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OZET

SAFRANDAN GIDA BOYASI URETIMI VE
MIKROENKAPSULASYONU

Yuksel BAYRAM

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Doktora Tezi

Tez Danigsmant: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Es Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Salih KARASU

Safran olarak bilinen Crocus sativus L. ozellikle dogal renk maddesi, gida katki
maddesi, kozmetik amagli ve bitkisel ilag olarak kullanilmaktadir. Safran stigmalari,
renk maddesi olan krosin igermektedir.

Bu tez caligmasi, li¢ asamadan olusmustur. Birinci asama, safran stigmalarindan elde
edilecek renk maddesi olan krosinin optimum ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi
amactyla yapilmistir. Bunun i¢in, ultrason destekli ekstraksiyon islemlerinin
optimizasyonu, yanit yiizey metodolojisi kullanilarak yapilmistir. Proses parametreleri;
ekstraksiyon stresi (3-15 dk), sicaklik (25-65 °C), ultrases siddeti (%20-100) ve
¢oziicli:kat1 oran1 (1000-3000 ml/g) olarak belirlenmistir. Ekstrakte edilen maksimum
krosin miktar1 440 nm de spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir. Ayrica optimum
kosullara gore elde edilen ekstraktlarin biyoaktif bilesenleri, antioksidan kapasitesi,
aroma profili ve renk parametreleri tespit edilmistir.

Ikinci asamada, safranin renk maddesi olan krosinin stabilitesinin artirilmas1 amaciyla
puskiirtmeli ~ kurutucu  ile  mikroenkapsiilasyon  islemi  gergeklestirilerek,
mikrokapsiillerin karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Mikrokapsiillerin morfolojik
Ozellikleri, enkapsiilasyon etkinligi, aroma profili, biyoaktif 6zellikleri, antioksidan
kapasitesi ve renk parametreleri belirlenmistir. Ayrica, krosin igeren mikrokapsullere
stabilizasyon testleri uygulanarak reaksiyon kinetigi incelenmistir. Krosinin termal ve
pH stabilitesi farkli sicakliklarda (60, 70, 80 ve 90 ‘C) ve pH seviyelerinde (2, 4,5 ve 6)
belirlenmistir.
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Ucgiincii asamada ise elde edilen kapsiillenmis safran renk maddesinin bir gida matriksi
tizerinde uygulamasi yapilmistir. Bununla birlikte, model sistemin biyoaktif 6zellikleri,
antioksidan kapasitesi, renk parametreleri, pH degerleri belirlenmis ve egitimli
panalistlere duyusal analiz testleri yaptirilmistir.

Sonu¢ olarak, islem parametrelerinin krosin verimine etkisi, kuadratik modeller
(R>>0,99 ve adj R?>0,98) ile basarili bir sekilde belirlenmistir. Tiim degiskenlerin
krosin verimini 6nemli derecede etkiledigi tespit edilmistir (p<0,1).  Islem
parametreleri, ekstraksiyon stresi (4,40 dk), sicaklik (55 °C), ultrases siddeti (%94) ve
¢oziicii: 6rnek orani (1000 ml/g) optimum ekstraksiyon kosullar olarak se¢ilmistir.

Safran ve mikrokapsillerin toplam fenolik, flavonoid miktarlart ve CUPRAC ydntemi
ile belirlenen antioksidan kapasitesi sirasiyla 31,61+0,26;14,05+£0,22 mg GAE/qg;
9,34+0,42;4,44+0,28 mg CAE/g; 302,6+£10;81,86+0,32 mg TEAC/g olarak
bulunmustur. Renk parametreleri; toz haline getirilmis ve ekstrakte edilmis safranlarin
CIE L * a * ve b * degerleri sirastyla 35,12+0,02;37,64+0,11, 41,67+0,13;2,10+0,01,
3,85+0,01;3,54+0,03 olarak tespit edilmistir. Mikrokapsil Grin ve mikrokapsul
ekstraktmm CIE L *, a * ve b * degerleri siwrasiyla 55,61+0,04;47,38+0,10,
76,44+0,07;2,48+0,07, 1,60+0,03;3,99+0,14 olarak belirlenmistir.

Safranal, hem safran hem de mikrokapsiil ekstraktinda en fazla miktardaki ugucu bilesik
olarak belirlenmistir. Kapsiilleme isleminin, yiizde olarak ugucu bilesen dagilimin
onemli 6lcude etkilemedigi goriilmiistiir (p>0,05).

Yapilan stabilite testleri sonucunda krosin degradasyonu, birinci dereceden reaksiyon
Kinetigi gostermistir ve bozunma hiz sabitinin (k), pH ve sicakliktan 6nemli Glgiide
etkilendigi tespit edilmistir (p<0,05). Yiiksek sicaklik ve diisik pH uygulamasinin,
krosin igeriginde daha yiiksek bozunmaya (k) neden oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak bu c¢alisma ile safran renk maddesi olan krosinin puskirterek kurutma
islemi kullanilarak kapsillenmesiyle uygun koruma saglanacagi ve orta diizey isiya
maruz kalacak, yliksek veya orta asitli gidalarda dogal bir gida renklendiricisi olarak
kullanilabilecegi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Safran (Crocus sativus), Krosin, Yanit Yiizey Metodolojisi
(RSM), Stabilite, Dogal Gida Boyasi
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Crocus sativus L., known as Saffron, is essentially used as a natural pigment, food
additive, cosmetic and herbal medicine. Saffron stigmas contain crocin which is related
to its color.

This thesis consists of three stages. The first step was to determine the optimum
extraction conditions of crocin, a colorant from saffron stigmas. For this purpose,
optimization of ultrasound-assisted extraction was performed using Response Surface
Methodology. Process parameters; extraction time (3-15 minutes), temperature (25-65
°C), ultrasound intensity (20-100%) and solvent: solids ratio (1000-3000 mL/g) was
determined as. The maximum amount of crocin extracted was detected
spectrophotometrically at 440 nm. In addition, bioactive components, antioxidant
capacity, aroma profile and color parameters of the extracts obtained according to
optimum conditions were determined.

In the second stage, microencapsulation was carried out with spray dryer to increase the
stability of crocin, which is the colorant of saffron, and microcapsules were
characterized. Morphological features, encapsulation efficiency, aroma profile,
bioactive properties, antioxidant capacity and color parameters of microcapsules were
determined. In addition, the reaction kinetics were investigated by applying stabilization
tests. Thermal and pH stability of crocin was measured at different temperatures (60,
70, 80 and 90 "C) and pH levels (2, 4.5 and 6).
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In the third stage, the encapsulated saffron dye was applied on a food matrix. However,
bioactive properties, antioxidant capacity, color parameters, pH values of the model
system were determined and sensory analysis tests were conducted for trained panelists.

As a result, the effect of the process parameters on the yield of crocin was successfully
determined by quadratic models (R%>0.99 and adj R*>0.98). All variables were found to
significantly affect crocin yield (p<0.1). Process parameters, extraction time (4.40 min),
temperature (55 °C), ultrasound intensity (94%) and solvent: sample rate (1000 ml/g)
were selected as optimum extraction conditions.

Total phenolic, flavonoid amounts of saffron samples and antioxidant capacity
determined by CUPRAC method were 31.61+0.26; 14.05£0.2 mg GAE/g, 9.34+0.42;
4.44+0.28 mg CAE/g; 302.6+£10.00; 81.86+0.32 mg TEAC/g respectively. Color
parameters; CIE L *, a * and b * values of the powdered and extracted saffron were
35.12+0.02; 37.64+0.11, 41.67+0.13; 2.10+0.01, 3.85+0.01; 3.54+0.03 respectively.
CIEL * a™* and b * values of microencapsulated product and microcapsule extract
were 55.61+0.04; 47.38+0.10, 76.44+0.07;2.48+0.07, 1.60+0.03; 3.99+0.14
respectively.

Safranal was the most abundant volatile compound in both saffron and microcapsule
extracts. It was observed that the encapsulation process did not significantly affect the
volatile component distribution as a percentage (p>0.05).

As a result of the stability tests, crocin degradation showed first degree reaction Kinetics
and the decay rate constant (k) was significantly affected by pH and temperature
(p<0.05). The application of high temperature and low pH results in higher degradation
(k) in crocin content.

As a result, it is suggested that crosin, which is a saffron colorant, can be used as a
natural food colorant in high or medium acid foods which will be exposed to moderate
heat and appropriate protection by encapsulation using spray-drying process.

Keywords: Saffron (Crocus sativus), Crosin, Response Surface Methodology (RSM),
Stability, Natural Food Coloring.
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BOLUM 1

GIRIS
Gidalarda renk, tiketici tercihini belirleyen en 6nemli kalite kriterlerinden biridir [1].
Gida endiistrisinde kullanilan renklendiricilerin ¢ogu sentetik ve sagliga olumsuz
etkileri bulunmaktadir. Son yillarda, tiiketici tercihleri sentetik kimyasallar yerine
dogal renklendiricilere yonelmis ve bu renklendiricilerin kiiresel pazar1 artmistir [2].
Sitis ve aroma amagli kullanilan bitkilerin yapraklar1 endiistriyel atiklardir ve dogal
renklendirici kaynak olarak kabul edilir [3]. Bu atiklarin dogal renklendiriciler olarak

kullanilmasi hem ekonomik hem de ¢evresel faktorler agisindan biiyiikk Onem

tasimaktadir [4], [5].

Iridaceae familyasina ait olan safran (Crocus sativus L.) Asya, Avrupa ve Amerika da
yaygin olarak tarimsal iretimi yapilmaktadir. Safran, sar1 renk, aci tat ve yogun
aromaya sahip ¢i¢eklerin kurutulmus stigmalarindan elde edilen bir baharattir. Gida
boyasi, aroma verici, tatlandirict ve bitkisel tedavi edici gibi fonksiyonel
ozelliklerinden dolayi, safranin kurutulmus stigmalari, antik donemlerden beri ticari

tirtin olarak kullanilmaktadir [6], [7], [8].

Safranin renklendirme giicii ¢ogunlukla suda ¢o6ziiniir karotenoidler olan krosine
baglidir. Safranin sulu ekstraktlarinin rengi, safran stigmalarinin miktaria bagli olarak
sartdan kirmiziya kadar degisen renk tonu arahigi gostermektedir. Safran
pigmentlerinin sudaki yiiksek ¢oziinirligii, gida renklendiricisi olarak, sulu
formalasyon sistemlerinde ¢ozunebilir veya dagilabilir 6zel formiilasyonlar gerektiren
diger karotenoidlere kiyasla gii¢lii bir avantaj saglamaktadir. Gida boyasi1 olarak

kullanim1 genel olarak 1966 yilinda FDA tarafindan kabul edilmistir [9], [10].

