e Siyah havugtan 3 farkli yontemle ham ekstrakt hazirlanmus,
hazirlanan ham ekstraktlarda bulunan antosiyanin miktarina goére
en etkili ham ekstrakt hazirlama yontemine karar verilmistir.

Uygulanan yontemlerde, antosiyanin miktarlari, direkt ham
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ekstrakt (7,2 mg/L), direkt sonrasi 1s1l islem gérmiis ham ekstrakt
(102,94 mg/L) ve direkt sonrasi askorbik asit ile muamele edilmis
ham ekstrakt (38,40 mg/L) olarak oOl¢iilmiistiir. En etkili ham
ekstrakt hazirlama yonteminin direkt sonrasi 1s1l islem uygulanan
yontem oldugu goriilmiistiir. Direkt sonrasi 1s1l islem uygulamasi
icin caligma sicakligi ve galigma siiresi optimize edilmis, calisma
sicakliginin optimum degeri 80°C ve ¢alisma siiresinin optimum
degeri 10 dk olarak bulunmustur. Siyah havugtan antosiyaninlerin
maksimum  verimle  ekstraksiyonu i¢in;  ekstraksiyon
basamaginda ortama su ilave edilmesinin ham ekstrakt hazirlama
verimine katkisi incelenmis ve ortama (1:1 v/v) oraninda distile
su katilmasinin ham ekstrakt hazirlama verimini artirdig
goriilmiistiir. Verimi artirmis olmakla saflastirma oOncesi
hazirlanan ham ekstraktin en etkili verimi saglayacak sekilde
hazirlandig1 gosterilmistir.

ATPE i¢in hazirlanan ham ekstrakta toplam karbonhidrat,
flavonoid, toplam antosiyanin ve toplam fenolik bilesik miktari
Olciilerek hazirlanan ham ekstraktin igerigi tanimlanmistir.
Sirastyla toplam karbonhidrat 2,81 mg/100g, flavonoid 2,51
mg/100g, toplam antosiyanin 5,62 mg/mL ve fenolik bilesik
160,8 mg/100g olarak miktarlar1 belirlenmistir. Ham ekstrakt
iceriginin tammmlanmasi1 ileride renklendirici olarak
diisiiniilen kayna@in degerleri bilesenleri bulundurdugu
gosterilmistir.

Siyah havucgtan antosiyaninleri saflagtirmak i¢cin ATPE yontemi
kullanilmistir. ATPE yontemini olusturan bilesenlerin kullanim
oranlar1 yontemin verimini etkiledigi icin optimizasyon ¢alismasi
yapilmistir.  Yapilan optimizasyon c¢alismasinin sonucunda,
amonyum siilfat konsantrsyonu (% 22), etanol konsantrasyonu
(% 26), pH (6) ve ham ekstrakt miktar1 (% 5) olarak optimum
degerler elde edilmistir. Optimum degerler kullanilarak 4 farkl
ATPE sistemi hazirlanmis ve tist fazlarda antosiyanin miktarlar
Olgiilerek  %Verim hesaplanmigs ve ATPE sistemlerinin

tekrarlanabilirligi incelenmistir. Elde edilen %Verim degerleri
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sirastyla % 68,22, % 68,96, % 70,31 ve % 76,51 olarak
bulunmustur. Sonuclarin yaklasik olarak birbirine benzer
c¢ikmasi ile ATPE sistemlerinin tekrarlanabilir oldugu sonucu
gosterilmistir. Saflastirma yontemleri pek ¢ok endiistriyel alanda
kullanilan ve gerekli olan yontemlerdir. Bu nedenle saflastirma
yontemlerinin Olgeklendirilebilir olmas1 gerekmektedir. Farkli
endiistriyel alanlarda, farkli miktarlarda saflastirma yapilma
ihtiyacinin karsilanabilmesi hakkinda fikir vermesi i¢in ATPE
sisteminde Ol¢ek biiyiitme c¢aligmalart yapilmistir. Bu amagla
laboratuvar kosullarinda 15 mL, 30 mL ve 45 mL olacak sekilde
sistemler hazirlanmisg ve antosiyanin miktarlar ol¢iilmiis ve %
Verim hesaplanmistir. Elde edilen % Verim degerleri sirasiyla %
88,6, % 83,8 ve % 76,51 olarak bulunmustur. % Verim olarak
benzer sonuclarin elde edilmesiyle ATPE sisteminin
olceklendirilebilir oldugu sonucu gosterilmistir.