Mikemmel bir renklendirici olan krosin, serbest radikalleri stipirerek, hicreleri ve

dokular1 oksidasyona karsi korudugundan bir antioksidan goérevi gormektedir [11].



Krosinin gida, kozmetik ve farmasotik iriinler de kullanimi diger kaynaklardan da

temin edilebilen hiperpigmentasyonla iliskilidir [12].

Ekstraksiyon, biyoaktif bilesiklerin ve dogal renklendiricilerin iiretiminde en pahali
adimlardan biridir. Ekstraksiyon verimi, sicaklik, kat1 s1v1 orani, zaman ve ¢oziicii tipi
gibi c¢esitli faktorlerden etkilenir. Bu nedenle, bu faktorler ekstraksiyon verimini

artirmak ve tiretim maliyetini azaltmak i¢in optimize edilmelidir [5].

Dogal renklendiricilerin raf 6mrii, 1s1, 151k ve oksijen gibi cevresel faktorlere olan
duyarliliklar1 nedeniyle sinirlidir. Bu renklendiricilerin depolama stabilitesini arttirmak
icin uygun koruma teknikleri uygulanmalidir. Kapsiilleme, duvar malzeme ile
cekirdek materyale fiziksel bir engel olusturarak, krosin benzeri dogal
renklendiricilerin ve biyoaktif bilesiklerin, muhafaza edilmesi icin uygun bir tekniktir
[13], [14], [15]. Ote yandan, dogal renklendiricilerin diisiik 1s1 ve pH stabilitesi,
uygulamalarini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, dogal renklendiricinin pH ve sicaklik

stabiliteleri, uygulamalardan 6nce belirlenmelidir [16].

Bu tez ¢alismasinda, safrandan farkli ekstraksiyon faktorleri kullanilarak krosin
eksraktlart elde edilmistir ve krosin ekstrakt verimi en yiiksek ekstraksiyon

parametreleri tespit edilmistir. Bu kapsamda ¢alisma {i¢ béliimden olusmaktadir:
(1) Ekstraksiyon parametrelerinin Yanit Yiizey Yontemi kullanarak optimizasyonu,

(2) Optimum islem kosullarinda ekstrakte edilen krosinin mikrokapsiilasyonu ve elde

edilen mikrokapsiillerin sicaklik ve pH stabilitesinin belirlenmesi,

(3) Krosin mikrokapsiillerinin model sistemde uygulanmasidir.

1.1 Literatiir Ozeti

Ekstraksiyon islemlerinde ultrason wuygulamasi1 genellikle ultrason destekli
ekstraksiyon (UAE) olarak adlandirilir. Ultrason islemleri, geleneksel yontemlere gore
diisiik sicaklik ve kisa islem siiresi gibi ¢esitli avantajlar sunar, bu da enerji tasarrufu

ve daha ylksek verim ile sonug¢lanir [17].

Ultrason jeneratorleri, elektrik enerjisini ultrasonik enerjiye doniistiirerek, ¢oziicunin
bitki materyallerine daha fazla nifuz etmesini saglayarak kutle transferini artiran
ultrasonik dalgalar yayar [18]. Ayrica, ultrasonik uygulamalar, nispeten yiiksek

adsorpsiyon kapasitesi, basit operasyonel islem, ¢evre dostu ozellikler ve diisiik
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maliyetler gibi avantajlar1 ile biyoaktif bilesiklerin tibbi bitkilerden ekstraksiyonu igin

giderek daha popiler bir yontem haline gelmistir [19], [20].

Taherkhani vd. [21] yaptiklar1 bir ¢alismada safran hiicre kiiltiirlerinde safranal ve
krosin ekstraksiyonu ve birikimi iizerine ultrasonik dalgalarin etkisini aragtirmiglardir.
Ultrason dalgalarin1 stspansiyon orneklerine etkili bir mekanik uyaran olarak
uygulamiglardir. Yapilan c¢alismada ultrason islemlerinin, ekstraksiyon siresi ve
bunlarin safran hiicresi silispansiyon kiiltiiriindeki krosin ve safranal igerikleri
tizerindeki iligkilerinin anlamli bulundugu belirtilmistir. Bu nedenle, ultrason

islemlerinin ikincil metabolitlerin biyosentezini uyarabilicegi vurgulanmustir.

Ultrason  destekli  ekstraksiyon metodu, safranin biyoaktif bilesiklerinin

ekstraksiyonunu dnemli 6l¢iide artirmaktadir [21], [22].

Sarfarazi vd. [23] safranin {i¢ ana maddesi olan pikrokrosin, safranal ve Kkrosin
ekstraksiyonunu optimize etmek igin yanit yiizey metodolojisi (RSM) uyguladiklar
bir ¢alismada, islem parametrelerini; etanol konsantrasyonu (%0-100), ekstraksiyon
stiresi (2-7 s) ve sicaklik (5-85 °C) olarak belirlemislerdir. Ekstrakte edilen bilesikler,
sirastyla pikrokrosin, safranal ve krosinin maksimum absorbans degerleri 257, 330 ve
440 nm'de spektrofotometrik olarak Slglilmiistiir. Calisgmada en iyi modelin, sirasiyla
pikrokrosin, safranal ve krosin icerigi icin R? degerleri 83,91, 86,60 ve 92,42 olan tam
kuadratik model oldugunu tespit etmislerdir. Elde edilen sonucglara gore, yuksek
sicaklik, kisa siire ve orta diizey etanol konsantrasyonlarinin, bilesiklerin ekstraksiyon
verimleri (zerinde yiksek bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Yanit yiizey
yontemine gore, %33,33 etanol konsantrasyonu, 2 saat ekstraksiyon siresi ve 85 °C

sicaklik degeri, prosesin optimum kosullar1 olarak bulundugu rapor edilmistir.

Roohani vd. [24] iran safran ciceginin sepal, yaprak ve stamenleriyle ilgili yaptiklari
calismada; karotenoid bilesikleri organik bir ¢oziicii (N-hekzan, etanol ve aseton
karigimi; 2:1:1 v:v) ile ultrason dalgalari, 24 kHz frekansta ve 5, 10 ve 15 dakika
boyunca %20, %60 ve %100 genlik uygulayarak ekstre etmisler ve ekstraksiyon
verimi, toplam Kkarotenoid, fenolik bilesikler ve antioksidan degerleri (Serbest
radikallerin stpdrilmesi ve Fe III'iin azaltici giicii) analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglar, ultrason dalgalarinin safranin Sstamen ekstrakti karotenoid bilesikleri
Uzerinde ©6nemli etkiye sahip oldugunu gostermis ve %2100 genlikte 15 dakika

ultrasonik uygulamanin en yiksek ekstraksiyon verimini sagladigi (%8,88), %100
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genlikli ultrason dalgalar1 10 dk. en yiiksek karotenoid ekstraksiyonu (485,2 mg/mL),
toplam polifenol bilesikleri (551,7 mg/mL), Fe 11l (443,3 mmol Fe®*/Kit) ve ICso
(23,59 mg/mL) oldugu sonucuna ulagmiglardir. Toplamda, antosiyanin igerigi ve
antioksidanlar i¢in en etkili kosullarin 10 ve 15 dakika boyunca %2100 ultrasonik

siddet oldugunu belirtmislerdir.

Crocus sativus L.’un kuru stigmalarindan biyoaktif glikozitlerin (krosin ve
pikrokrosin) ekstraksiyonu igin ultrason destekli ekstraksiyon yonteminin kullanildigi
bir ¢aligmada ekstraksiyon parametrelerinin, metanol yizdesinin, sdrenin ve
sonikasyon goOrev donglsunun optimizasyonu yanit yiizey metodolojisi (RSM) ile
yapilmistir. Metanol yizdesi, sonikasyon suresi ve gorev donguleri kombinasyonu,
sirastyla %50, 30 dk, 0,2 s ve %0,44, 30 dak, 0,6 s ekstraksiyon i¢in optimum
parametreler olarak tavsiye edilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyonun, bu degerli
apokarotenoidlerin ekstraksiyonunu hizlandirmasi bakimindan 6nemli bulundugu
belirtilmistir [22]. 30 kHz'lik sabit bir frekansta yuksek gugcte ultrason kullanilarak
ekstre edilen safranin aktif bilesikleri, akustik yogunlugun, zamanin ve ultrason
modunun safranin {i¢ ana bileseninin ekstraksiyonu i¢in 20 °C' deki verimine etkisinin
arastirlldigt bir ¢alismada, islem verimliligi, ISO tarafindan Onerilen soguk su
ekstraksiyon yontemiyle karsilastirilmigtir. Sonug¢ olarak ultrason uygulamasinin
ekstraksiyon oranini biiyiik 6lgiide artirdigi ve islem stiresini de ciddi 6l¢iide azalttigi
belirtilmistir. Ekstraksiyon veriminin, zaman ve sonikasyon genliginin artmasiyla artig
gosterdigi ve kisa aralikli darbeli ultrason kullaniminin siirekli ultrason kullanimindan

daha etkili oldugu vurgulanmistir [25].

Diinyanin en pahali baharat1 olan safranin kalitesi, aciligini, karakteristik aromasini ve
kirmizi sarimsi rengini olusturan pikrokrosin, safranal ve krosin olan {i¢ ana bilesen
miktar1 ile degerlendirilmektedir. Bu bilesenleri ekstrakte etmek i¢in birgok yontem
vardir [26]. Ultrason destekli ekstraksiyon metodu, bu degerli bilesiklerin
ekstraksiyonunu onemli oOlglide arttirmaktadir [21], [22]. Ekstraksiyon yodnteminin
etkinligi, ¢oziicii konsantrasyonu, ekstraksiyon basinci, zaman ve sicaklik, ¢oziicii
orani vb. gibi bir¢cok faktore baglhidir. Ekstraksiyondaki ilk adim, en etkili faktorleri
tanimlamakla baslamaktadir. Bu asamada, Tam Faktoriyel tasarim, Kesirli Faktoryel
tasarim ve Plackett-Burman tasarimi gibi birgok deneysel tasarim kullanilmaktadir. Bu
tasarimlar, farkli faktorler arasindaki muhtemel etkilesimleri ve denemenin

bliyiikliigiinde kayda deger bir azalmay1 belirleyerek olduk¢a degisken bir taramaya
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olanak tanimaktadir. Ekstraksiyon islemindeki ikinci adim, tarama asamasinda segilen
en etkili faktorlerin optimizasyonundan olusmaktadir. Bu ikinci adimda biiyiik dlcekte
kullanilan deneysel tasarimlar Box-Behnken ve Box-Wilson veya Merkezi Kompozit

tasarimlaridir [26].

Safranin  kalitesi krosin, pikrokrosin ve safranal gibi ikincil metabolitlerin
konsantrasyonuna baglidir. Italya'nin merkezindeki Cascia bolgesinde iiretilen safranin
sekonder metabolit igerigi lizerine kurutma kosullarmin etkisini degerlendirmek icin
yapilan bir baska calisma da, safran numunesi cesitli dehidrasyon kosullarina maruz
birakilmig;  krosin, pikrokrosin ve safranalin  belirlenmesi i¢in UV-VIS
spektrofotometresi  kullanilmistir.  Ayrica, safranal yiksek cozunurlukli gaz
kromatografisi ile analiz edilirken, krosinler ve pikrokrosin, yiiksek performansli sivi
kromatografisi ile belirlenmistir. Kromatografik analizlerin sonuclari, daha hafif
kosullarda kurumus numunelerin en diigiik ikincil metabolit i¢erigine sahip oldugunu
gostermistir. 55 dakika sure ile 60 °C'de kurutulan ornek, transkripin-4 ve
pikrokrosinin en yiiksek icerigini sunarken, safranal en fazla 95 °C'de kurutulmus

safran icinde tespit edilmistir [27].

Dogal renklendiriciler ¢ogunlukla dis etkenlere karsi ¢cok hassastir ve er ya da geg
renklerinin orijinalinden bozulur. Sicaklik, UV 15181, pH, gaz fazi, metal iyonlar1 ve

bazi kimyasallar rengin agarmasini kolaylastiran belirleyici faktorlerdir [28].

Safran, ¢ok hassastir ve biyoaktif bilesiklerini ¢evre kosullarina bagl olarak kaybeder.
Yapilan caligmada safran ekstraktinin aktif bilesiklerini korumanin etkili bir yolu
olarak ¢esitli biyopolimerler ile mikrokapsiile edilmistir. Safran Oziitii/duvar
malzemesi 1:20 ve iki farkli toplam kati madde (TS %30 ve 40) hazirlanmistir.
Puskdrterek kurutulduktan sonra pikrokrosin, safranal ve Kkrosinin retensiyonu,
sirastyla 257, 330 ve 440 nm'deki absorbans degerlerinde tespit edilmistir. %40 TS
iceren bir karisimin, maltodekstrin, gum arabik ve jelatin agirlikca orani
0,94:0,05:0,01'de; pikrokrosin, safranal ve krosin sirasiyla 90,06, 80,37 ve 91,03'1uk
retensiyon degerleri gosterdigi belirlenmistir. Sprey kurutma kapsiillemesi sirasinda
%80'in tzerinde krosin, pikrokrosin ve safranal retensiyonu saglanmistir. Kapsiilleme
verimliligi, toplam kati iceriginden olumlu bir sekilde etkilenmistir. Sonug olarak,
maltodekstrin, gum arabik ve jelatin karigimi, safran ekstraktinin kapstllenmesi igin

puskirterek kurutma islemi verimli bulunmustur [15].



Kyriakoudi vd. [29] puskirtmeli kurutucu kullanilarak maltodekstrin i¢inde safran
hidrofilik apokarotenoidlerin, yani krosin ve pikrokrosinin nanoenkapsilasyonlarinin
uretimini, karakterizasyonu, stabilitesini gergeklestirmisler ve ¢ekirdek: duvar oraninin
tirtin verimi ve kapsiilleme etkinligi tizerindeki etkisini incelemislerdir. Kiresel olarak
elde ettikleri parcaciklarin, krosin (%54-81) ve pikrokrosin (%56-82) icin memnuniyet
verici bir kapsllleme etkinligine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Calisma da
cekirdek: duvar orammmin safran hidrofilik apokarotenoidlerini, yani krosin ve
pikrokrosin kapsiilleme verimliligini Onemli Olclide etkiledigi bulunmus, bu
apokarotenoidlerin  termal stabilitesi ve biyolojik olarak kullanilabilirligi

nanoenkapsiilasyon ile gelistirildigi belirtilmistir.

Esfanjani, vd. [30] protein-polisakkarid kompleksi ile safranin biyoaktif bilesiklerini
(W/O/W) ¢oklu emulsiyonlar ile kapladiklari bir ¢aligmada, yiikklenmis krosin, safranal
ve pikrokrosinin, ¢oklu emiilsiyonlarda stabilitesi ve salinimini 22 ginlik depolama
sliresince arastirmiglar ve %5 i¢ sulu faz ile birlikte WPC/pektin/maltodekstrin ¢oklu
emilsiyonu ile elde edilen kapsiillenmis bilesiklerin, zaman icinde ylksek stabilite ve

diisiik salinim gosterdigini tespit etmislerdir.

Rahaiee vd. [31], krosin stabilitesini arttirmak amaciyla yaptiklar1 bir ¢aligmada
modifiye iyonik jelasyon yontemiyle yeni bir tasiyici olarak kitosan sodyum alginat
kullanarak elde ettikleri nanopargaciklar1 arastirmiglardir. Calisma sonucunda,
nanopartikillerin 165-230 nm boyut araliginda, piiriizsiiz ve kiiresel olmayan yapi
gosterdigi belirtilmistir. Fourier transform-infrared spektroskopisi ile krosin ve
biyopolimerleri arasinda genis bir hidrojen bagi etkilesimi gosterdigini ve kapsulleme
verimliligini, %38,16 olarak tespit ettiklerini bildirmiglerdir. Stabilite ¢aligmalari,
elverigsiz ¢evresel kosullar altinda, Dbiyopolimerler ile kaplanmis krosin
nanoenkapsilasyonlari, standart krosin ile karsilastirildiginda, kapsiilleme isleminin

stabiliteyi sagladigi rapor edilmistir.

Rahaiee vd. [32], krosinin stabilitesini, nanoenkapsulasyon teknigi kullanilarak
gelistirmeye c¢alismislardir. Safranda suda ¢6ziinen bir karotenoid olan krosin, pH
varyasyonlarina, 1s1 ve oksidatif strese, hizli emilime ve diisiik biyoyararlanmaya karsi
dengesizlige bagli olarak sinirli kullanimi olan yiiksek oranda biyoaktif bir bilesiktir.
Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, krosin yikli nanopartikillerin antioksidan aktivitesinin

DPPH (serbest radikal suptruct etki) ve FRAP (Demir iyonu indirgeme yetenegi)



yontemleri tlizerinde aynmi sekilde etkili oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, kitosan-
aljinat nanopartiktllerinin  krosin icin, antioksidan aktivite, biyoyararlanim ve
antikanser aktivitesi agisindan 6zelliklerini gelistirmek amaciyla yeni bir ara¢ olarak

kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Ahmad vd. [33] yaptiklart bir ¢alismada safran antosiyaninlerini, olumsuz gastro-
cevresel kosullar altindaki stabilitelerini saglamak i¢in a-glukan ve a-siklodekstrin ile
sprey kurutma teknigi Kkullanarak kapsullemislerdir. Calismada, kapsuller stimile
edilmis mide kosullarina maruz birakilmis ve monomerik antosiyaninlerin,
antioksidanlarin ve fenollerin salim davraniglari incelenmistir. Mikrokapsiillerin
yapisal Ozellikleri SEM ve ATR-FTIR spektroskopisi ile analiz edilmistir. Sonug
olarak, bagirsak kosullarinda antosiyaninlerin, antioksidan ve fenollerin yuksek
icerikte oldugunu, kapsulleme yoluyla midenin olumsuz kosullarindan ¢ekirdek

malzemenin korundugunu bildirmislerdir.

Selim vd. [34], safranin suda ¢oziiniir karotenoidlerine ¢ farkli matriks olan pullulan
ve farkli molekiil agirhgidaki polivinilpirolidon (PVP 40 ve PVP 360) kaplama
materyalleri ile dondurarak kurutma yontemi kullanarak mikroenkapsulasyon islemi
uygulamslardir. Elde edilen mikrokapsiilleri, 35 °C’de, su aktiviteleri 0,43, 0,53, 0,64
ve 0,75 olan karanlik ortamlarda bekletmisler ve karotenoidlerin (krosin) bozunmalari
tizerine kinetik caligmalar yaparak stabilitelerini belirlemislerdir. Sonug olarak tim
depolama kosullarinda, krosetin glikozitlerinin oksidasyon oranlarini en bulytk 6lctde

azaltan duvar malzemesi olarak en iyi tasiyicinin PVP 40 oldugunu tespit etmislerdir.

Maltodekstrin, arap zamki, modifiye nisasta ve kitosan kullanilarak safran ve pancar
ekstratlarina dondurarak kurutma isleminin uygulandigi bir ¢alismada, iretilen tozlar
10 hafta boyunca 40 °C'de tutularak, renklendirme mukavemeti degerlendirilmistir.
Birinci dereceden Kkinetik reaksiyon sonucuna goére, MD ile GA kaplama
materyallerinin, pancar ve safranin renk maddeleri i¢in dondurarak kurutma
yontemiyle mikrokapsulleme isleminde etkili maddeler oldugu kanitlanmistir. MD,
depolanma sirasinda 1siya karsi en bilylik korumayi, pancar ve safran igin sirasiyla,
ortalama 53,03 ve 60,03 haftalik ortalama yar1 6mur (t1) gosterdigi belirtilmistir.
Yapilan arastirmada, dondurarak kurutma ile mikrokapsilleme sadece pancar ve

safran  ekstrelerinin renk stabilizasyonu i¢in degil, aynm1 zamanda gida



renklendiricilerinin  Oretiminde de uygun bir yontem olarak kullanilabilecegi

onerilmistir [35].

Puskirtmeli kurutucuda kurutma, karotenoidlerin korunmasi i¢in en popiiler
yontemdir. Ayrica, sadeligi ve esnekligi (farkli tasiyict maddeler, kurutma
parametrelerindeki  degisiklikler) koruma, verim ve kapsilleme etkinliginin

artirtlmasini saglamaktadir [36].