ATPE ile saflastirilan siyah havu¢ antosiyaninlerinin
tanimlanmasi ig¢in saflastirilmis 6rnekte HPLC-MS caligsmasi
yapilmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilere gore siyah
havugta siyanidin tlirevi 4 farkli antosiyanidin tanimlanmis ve
miktarlar belirlenmistir. Bu siyanidin tiirevi antosiyaninler ve
miktarlan sirasiyla; Cya 3-xyl-sin gluc-gal 4,45 mg/ml, Cya 3-
xyl-fer-gluc-gal 72,54 mg/ml, Cya 3-xyl-p-coum-glc-gal 2,69
mg/ml ve Cya 3-xyl-galac+vinyl phen 1,90 mg/ml’dir. Cya 3-xyl-
fer-gluc-gal tiirevinin en yaygin olan siyanidin tiirevi oldugu
goriilmiistiir. Acillenmis antosiyanidin tiirevlerinin varhg
belirlenerek mikroenkapsiilasyon kosullarmna dayamikh bir
ornek hazirlandig1 gosterilmistir. Bu asamada saflagtirma
sonras1 Ornegin renk analizi yapilmig, L*, a*, b*, C ve h degerleri
belirlenmistir. Bu degerler sirasiyla, (L*; 19,49 £ 0,2), (a* 1,38 +
0,1), (b* 0,79 = 0,1), (C 1,59) ve (h 29,8) olarak Olg¢lilmiistiir.
Renk degerleri belirlenerek gidalarin renklendirilmesine
uygun olabilecek bir hammaddenin elde edildigi

gosterilmistir.
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ATPE ile saflagtirilan siyah havu¢ antosiyaninleri piiskiirtmeli
kurutma yontemi ile mikroenkapsiile edilmistir. Kurutma
isleminin yapilmast i¢in besleme karisimi hazirlanmistir. 300
mL’lik bir besleme karigimi hazirlamak i¢in biiyiik 6lgekte ATPE
sistemleri hazirlanmis, st fazlar ayrilarak toplanmig ve etanol
igeri8i evoparator ile uzaklastirilmistir. Alkolii uzaklasmis 6rnege
tasima materyali olarak seg¢ilen maltodextrin, kuru madde orani
% 6° Brix olacak sekilde ilave edilmis ve besleme karisim1 hazir
hale getirilmistir. Pliskiirtmeli kurutucunun giris hava sicakligi
150°C ve hava ¢ikis sicakligi 127+£5°C, besleme pompasinin giicli
% 10 olacak sekilde 3 saat calistirilarak kurutma islemi
gerceklestirilmistir.

Kurutulmus toz 6rnegin SEM ile partikiil boyutu ve zetasizer ile
partikiil boyutu dagilimi gosterilmistir. SEM sonuglarindan elde
edilen degerler ile 6rnegin 1,5um -24um arasinda genis bir
aralikta boyuta sahip oldugu ve zetasizer ile partikiil boyutu
dagiliminin 293,9 nm oldugu gosterilmistir.

Kurutulmus toz Ornegin igerigi belirlenmis ve kararlilik
caligmalar1 yapilmistir. Toz 6rnegin igeriginin belirlenmesi i¢in
toplam antosiyanin, toplam karbonhidrat, flavonoid ve toplam
fenolik bilesik miktarlar1 Olgiilmiistiir. Elde edilen degerler
sirastyla 11,5 mg/100g, 0,439 mg, 16,5 mg ve 81,33 mg olarak
bulunmustur. Toz 6rnegin icerigi belirlenerek renklendirici
olarak kullamilmasi1 durumunda antosiyanin, fenolik bilesik
ve flavonoid acisindan degerli bir icerige sahip oldugu,
toplam karbonhidrat ac¢isindan baslangictaki = seker
miktarinin azalmasindan dolay: saflastirma adimmin etkili
oldugu gosterilmistir. Toz 6rnegin karalilik ¢alismalar1 yapilarak
depo kararlilig, 1s1 kararlilig1 ve pH kararliligi belirlenmistir. Toz
ornegin depo kararliligr (0. ve 60. giin), 1s1 kararlilig1 (40°C-
80°C) ve pH kararliligi (1-6) aralifinda incelenmis ve genis
araliklarda kararliligini korudugu yarilanma omriiniin 6,79 ay

oldugu sonucuna varilmistir. Farklhi yonlerden kararhhginin
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ortaya konulmasiyla elde edilen toz 6rnegin farkh endiistriyel
alanlarda kullanmilabilecegi gosterilmistir.