Norbixin, antioksidan ozelliklere sahip bir karotenoittir. Islenmis iiriinlerde dogal
renklendirici olarak yaygimn bir sekilde kullanilir; bununla birlikte, kimyasal yapisi
bilesigi, 151k, oksijen ve sicaklik gibi ¢evresel faktorlere karsi duyarli hale getirir.
Mikrokapsiilleme teknigi, bilesigin stabilitesini ve c¢oziiniirliigiinii arttirmak icin
kullanilir. Proses verimliligi kapsiilleme ajanlarina ve operasyonel parametrelere
baghdir. Yapilan calismada, duvar malzemesi olarak Gum Arabic (GA) ve
Maltodextrin (MD) farkli oranlarda kullanilmistir. Tiim formiilasyonlar, ¢ekirdek ve
duvar malzemesi arasinda ayni oranla hazirlanmigtir. Formiilasyon 0:100 (MD: GA),
toplam ¢Oziiniir katilarin %40 (%74,91-222,40 ug/g) ve iyi bir islem verimi (%61,07)
ile en yiiksek mikrokapsiilleme verimliligini gostermistir. Norbixin mikrokapsiilleri,
diizgiin bir partikiil ¢api, iyi homojenlik, yliksek ¢Oziiniirlik (>% 90), diisiik nem
(%2,86) ve antioksidan aktivite (77,77 pumol TE/g kuru 6rnek) gostermistir. Stabilite
calismalari, sulu model sisteminde, 300 dakika boyunca 60, 90 ve 98 °C'lik
sicakliklarda gerceklestirilmistir. Termal bozunma kinetikleri, birinci dereceden bir
kinetik reaksiyon izlemistir. Norbixin mikrokapsullerinin bozunmasi icin gerekli olan
aktivasyon enerjisi (Ea=15,08 kcal/mol), kapsiillenmemis norbiksin (Ea=7,61
kcal/mol) igin gerekli olandan iki kat daha ylksek bulunmustur. Calisma sonucunda,
spreyle kurutma ile mikrokapsiilleme isleminin, norbixinin termal stabilitesini

gelistirdigi bildirilmistir [37].

1.2 Tezin Amaci

Bu calisma ile safran ¢icegi (Crocus sativus L.) stigmalarindan renk maddelerinin
ultrason destegiyle ekstrakte edilmesi, yanit yiizey yontemi ile optimum ekstraksiyon
kosullarinin belirlenmesi, ekstrakte edilen optimum renk bilesenlerinin biyoaktif
bilesenlerinin ve renk parametrelerinin tespit edilmesi, stabilizasyonun saglanmasi igin
renk maddesi olan krosin bilesigine piiskiirtmeli kurutucuda mikrokapsiilasyon

isleminin gerceklestirilmesi, Uretilen krosin yukli mikrokapsillerin morfolojik, renk

8



ve Dbiyoaktif 0zelliklerinin saptanmasi, mikrokapsillere stabilizasyon testleri
gerceklestirilerek reaksiyon kinetiginin incelenmesi ve elde edilen gida boyasinin bazi

gida matrikslerinde uygulanabilirligi lizerine arastirma yapilmasi amaglanmigtir.

1.3 Hipotez

Safranin renk maddesi olan krosinin, ultrason destekli ekstraksiyonun optimizasyonu
ile optimum ekstraksiyon kosullarinin tespit edilmesi; enkapsilasyon islemi sayesinde
renk maddelerinin stabilitesinin saglanarak, bu bilesenlerin daha iyi sekilde muhafaza
edilmesi ve fonksiyonelliginin artirilmasi; ayrica, stabilite testlerinin uygulanmasiyla,
mikrokapsullerin model sistem iizerindeki performansinin belirlenmesi bu ¢alismanin

hipotezini olusturmaktadir.



BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER

2.1 Gida Boyalan

Kiiresel gida boya piyasast son yillarda hizla biiyiimektedir ve bu biyimenin yillik
bazda %10 ile %15 oranlar1 arasinda artmasi beklenmektedir [38]. Renk, gidanin
genellikle lezzet, glvenlik ve genel kalite ile ilgili 6nemli duyusal ozellikleriyle
baglantili olmakla birlikte, {iriinlin pazarlama basarisint da biiylik Olgiide
etkilemektedir. Yapay olarak elde edilen renklendiricilerin dogal muadillerle
degistirilmesi konusunda artan bir ilgi vardir, ¢lnk{ bu renk maddelerinin hiperkinezi,
deri dokuntisu, timorler, bobrek hasari ve migren dahil olmak {izere pek gok olumsuz
saglik etkileri bulunmaktadir [39]. Dogal renklendiricilerin zararsiz olmasi ve faydali
saglik etkilerinin yanisira genis bir renk yelpazesi avantaji sagladigi da goriilmektedir
[40]. Bununla birlikte, sentetik gida renklendiricilerinin yiiksek stabiliteye sahip
olmasi ve diisiik maliyetle elde edilmesi nedeniyle gida sektorii tarafindan dogal
renklendiricilerin  kullanimi sinirhdir [41]. Ayrica, federal otoriteler tarafindan

onaylanan sadece birkag¢ dogal alternatif bulunmaktadir [42], [43].

Dogal gida boyalar1 alanindaki bilimsel aragtirmalar uluslararasi deger kazanmistir
[44], [45], [46]. Clinkii dogal segeneklerin yelpazesini genisletmek ve yeni kaynaklar
bulmak icin (bitkiler, algler ve bocekler), ayni zamanda hedef bilesiklerin
(antosiyaninler, karotenoidler ve pancar tirevleri vd.) verimli bir sekilde geri

kazanilmasi igin siirdiiriilebilir stireglerin gelistirilmesi gerekmektedir [43].

Genel olarak pigmentler, boyalar ve renklendiriciler olarak ifade edilen renklendirme

maddeleri, iirlinlerin rengini gelistirmek veya renk kaybini dengelemek icin gida
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endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal renklendiriciler, dogala 6zdes
renklendiriciler ve sentetik renklendiriciler gida endiistrisinde kullanilan baslica
renklendirici maddelerdir. Dogal renklendiriciler, bitkiler (karotenoidler ve pancar
kirmizist), bocekler (karminik asit ve kermesik asit) ve mikroorganizmalar (Monascus

kirmizist ve Penicillum kirmizisi) gibi canli organizmalardan elde edilir [47].
Renk maddeleri yasal diizenlemelere gore iki sinifta incelenebilir. Bunlar,

1. Sertifikal1 (onayl1) renk maddeleri (sentetik renk maddeleri)

1.1. Boyalar

1.2. Boyarmaddeler

2. Sertifikasiz (onaysiz) renk maddeleri (dogal renk maddeleri) [48].

Gida katki maddeleri ile ilgili ¢aligmalar, WHO ile FAO’nun 1956 yilinda
olusturdugu, JECFA adli ortak uzmanlar kurulu tarafindan yapilmaktadir. JECFA’nin
yapmis oldugu analiz raporlarmi, Codex Alimetarius Commision (CAC) tarafindan
degerlendirilip katki maddeleriyle ilgili dozlar1 belirleyip Codex’te yayinlamaktadir.
Pek c¢ok (lke ulusal mevzuatlarini diizenlerken bu komisyonun belirledigi Codex
Alimentarius belgelerini referans almaktadir. Ulkemizde, gida katki maddeleri ve bu
katkilar igin izin verilen maksimum miktarlar g¢esitli tarihlerde ek yonetmeliklerle
degistirilen Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Yonetmeligi’nde belirtilmektedir. TGK’da tim
katki maddeleri, CAC ve Avrupa toplulugu (EC) tarafindan degerlendirilen ve
onaylanan E kodu ile belirtilen maddelerdir. E numarasina gore gida katki
maddelerinin siniflandirilmasinda renklendiriciler E 100-180 arasinda yer almaktadir
[48], [49]. Cizelge 2.1’de TGK ’ne goére gidalarda kullanimina izin verilen
renklendiriciler, Cizelge 2.2°de TGK’ne goére gidalarda kullanilabilecek maksimum

renklendirici miktar1 verilmistir [49].
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Cizelge 2.1 TGK’ne gore gidalarda kullanimina izin verilen renklendiriciler [49]

EC Kodu Genel Ad1
E 100 Kurkumin
E 101 Riboflavin, Riboflavin-5-fosfat
E 102 Tartrazin
E 104 Kinolin saris1
E 110 Sunset Yellow FCF, Orange yellow S
E 120 Kosineal, Karminik asit, Karminler
E 122 Azorubin, Karmosin
E 123 Amarant
E 124 Ponso (ponceau) 4R, Kosineal Red A
E 127 Eritrosin
E 128 Red 2G
E 129 Allura Red AC
E 131 Patent Blue V
E 132 Indigotin (Indigo Karmin)
E 133 Brillant Blue FCF
E 140 Klorofiller ve Klorofilinler
i.Klorofiller, ii.Klorofilinler
E 141 Klorofiller ve klorofillerin bakir kompleksleri

i.  Klorofillerin bakir kompleksleri
ii.  Klorofilinlerin bakir kompleksleri

E 142 Green S
E 150a Sade karamel(*)
E 150b Kostik stlfit karamel
E 151 Brillant Black BN, Black PN
E 153 Bitkisel karbon
E 154 Brown FK
E 155 Brown HT
E 160a Karotenler
i.Karisim halindeki karotenler, ii.Beta-karoten
E 160b Anotta, Biksin, Norbiksin
E 160c Paprika ekstrakti, Kapsantin, Kapsorubin
E 160d Likopen
E 160e Beta-apo-8’-karotenal
E 160f Beta-apo-8’-karotenik asidin etil esteri
E 161b Lutein
E 1619 Kantaksantin
E 162 Pancar kokii kirmizisi, Betanin
E 163 Antosiyaninler
E 170 Kalsiyum karbonat
E171 Titanyum dioksit
E172 Demir oksit ve hidroksitler
E 173 Alliminyum
E 174 Giimiis
E 175 Altin
E 180 Litolrubin BK

(1) Karamel, agik veya koyu kahverengi Urunlerde renklendirme i¢in kullanilmaktadur.
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Cizelge 2.2. TGK’ne Gore Gidalarda Kullanilabilecek Maksimum Renklendirici
Miktar1 [49]

Gida Max. Doz
Alkolstiz aromali i¢ecekler 100 mg/I
Meyve ve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Sekerlemeler 300 mg/kg
Susleme ve kaplama uriinleri 500 mg/kg
Firincilik diriinleri 200 mg/kg
Yenebilir buz 150 mg/kg
Aromali eritme peynirleri 100 mg/kg
Tathlar (aromali siit iiriinleri dahil) 150 mg/kg
Soslar, ¢esni ve tursular 500 mg/kg
Hardal 300 mg/kg
Balik ve kabuk ezmeleri 100 mg/kg
On pisirme uygulanmis kabuklular 250 mg/kg
Somon balig1 benzerleri 500 mg/kg
Surimi 500 mg/kg
Balik yumurtasi 300 mg/kg
Fiime balik 100 mg/kg
-Kuru patates, tahil veya nisasta bazli ¢erezler 200 mg/kg
-Patlamig veya hacimlendirilmis ¢erezler
Diger cerezler 100 mg/kg
Peynirlerin yenilebilen kabuklar1 ve kiliflart QS
Diyet amacgh gidalar 50 mg/kg
Tibbi kontrol altinda kullanilan formiiller ve ek gidalar 50 mg/kg
Sivi gida takviyeleri 100 mg/I
Kat1 gida takviyeleri 300 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Bitkisel protein bazli et ve balik analoglari 100 mg/kg
Alkollu ickiler 200 mg/l

2.1.1 Sentetik Gida Boyalari

Sentetik gida boyalari, gida triinlerine yogun ve kalic1 renk verme 0zellikleri, dogal
boyalarinin kararsiz olmasi ve gida isleme sirasinda kolay bozunmaya ugramasi gibi
nedenlerden dolayr gida endiistrisinde tercih edilmektedir. Cok yaygin olarak
kullanilan bu gida boyalari, Avrupa birligi kuruluslar tarafindan, 94/36/WE sayili
yonerge uyarinca diizenlenip, kontrol edilmektedir. Tartrazine, Kinolin Sarisi, Sunset
Yellow, Karmosin, Amarant, Ponceau 4R, Eritrozin, Allura Red, Patent Mavisi, Indigo

Carmine, Brillant Blue FCF ve Brown HT en fazla kullanilan sentetik boyalardir [50].

Dogal boya iiretimi ile kiyaslandiginda iiretim maliyetlerinin ¢ok daha diisiikk olmasi
gibi avantajlar, insan organizmalar1 iizerindeki olumsuz etkilerini dogrulayan birgok

kaynaga ragmen diireticilerin bunlar1 kullanmasini tesvik etmektedir. Ornegin, azo
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boyalari, yetiskinlerde siklikla bas agrisina neden olan ve genellikle dikkati dagitan ve
hiperaktif hale getiren aromatik aminlere dogal bagirsak florasinda ayrigmaktadir [50].

Bazi renk maddelerinin saglik {izerine olumsuz etkileri, Cizelge 2.3 ‘te verilmistir
[51].

Cizelge 2.3 Baz1 gida boyalarimin saglik tizerine olan olumsuz etkileri [51]

Ad1 Renk Yan Etkileri

Tartrazin Sar1-portakal Alerji

Kinolin saris1 Sar1-portakal Alerji, kanser, bobrek bozuklugu
Sunset yellow Sari-portakal Alerji, kanser
Karmosin/Azorubin Kirmizi Alerji, kanser, dogum kusurlart
Amarant Kirmiz1 Alerji

Ponceau 4R Kirmizi Alerji

Eritrosin BS Kirmizi Alerji

Patent Blue V Mavi Alerji

Indigo/Indigotin Mavi Alerji

Brillant Blue FCF Mavi Alerji, kanser

Carbon Black/ Vegetable Carbon  Kahverengi-siyah Alerji

Sentetik renk maddelerinin sentezi i¢in baslangic maddesi olarak komiir katrani
kullanildigindan, bu renk katkilarina komiir katrani boyalar adi verilir. Cogu yapay
boya, yapisinda —(N=N)- grubu i¢erdiginden, azo boyalar da denilmektedir. Tartarizin,

Amarant, Ponceau 4R bu renk grubuna 6rnek gosterilebilir [48].

Bu renk maddelerinin kullanilabilmesi igin izin (sertifika) alinmasi gerektiginden
bunlara “sertifikali renk maddeleri” de denir. Sertifikali renk maddelerinin timii yapay
olarak elde edilmektedir. Azo Boyalar, Trifenilmetan, Floresan Tip, Siilfonatli Indigo
suda ¢6zlinen FD&C dyes sertifikali renk maddeleridir [48].

Sentetik renk maddeleri boyalar (dyes) ve boyarmaddeler (lakes) olarak iki grupta
incelenmektedir. 1959 yilindan sonra boyarmaddeler bu gruba eklenmistir. Boyalar
suda ¢6zuinen, boyarmaddeler suda ¢6ziinmeyen pigmentlerdir ve renk maddeleri esas
olarak boyalardir. Gida maddelerine, boyalar, ¢6zundikten sonra; boyarmaddeler
coziinmeyen pigmentler olarak dispersiyon fazinda uygun ¢oziiciide hazirlandiktan
sonra, kullanim amacina gore katilarak etkilerini gosterip, renk vermektedir. Boyalar

su bazli, boyarmaddeler yag bazli iirtinlerde kullanilmaktadir. Bu renk maddeleri toz,
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graniil, sivi, sulandirilmis, macunsu gibi farkli formlarda bulunmaktadir. Boya
maddesi ortama homojen olarak dagitilarak ya da dolgu materyaline karistirildiktan

sonra kullanilir [48].

Sentetik boyalar, nemli yapisal ¢esitlilik gostermektedir. Endiistriyel 6lgekte daha sik
kullanilan boyalarin kimyasal smiflar1 azo, antrakinon, kiikiirt, indigoid, trifenilmetil
ve ftalosiyanin tlirevleridir. Bununla birlikte, endiistride su anda kullanilan sentetik
boyalarin biiylik ¢ogunlugunun azo tiirevleri oldugu vurgulanmahidir. Azo keto
hidrazon dengesinin, azo boya sisteminin birgogunun kolayca parcalanmasinda hayati

bir faktor olabilecegi bildirilmektedir [52].

Bu renklendiriciler, baz1 iilkelere 0zgli 6zel numaralandirma sistemlerine gore
belirlenmektedir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri FD & C sayilarini (gidalarda,
ilaglarda ve kozmetiklerde kullanim ic¢in onaylanmis kimyasallar), Avrupa Birligi
(AB) E sayilarini kullanir. Tim sentetik renklendiriciler yogun toksikolojik analizlere
tabi tutulmaktadir. Brillant Blue FCF, Indigo Carmin, Fast Green FCF, Eritrosin zayif
emilir ve az toksisite gosterir. Alura Red AC'nin yiiksek konsantrasyonlar: (yilizde
10'dan daha fazla) psikotoksisiteye ve Tartrazin asir1 duyarli kisilerde bazi
reaksiyonlara neden olmaktadir. Sentetik renklendiriciler, tim (Ulkelerde evrensel

olarak onaylanmamustir [53].

1800’11 yillarin 2. yarisindan sonra sentetik gida boyalari dogal boyalarin yerini
almaya baslamis ve bu zamandan 2000’li yillara kadar gecen siirede sentetik boyalarin

sayis1 yaklasik 5000 civarina ulagmistir [54].

FDA tarafindan son yillarda yapilan yasal diizenlemelerde kullanimina izin verilen
yapay boyalarin sayist 700’den 7’ye diismiistiir. AB tarafindan kullanimina izin
verilen renklendiriciler ¢ok siki bir sekilde kontrol edilip ve 94/36/EC sayili yonerge
ile dizenlenmektedir [50], [51].

Sentetik renklendiricilerin tlketimine bagli olarak saglik Uzerinde bazi olumsuz
bulgulara rastlanilmasi nedeniyle, bu katkilarla ilgili FAO ve WHO tarafindan diizenli
bir sekilde gergeklestirilen toksikolojik aragtirma sonuglarina gore, diizenlemeler
yapilip, kullanim limitleri giincellenmektedir [51]. Cizelge 2.4’te ABD ve Avrupa’da

kullanilan sentetik gida boyalar1 verilmistir.
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Cizelge 2.4 Sentetik gida boyalar1 [53]

Yaygin ismi ABD (FD&C)  Avrupa(E) Kullanildig iiriinler

Allura red AC FD&C red no. 40 Jelatin, puding, stit drdnleri,

igecekler, sekerlemeler,

Brilliant blue FCF~ FD&Cblueno.1  E133 Icecekler, ~ ~sckerlemeler,
suruplar, siit iiriinleri

Eritrosin FD&C red no. 3 E127 Likor

Icecekler, puding,

Fast green FCF FD&C green no. 3 dondurma, sekerleme, serbet

indigo carmine FD&C blue no. 2 E132 Sckerleme, dondurma, firm
ardnleri

Firmn urtinleri, tahul,

Sunset yellow FCF FD&C yellowno. 6 E110 dondurma, sosis, icecek

Firin urinleri, tahil,

Tartrazine FD&C yellowno. 5 E102 O
dondurma, sosis, icecek

2.1.2 Dogala Ozdes Gida Boyalar1

Dogal materyallerden elde edilen bazi bilesenlere kontrollii sartlarda gesitli islemlerin
uygulanmasi sonucunda olusan renk maddeleridir. Karamel, klorofilin ve bakir

kompleksleri 6rnek olarak verilebilir [48].

2.1.2.1 Karamel

Karamel rengi, 150 yildan uzun siiredir yiyecek ve iceceklerde kullanilmaktadir ve
diinya ¢apinda bir renk katki maddesi olarak diizenlenmistir. Karamelli renkler (CAS
No. 8028-89-5), cesitli yiyecek ve icecek iirlinlerinde renk katkisi olarak kullanilan
kirmizimsi-koyu kahverengi renklerindeki sivi veya toz formda bulunan renk

katkilaridir [55].

Karamelli renkler, kontrollii 1s1 (karamelizasyon) ve isleme kosullar1 altinda
karbonhidratlarin 1sitilmasiyla iretilen bilesiklerin karmagik bir karigimidir ve
imalatinda kullanilan bilesenlere gore dort sinifa ayrilir: Sinif I: Diiz Karamel; Siif I1:
Sulfit Karamel; Sif III: Amonyak Karamel, ve Smuf IV: Silfit Amonyak

Karamelleri. Yanmus seker kokusu ve hos, hafif aci tad ile karakterize edilirler, ancak
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cogu gida uygulamasinda gerekli olan normal seviyelerde bitmis iiriine 6nemli bir tat

vermezler [55].

Karamel rengi, karamelizasyon islemine yardimci olmak ve daha fazla renk yogunlugu
saglamak igin farkli derecelerde (6rnegin asitler, alkaliler, siilfit ve amonyum igeren
bilesikler) ve farkli sicakliklarda karbonhidratlar1 isitmak suretiyle kontrolli bir
pisirme prosesiyle {iiretilir. Amerika’da, yiiksek dekstrozlu musir surubu, karamel
renginin tiretiminde yaygin olarak kullanilan bir karbonhidrattir, ancak seker, glukoz,
glikoz suruplari, fruktoz, sukroz, bal ve melas da baslangi¢ karbonhidratlar: olarak
kullanilmaktadir. Her biri birbirinden farkli kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklere sahip
olan, gida ile uyumluluk saglayan ve istenmeyen etkilesimleri (pus, flokiilasyon,

ayirma Vb.) ortadan kaldiran dort farkli karamel rengi tiretilir [55].