e Elde edilen toz 0Ornek dondurmanin renklendirilmesinde
kullanilmis ve renk degerleri Olgiilmiistiir. Toz 6rnegin renk
degerleri sirasiyla (L*=31,6, a*=1,4, b*= 3,4, C=3,7 ve h=67,1)
olarak bulunmusgtur. Saflastirma sonrasi renk degerleri ve
mikroenkapsiilasyon sonrasi renk degerleri
karsilagtirlldi@inda  siyah havuc¢ antosiyaninlerinin
saflastirma kosullar1 ve mikroenkapsiilasyon kosullarindan
fazla etkilenmedigi gosterilmistir. Farkli  miktarlarda
antosiyanin igerigine sahip toz ornek ile yerel bir pastaneden
alinan dondurmanin renklendirilmesi yapilmis ve renk degerleri
Olciilmiistiir. Elde edilen renk degerleri yardimiyla toplam renk
farki (AE) hesaplanmistir. AE degerleri swrasiyla % 0,5
antosiyanin i¢eren drnekte 21,04, % 1 antosiyanin i¢eren drnekte
36,88 ve % 2 antosiyanin i¢ceren 6rnekte 97,7 olarak bulunmustur.
AE degerlerinin bulunmasiyla artan antosiyanin miktarina
paralel olarak toplam renk farkinin arttig1 ve daha yogun bir

sekilde renklendirmenin saglandig1 gosterilmistir.

Diinyada son elli yilda, ¢alisan kadin niifusunun katlanarak artmasi1 buna
bagli olarak bebek ve cocuk bakim hizmetlerine talebin artmasina, diger taraftan,
yasl niifusun artmasi yaslt bakim ve hizmetlerine talebin artmasima neden
olmustur. Bu noktalarda meydana gelen degisiklik beraberinde hazir ve islenmis
gidaya ihtiyaci ¢ok yiiksek oranda artirmistir (Downham and Collins, 2000).
Tiketiciler giderek daha fazla saf ve dogal gida (ve dolayisiyla dogal renkler)
talep ettik¢e ve bu talebin neleri kapsadig1 daha yakindan incelendikge, “gidalari
renklendirmenin” Oneminin artmast ve dogal ile esanlamli hale gelmesi
kagimilmaz olmustur. Dogal renklendiricilere olan ilgi hem yasal diizenlemelerin
hem de tiiketicinin gidalarinda sentetik katki maddelerinin kullanimina iligkin
farkindaliginin bir sonucu olarak 6nemli dl¢lide artmistir (Giusti and Wrolstad,
2003). Antosiyanin pigmentlerinin bilinen en iyi dogal gida boyalar1 olmalarina
ragmen kullanimlar1 heniiz yaygin degildir. Antosiyaninler, antioksidan,

antienflamatuar, antibakteriyel, anti-kanserojen ve kronik hastaliklara karsi
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koruma dahil olmak {izere ¢ok sayida biyolojik aktiviteye ve terapotik ozellige
sahip olmalarindan dolay1 sentetik renklendiricilere alternatif olarak gida ve

kozmetik alaninda giderek daha ¢ekici hale gelmektedir (Zhang et al., 2020).

Antosiyaninlerin dogal gida boyasi olabilecek kadar giiclii renkli
ozellikleri ile birbirinden degerli biyolojik aktivite ve terapotik ozelliklerinin
birlestigi gida katki maddeleri gegmis donemde oldugu kadar gelecek donemde
de hem tiiketicilerin hemde iireticilerin daima ilgisinin yiiksek oldugu maddeler

oldugu goriilmektedir.
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