Karamel renkleri iiretiminde kullanilan asitler; stlfirik veya sitrik asitlerdir, ancak
fosforik, asetik veya karbonik asitler de kullanilabilir. Sodyum, potasyum, kalsiyum
hidroksitler veya bunlarin karigimlar1 yaygin olarak kullanilan alkalilerdir. Kullanilan
tuzlar; karbonat, hidrojen karbonatlar, silfatlar ve amonyum, sodyum, potasyum veya
kalsiyum fosfattir. Kullanilan amonyum bilesikleri, amonyum karbonat, amonyum
hidrojen karbonat ve amonyum hidroksit, amonyum stlfat, amonyum fosfat, amonyum
stilfit ve amonyum hidrojen siilfittir. Kullanilan siilfit bilesikleri; sulflirdz asit, hidrojen
stlfit ve sdlfitler, potasyum, sodyum ve amonyum bislfitlerdir. Yag asitlerinin

poligliserol esterleri, koplk 6nleyici maddeler olarak kullanilabilir [55].

Bu renklendirici maddelerin her sinifi, benzersiz fonksiyonel 6zellikleri ile 6zel olarak
renklendirme amaciyla kullanilir ve karamelize sekerlerden ve diger katki
maddelerinden yapilan karamelize seker suruplarindan ayirt edilebilir [56]. Her ne
kadar renk kullanimima yonelik olsa da, bu maddeler gidalarda baska fonksiyonel
etkiler de gosterebilirler. Ornegin, kolloidal sistemleri stabilize ettikleri ve emulsifiye
edici Ozelliklere sahip olduklari, boylece tadin tutulmasini ve esansiyel yaglar gibi
suda ¢Oziinmeyen bilesenlerin dagilimini kolaylastirdigi bilinmektedir. Karamel
renginin, giines 1s1ginin bir sonucu olarak bazi igeceklerde meydana gelen lezzet

degisikliklerini geciktirdigi de bilinmektedir [55].

Yapilan mevcut ¢aligmalar karamel renklerinin genotoksik veya karsinojenik olmadigi

ve maruz kalma tahminlerinin karamel renk ve bilesenlerin alimmin glvenlik riskleri
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olusturmadigin1 gostermektedir. Karamel renklerinin normal alimlari igin EFSA

tarafindan belirlenen ADI degeri, 300 mg/kg/giin altindadir [55].

2.1.2.2 Klorofilinler ve Bakir Kompleksleri

Klorofilinlerin alkali tuzlari, yenilebilir ot, bitki, yonca ve isirgandan elde edilen,

potasyum ve/veya sodyum tuzlaridir [57].

Bakir klorofilin (Cu-Chl), dogal yesil pigment olan klorofilin yar1 sentetik bir
tarevidir. Klorofil pigmentine gore daha fazla hidrofilik 6zellik, tinktoryal gug, asit ve
1s18a karst daha yiiksek stabilite gibi baz1 teknolojik avantajlar gosterir [58]. Dogal
kaynaklardan elde edilen [57] ham klorofilin merkez atomu olan magnezyum yerine

bakir iyonunun baglanmasiyla bakir klorofilin bilesigi elde edilmektedir [54].

Dogal klorofiller birka¢ nedenden dolay1 renklendirici olarak nadiren kullanilmaktadir.
Birincisi, karotenoidler, saflastirma asamalarimi vazgecilmez hale getiren, g¢esitli
bilesime ve degisken pigment seviyelerine sahip iiriinler ile sonuglanan, fosfolipitler
ve diger yagda ¢oziinen maddelerle birlikte dziitlenir. Ikincisi, kullanilan endojen bitki
enzimleri ve ekstraksiyon kosullari, hassas klorofiller iizerinde kimyasal
modifikasyonu  kolaylastirarak  feofitinler ~ve feoforitler gibi  istenmeyen
kahverengimsi-yesil bozunma iiriinlerini iiretebilir. Sonug olarak, s6z konusu zorluklar
dikkate alindiginda, liretim maliyetleri ¢ok yiiksektir ve bu nedenle dogal klorofillerin
renklendirici olarak yaygin bir sekilde uygulanmasini sinirlamaktadir. Bu
siirlamalarin bazilarinin Gstesinden gelmek amaciyla, klorofilinler olarak adlandirilan
yari-sentetik, metal-selatlanmis ve suda ¢oziiniir, daha yiksek stabilite ve tinktoryal

mukavemete sahip klorofil tirevleri renklendiriciler tiretilmistir [54].

Sodyum bakir klorofilin, toz veya sivi halde bulunur ve ¢ogunlukla karotenoidler veya
kurkumin ile kombinasyon halinde, tatlilar, dondurma, tatlilar, peynir ve salatalik
lezzetlerinde bir renklendirici olarak Avrupa'da kullanilmaktadir [54]. Hem klorofil
hem de bakir klorofilin, Avrupa ve Brezilya'da gida renklendiricisi olarak izin
verilirken; bakir klorofiline Amerika Birlesik Devletleri'nde sadece dis macunu ve
narenciye igeceginde izin verilmektedir [58]. Bakir Klorofillerin ¢ok farkli gida
maddelerinde kullanimina Tiirk Gida Kodeksinde izin verilmistir [57].
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2.1.3 Dogal Gida Boyalar:

Gidalarin rengi, tiiketici tercihini etkileyen en 6nemli faktdrlerden biri oldugundan
renk maddeleri gida sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda bazi
sentetik gida boyalarinin saglik iizerine olumsuz etkilerinin agiga ¢ikmasiyla dogal
kaynaklara olan egilim artmis ve bu kaynaklardan elde edilen boyalar iizerine yapilan

caligmalar giderek 6nem kazanmustir [59].

Dogal renk maddeleri bitki, hayvan ve mineral maddelerin yapisinda dogal olarak
bulunan ya da mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen bilesiklerdir. Anotto,
antosiyaninler, karotenler, klorofil, kurkumin (turmerik), talk, titandioksit dogal renk
maddelerine 6rnek verilebilir. Bitkisel kokenli renk maddeleri ¢esitli ¢ozgenlerle
ekstraksiyon yoluyla elde edilir. C6zgen olarak genellikle su, etilalkol veya aseton
kullanilir [60].

En dogal renklendiriciler, bitki dokularindan elde edilen ekstraktlardir. Bu ekstrelerin
gida endiistrisinde kullanimi, tutarli renk yogunluklarinin olmamasi, 1518a ve sicaga
kars1 dengesizlik, arz degiskenligi, diger gida bilesenleriyle reaksiyon ve ikincil lezzet
ve kokularin eklenmesi gibi, bazi problemlere sahiptir. Ayrica, bircogu suda ¢éziinmez
ve bu nedenle, gida iirlinli boyunca esit bir dagilim elde etmek igin bir
emdilsiyonlagtirict eklenmelidir [53]. Cizelge 2.5’te dogal gida renklendiricileri

gorulmektedir.

Renk, gidalarin en 6nemli o6zelliklerinden biri olup, kalite gostergesi olarak kabul
edilmekte ve siklikla kabul gérmektedir. Meyve iiriinleri gibi dogal olarak renkli olan
birgok gida, isleme sirasinda renk kayiplarina ugramasmna bagli olarak
renklendiricilerin kullanilmasimmi gerektiren bazi durumlar olusmaktadir. Dogal
renklendiriciler, kullanimda daha yiiksek maliyet ve daha diisiik stabilite dahil olmak
lizere, sentetik triinlere kiyasla bircok dezavantaja sahiptir. Ancak insanlar, zararsiz ve
hatta saglikli olduklar1 disiiniilen dogal pigmentleri tercih ederek, sentetik
renklendiricilerin giderek onlenmesini saglamistir. Bu gereksinimler diinya ¢apinda
¢ok sayida diizenlemeler gerektirmistir. Ornegin, XXI yiizyilin basina kadar Amerika
tarafindan izin verilen sentetik renklendiriciler listesi 700'den sadece yediye,
diigmiistiir. Tiim gida renklendiricileri i¢in mevcut pazarm 1 milyar dolar oldugu

tahmin edilmektedir. Dogal pigmentler toplamin sadece dortte birine karsilik
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gelmektedir. Simdiye kadar, sentetik renklendiriciler i¢in olan pazar, dogal gidalarin

lehine dontisme egilimindedir [1].

Cizelge 2.5 Dogal gida renklendiricileri [53], [61]

. Kullanildig:
Ki 1 sinifi Renk Bitki k g Pigment .
1myasal siniii 1tK1 Kaynagi g Uriinler
Antosiyaninler Icecek,

Cilek (Fragaria pelargonidin 3-

Kirmizi sekerleme, meyve

trleri) glukozit uruinleri, konserve
. Uziim (Vitis  Malvidin :
Mavi species) 3- glukozit Iecek
Betalain Kirmizi Pancar- (Beta betanin Sut ranleri,
vulgaris) tatlilar
Karotenoidler* Sari- Anatto (Bixa bixi St drainleri,
ixin .
Turuncu orellana) Margarin
Sart Saf_ran (Crocus Krosin Plrln(;" yeme.klerl,
sativus) Firin iiriinleri
Kirmizibiber
Kirmizi- . . .
(Capsicum Kapsantin Corba, sosis
turuncu
annuum)
Turuncu Havu¢c  (Daucus Beta-Karoten Firin trtinleri,
carota) sekerleme
Mantar
Kirmizi (Cantharellus Kantaksantin Sosis, ¢orba, sos
cinnabarinus)
Turuncu- Zerdecal Kurkumin Sut aranleri,
Sar1 (Curcuma longa) Sekerleme
. . Firin triinleri,
Klorofiller MaV|-Ye§11, Meyve, sebzeler Klorofil a, b icecekler, hamur
Sari-Yesil isleri

* Gida boyast olarak kullanilan birgok karotenoid kimyasal olarak sentezlenir.

2.1.3.1 Antosiyaninler

Sentetik boyalarin kullanimina alternatif olabilecek dogal kirmizi renklere biyuk bir
tiiketici talebi vardir. Bu ilgi, yapilan caligmalar, artan tiiketici algis1 ve dogal bitkisel
katki maddelerinin potansiyel fonksiyonel faydasi hakkindaki farkindalik ile biiyiik
Olgiide artmustir [54]. Gucli antioksidan 0Ozelliklere sahip olan bu renklendiriciler,
gidanin sadece estetik degeri ve kalite 6zelliklerine katkida bulunmakla kalmayip, ayni

zamanda olumlu saglik etkileri de saglamaktadir [62].
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Antosiyaninler, pek ¢ok cicek, meyve ve sebze de bulunan kirmizidan pembe, mavi ve
mor renklere kadar degisen genis araliktaki renk maddeleridir [54]. Gida endiistrisi
tarafindan kullanilan geleneksel dogal pigmentlerden kirmizi renkler saglayan
antosiyaninler, dogada yaygin olarak bulunan flavonoidler grubundandir [16]. Suda
¢Oziinen ve zararsiz pigmentler olduklari i¢in, biyo fonksiyonel degeri eklenmis gida
urinlerini renklendirmek icin blylUk bir potansiyele sahiptir. Bununla birlikte,
antosiyaninlere dayanan renk formiilasyonlarmin bazi sinirlamalari  vardir.
Antosiyaninler, pH degisiklikleri, 1s1, 151K, oksijen, sicaklik, metaller, agartma
maddeleri gibi c¢esitli faktorlere karst oldukca duyarlidir [63]. Bu yiizden
antosiyaninlerin  stabilizasyonu 6nemli bir sorundur [64], [65]. Genellikle
antosiyaninlerin rengini ve stabilitesini korumak i¢in kapsiilleme islemi yapilmaktadir.
Antosiyanin gida renklendirici ekstraktlari, konsantre veya toz formunda
bulunmaktadir. Toz formu, kolay nakledildigi ve depolandigi i¢in konsantrelere

kiyasla daha yaygin kullanilmaktadir [62].

Fenolik bilesiklerin alt grubu olan flavonoidler sinifindaki antosiyaninlerin yapist,
aglikonlara (antosiyanidin) bagli sekerlerin glikozitleri formundadir; seker grubu,
antosiyanidinlere mono-, di- veya trisakkarit olarak baglanmaktadir. Glikoz, galaktoz,
arabinoz, ramnoz ve ksiloz mevcut en yaygin sekerlerdir. Antosiyaninler,
antosiyanidinlerin yapisinda bulunan hidroksi ve metoksi gruplarina, sekerin tiiriine,
sayisina ve konumlarina, ayrica sekere bagh alifatik veya aromatik asitlerin yapisina,
sayisina ve kapsamina bagl olarak degisiklik gostermektedir [62]. Aglikonun
yapisindaki hidroksil (-OH) sayis1 arttik¢a mavilik, metoksil (-OCH3) sayisi arttik¢a
kirmizilik artis gostermektedir [60]. Dogada bulunan antosiyaninlerin muazzam
cesitliligi (600'den fazla), onlar1 ¢ok karmasik ve ilging bir grup haline getirmistir.
Simdiye kadar 19 tiir antosiyanidin bilinmektedir, bunlardan sadece alti tanesi
yenilebilir bitkilerde en c¢ok bulunan siyanidin, delfinidin, petunidin, peonidin,
pelargonidin ve malvidindir. Yapisal desenler, turuncu-kirmizidan (pelargonidin)
mavi-mor (delfinidin) 'e kadar renk tonlar1 {iretir [62]. Sekil 2.1 de antosiyaninlerin
kimyasal formulleri gorulmektedir [66]. Antosiyaninler goriiniir bolgedeki 15181
emerler, ¢iinkii asidik kosullar altinda heterosiklik oksijen halkasinda protonlanirlar

[54].

Antosiyaninler, en iyi dogal renk maddelerinden olmalarina ragmen, stabil yapiya

sahip olmamas: ve zor elde edilmelerinden dolay1 yaygin bir kullanim alanina sahip
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degildir. Uziimsti meyveler, sebzeler, kokler, yumru kokler, soganlar (¢igek soganlari),
baklagiller ve tahillar, baz1 yaprak ve ¢igekler énemli antosiyanin kaynaklari olarak

sayilabilir. Mirver, yaban mersini, acai, siyah tzim, kirmizilahana, siyah havug, tatl

patates, kirmiziturp ve kirmizi patates, mor musir 6rnek olarak gosterilebilir [51], [66].

oH
OH
. OH o
HO. 0 OH o; / \
™ F ne 4 oH
& OH
OH OH OH

Pelargonidin Cyanidin Delphinidin

OCH;

Peonidin Petunidin Malvidin

Sekil 2.1 Onemli antosiyaninler [66]

2.1.3.2 Klorofiller

Dogal klorofiller, asil iglevi dinyadaki yasam i¢in temel sure¢ olan fotosentez olup,
dogada en bol bulunan yesil renkli pigmentlerdir. Bununla birlikte, dogada bu kadar
actk bir sekilde bulunmasina ragmen, renklendirici olarak kullanimi kimyasal
dengesizlikleri ve yiiksek iiretim maliyetleri nedeniyle olduk¢a kisithdir. Gergek bir
kullanim potansiyeli olan suda c¢oziinen metal-selatli klorofil tiirevleri elde
edilmektedir. Bu pigmentlerin, essiz fizikokimyasal ve fotokimyasal 6zelliklere sahip
olmasina bagl olarak gida renklendiricisi ve ¢ok ¢esitli diger endustriyel uygulamalar
icin kullanimi Onerilmistir. Klorofiller, insan sagligina potansiyel yararli etkiler
uygulamak ve seckin biyolojik aktiviteleri i¢in de arastirilmistir. Biitiin yesil bitki
0zleri ve dogal klorofil tlirevli pigmentler, ¢esitli diyet ve tibbi kullanimlar i¢in farkli
farmasotik formlarda pazarlanmaktadir. Popiiler tedavi yontemleri arasinda,
antiinflamatuar aktivite, yara iyilesmesini hizlandirici, immiin modiilator 6zellikleri ve

geriatrik ve ileostomi hastalarinda vicut deodorizasyonu yer almaktadir [54].
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Klorofiller, fotosentez icin gerekli pigmentlerdir ve tiim bitkilerde, egrelti otlarinda,
yosunlarda, ayrica su ve deniz ortamlarindan yosun ve bazi fotosentetik bakterilerde
bulunabilir. Yeryiiziinde yasam, fotosenteze dayanir ve klorofillerin yani sira bazi
ilgili  tetrapiroller ve karotenoidler, gilines enerjisinin kimyasal enerjiye
doniistiiriilmesinin - ve aymi zamanda maddelerin  olusturulmasinin  kompleks

diizenleyici islevinden sorumludur [54].

Klorofiller, bir klorin yaris1 ve genellikle diterpen fitolt olan uzun bir alkolik karbon
zincirinden olusan lipofilik bilesiklerdir [67]. Bitkilerde ve fotosentetik
organizmalarda bulunan bazi dogal klorofiller zaten tanimlanmistir ve klorofil a, b, c,
d ve e isimleriyle bilinmektedir. Daha yiksek bitkilerde sadece klorofil a, b ve
bunlarin feofitinler, klorofilidler ve feoforiirler gibi kendi pargalanma metabolitleri
bulunur. Klorofil a ve b'ye ek olarak, klorofil c, d ve e, alg icinde ve fotosentetik
bakterilerde de bakteriyoklorofiller bulunur [54]. Klorofil fotosentetik porfirin
pigmentinin biitiin siniflarin1 kapsamaktadir. Sekil 2.2°de klorofil a ve klorofil b’nin

kimyasal yapis1 goriilmektedir [68].

Klorofiller uzun zamandan beri sadece yasam sistemindeki dnemlerinden dolay1 degil,
ayn1 zamanda renklendirici olarak sinirlt uygulama alanlarindaki dogal pigmentler ile
potansiyel olusturmalar1 nedeniyle de dikkat ¢ekmistir. Dogal klorofillerin yogun yesil
rengi, gidalarda, farmasotik ve kozmetik tiriinler ile tuvalet Grlnlerinde ticari olarak
temin edilebilen lipit-¢oziilebilir katki maddeleri olarak yararli olabilecegini
diistindiirmektedir [54].

QCH
CO0-fitil

Sekil 2.2 Klorofil a ve klorofil b’nin yapis1 [68]
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Dogal klorofillere Bati Avrupa'da gida renklendiricileri olarak izin verilir ve bunlar
yesil yapraklardan ve ¢esitli yosunlardan elde edilebilir. Bununla birlikte, uygulamada
dogal klorofiller birka¢ nedenden dolay1 renklendirici olarak nadiren kullanilmaktadir.
Birincisi, karotenoidler, daha sonra saflagtirma asamalarin1 vazgecilmez hale getiren,
cesitlendirilmis bilesime ve degisken pigment seviyelerine sahip {iriinler ile
sonugclanan, fosfolipitler ve diger yagda ¢oziinen maddelerle birlikte 6ziitlenir. Ikincisi,
kullanilan endojen bitki enzimleri ve ekstraksiyon kosullari, hassas klorofiller {izerinde
kimyasal modifikasyonu kolaylastirarak feofitinler ve feoforitler gibi gekici olmayan
kahverengimsi-yesil bozunma firlinlerini tretebilir. Sonu¢ olarak, s6z konusu
zorluklar dikkate alindiginda, iiretim maliyetleri ¢cok yiiksektir ve bu nedenle dogal
Klorofillerin renklendirici olarak yaygin bir sekilde uygulanmasini sinirlamaktadir. Bu
siirlamalarin bazilarinin tistesinden gelmek igin, klorofilinler olarak adlandirilan yari-
sentetik, metal-selatlanmis ve suda ¢oziiniir klorofil tiirevleri, daha yiiksek stabilite ve
tinktoryal mukavemete sahip renklendiriciler elde etmek icin alternatif olarak
tretilmistir [54].

2.1.3.3 Betalainler

Betalainler, kirmizi-mor renkli betasiyanatlar1 ve sari-turuncu renkli betaksantinleri
iceren suda ¢ozlnlr azot iceren pigmentlerdir [1]. Betalainler dogal kirmizi-mor
renkler icin izin verilen renklendiricilerdir. Pancardan elde edilen betalainler, gida, ilag
ve kozmetik endiistrilerinde dogal renklendirici olarak genis uygulamaya sahiptir.
[69]. Betalamik asit, tim betalain pigmentleri igin ortak olan kromofordur.

Betalainlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.3’te verilmistir [70].

Betalainler kok, meyve ve ¢igeklerde bulunur. Goriiniir 15181 476—-600 nm arali§inda,
pH 5,0’da maksimum 537 nm de [(betasiyaninler (mor) 540 nm ve betaksantinler
(sar1) ise 480 nm'de] absorbe ederler. Bilinen az sayidaki betalain kaynaklari; kirmizi
ve sar1 renkli pancar (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris), renkli Isvigre pazis1 (Beta
vulgaris L. ssp. cicla), tane ya da yaprakli amaranth (Amaranthus sp.) ve Opuntia ve

Hylocereus cinslerine ait kaktts meyveleridir [1].

Betalainler antosiyaninlerden daha fazla suda ¢ozunirddr. Antosiyaninlerden ¢ kat

daha fazla renklendirme mukavemetine sahiptir [1].
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H

(a) (b) (c)

Sekil 2.3 Betalamik asit (a), betasiyanin (b), betaksantin (c), (Betanin:R1=R,=H,
Rs;=Amin ya da aminoasit grubu) [70]

Betalainler, tatlilar, sekerlemeler, kuru karigimlar, sut ve et Urunleri gibi cesitli
gidalarda kullanilmaktadir. Pancarlardan ¢ikarilan "pancar kirmizisi" olarak bilinen
gida renklendiricisi, Avrupa Birligi ve ABD'de gida renklendirici olarak
ticarilestirilmistir [71]. Ticari pancar renklendiricileri, vakum konsantratorler ile
uretilen %60-65 kuru madde icerigine sahip konsantreler veya dondurarak/puskirtmeli

kurutucularla elde edilen %0.3-1 pigment iceren tozlar olarak mevcuttur [1].

2.1.3.4 Kosinel, Karminik Asit, Karminler

Karminler ve karminik asit, disi Dactylopius coccus Costa 'min kurutulmus
viicutlarindan olusan Kosineal'in su, su-alkol veya alkol ile ekstraksiyonu sonucu elde

edilen kirmizi, suda ¢6ziinen gida renklendiricisidir [72], [73].

Renk maddesi karminik asittir. Karmin, aliminyum ve karminik asitin 1:2 molar
oraninda hidratlanmig aliiminyum selatidir. Antrakinon simifindan bir renklendirici
olan karmin (CzH20013), 7-D-glukopiranozil- 3,5,6,8-tetrahidroksi 1-etil-9,10-
dioksoantrasen2-karboksilik asit yapisindadir [74]. Sekil 2.4’te karminik asidin

kimyasal yapis1 goriilmektedir.
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Sekil 2.4 Karminik asidin kimyasal yapis1 [75]

Guney Amerika ve Meksika’da Opuntia cinsi kaktislerin lzerinde parazit olarak
yasam siiren kosineallar, diger bocekleri kaktiisten uzak tutmak amaciyla kirmizi
renkli karminik asit iceren pigment sentezlemektedir. Boya maddesi, yaklasik doksan
giinliik disi kosineal boceklerinden ekstraksiyon yoluyla elde edilmektedir. Renk
maddesi, bu boceklerin sicak suya batirilmasi, giines 1s1g1nda ya da firinda kurutulmasi
sonucunda elde edilir [74]. Kurutulmus bdcekler %22’ye kadar karminik asit
icermektedir. Renk maddesi kurutulmus bocekten ekstrakte elde edilir; 1 kg
renklendirici iiretmek ic¢in yaklasik 80.000 ila 100.000 bdocegin gerekli oldugu
bildirilmektedir. Ekstraksiyon etanol ile ger¢eklestirilmekte ve kirmizi bir ¢ozelti elde
edilmektedir. Alkol uzaklastirildiktan sonra ana renklendirici bilesik olan %2 ila %4

karminik asit iceren konsantre bir soliisyonla sonuglanir [76].

Kosineal boceklerinden elde edilen karminin ticari trtinleri, bocekten gelen proteinli

maddeleri, ayrica serbest karminat ve alimiinyum kalintilar1 icerebilmektedir [77].

Tiirk Gida Kodeksine gore, E120 Kodu ile kosinal, karminik asit ve karminler, gida
renklendiricisi olarak kullanimina izin verilmektedir [57].

Karmin, gidalarda, et, pasta ve firin lriinlerinde, dondurma, sekerleme, recel ve
marmelatlarda, kurutulmus balik, sakiz, yogurt, elma sarabi, maraska kirazi ve

domates triinlerinde dogal gida boyasi olarak kullanilmaktadir [78].

2.1.3.5 Mikroorganizmalar (Monascus kirmizisi)
Mikrobiyal pigment tiretimi, diger kimyasal islemlerle karsilastirildiginda daha hizlh

ve daha verimli bir islemdir.

Monascus pigmentleri tipik olarak alt1 ana azapilon pigmenti igermektedir. Bunlar; iki

sart pigment (monaskin ve ankaflavin), iki turuncu pigment (rubropunctatin ve
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monascorubrin) ve iki kirmizi pigmenttir (rubropunktamin ve monaskorubramin).
Monascus tarafindan geleneksel pigment iiretimi genellikle kat1 hal fermentasyonu
kullanilarak gergeklestirilir. Endustriyel 6lcekte pigment Gretimi, maliyeti ylksek
oldugu i¢in ekonomik degildir. Bu nedenle, son yillarda, gesitli agro-endustriyel
atiklar, pigment iiretimi i¢in substrat veya katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Misir
unu, fistik unu, hindistan cevizi artig1, soya unu, jackfruit tohumu, tapyoka nisastasi,
lizim atig1 ve bugday taneleri farkli Monascus tirleri igin substrat veya yetistirme

ortami katkir maddeleri olarak kullanilmaktadir [47].

Son yillarda, Monascus gida pigmenti Uretimi ve kullanim1 i¢in Japonya, Amerika

Birlesik Devletleri, Fransa ve Almanya'da kayitli birgok patent bulunmaktadir [47].

2.1.3.6 iridoidler

En iyi bilinen iridoid iceren bitkiler, safran (Crocus sativus L.) ve cape yasemin
meyvesidir (Gardenia jasminoids Ellis). Bununla birlikte, farkli kaynaklardan ¢ok
sayida iridoid bilesigi tanimlanmistir [76]. Iridoidler ve iridiod glikozitleri arasinda
genipin, geniposid ve gardenosid bulunmaktadir. Renksiz iridoidler, en énemli olan
mavi ve kirmizi renk pigmentlerine donistiiriilebilir. Pigment Uretimindeki ilk adim,
B-glukozidaz enzimi kullanilarak aglikon genipini hazirlamaktadir. Bir sonraki asama,
aglikonun aminler, amino asitler veya protein hidrolizatlar ile reaksiyona sokulmasini
icermektedir. Bu, suda ¢oziiniir polimerik maddeler olan pigmentlerin olusmasina yol

acar. Mavi, yesil, sar1 ve kirmiz1 gardenya ticari olarak mevcuttur [79].

Gardenia iridoidlerinde geniposit, ana bilesenidir. Geniposidik asit, kirmizimsi-mor
renkteki sitrik asit Greten polimerlerin fazlalig: ile amino asitlerle (arginin ve glutamik
asit) hazirlanmigtir. Bu polimerler suda ¢oziiniirdiir, pH 3 ila 8 araliginda iyi stabilite
gosterirler, pH 3 ve 4'te iyi bir termostabiliteye sahiptirler, 1s1ga kars1 hassastirlar ve
gida enddistrisi i¢in bir pigment kaynagi olarak kabul edilirler. Geniposid glisin

polimerleri gelistirilmis 151k stabilitesine sahiptir [76].

Gardenia pigmentleri, sekerler, tatlilar, dondurma, eriste, taklit yengeg, havyar, likor,
firmlanmis triinlerde kullanilmak {izere Onerilmistir. Bu pigmentler FDA tarafindan

onaylanmamustir [76].
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2.1.3.7 Karotenoidler

Karotenoidler, bitkiler, algler ve fotosentetik bakteriler tarafindan metabolize edilen
cesitli meyve ve sebzelerde bulunan sari, turuncu ve kirmizi renklerden sorumlu olan
dogal pigmentlerdir [80]. Karotenoidler fonksiyonel gruplarmma gore iki gruba
ayrilabilir; lutein ve zeaksantin dahil olmak (zere fonksiyonel grup olarak oksijen
iceren ksantofiller ve a-karoten, [3-karoten, likopen gibi herhangi bir fonksiyonel grup
olmaksizin sadece ana hidrokarbon zincirini igeren karotenlerdir. Polar gruplarin
eklenmesi (epoksi, hidroksil ve keto) karotenoidlerin polaritesini degistirir ve biyolojik

fonksiyonlart etkiler [81].

Karotenoidler dogal olarak olusan pigment gruplarinin iginde en yaygin olanlaridir.
Karotenoidlerin ¢ogu ksantofillerdir ve yaprak doken agacglarin yapraklarindaki
sonbahar renklerine ve vahsi horoz kusu, flamingo gibi kuslarin etkileyici tiiylerine
katkida bulunurlar. Pek ¢ok kirmizi ve sar1 meyve ve sebzenin cekici renkleri de

karotenoid icerigine baglidir [54].

Karotenoidler, fotosentetik organizmalar, bazi fotosentetik olmayan bakteriler ve
mantarlar tarafindan da sentezlenen en yaygin izoprenoid pigment sinifidir [82].
Karotenoidler, yosunlar, mayalar, kufler, mantarlar, bakteriler ve memeliler de dahil
olmak tizere tiim bitki ve hayvan siniflarinda goériilmektedir [54]. Hayvanlar (bazi
yaprak bitleri hari¢) karotenoidleri sentezleyemedikleri icin, bu bilesikleri tukettikleri
besinlerden karsilamaktadir [54], [82]. Domates, kirmizibiber, safran, misir, papaya,
karpuz, kayisi, turunggiller, seftali, havug, kadife ¢igegi gibi bitkisel;, yumurta, som
balig1, 1stakoz, yenge¢ hayvansal driinlerdeki renklerden sorumlu pigmentlerdir [83],

[84]. Karotenoidlerin fonksiyonlar1 Cizelge 2.6 da verilmistir [76].

Cizelge 2.6 Karotenoidlerin fonksiyonlari [76]

Fonksiyonlan Aciklamasi

Ekolojik fonksiyon Renk, tireme ile iliskilidir, 6rn. tohum rengi, onlar1
dagitan hayvanlari ¢eker.

Fotosentez Klorofil dongiisiinde 1s18a kars1 koruyucu olarak
Ksantofil dongusu Is1ga kars1 koruma
Antioksidan Karotenoidlerin koruyucu roli, antioksidan aktivitesi
ile iliskilidir.
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Karoteniodler 8 adet izoprenoid iinitesinden olusan 40 karbonlu terpenoidlerdir.
Konjuge yapida reaktif ¢ift bag icerir. Kimyasal yapilarina gore karotenoidler;
karotenler (oksijen igcermeyen) ve ksantofiller (oksijen igceren) olmak iizere iki kisimda
incelenir. Karotenler hidrokarbon yapida, ksantofiller ise yapisinda hidroksil, metoksil,
karboksil, keto veya epoksi gibi gruplar icermektedir. a- karoten, f-karoten ve likopen
en yaygin karotenlere; lutein, zeaksantin, kapsantin, kantaksantin, astaksantin, f-
Kriptoksantin, bixin de ksantofillere 6rnek verilebilir. Karotenoidler, yag asitleri,
sekerler ve hatta proteinler dahil olmak iizere diger molekiiller ile bagh yapida
olabilirler. Ksantofiller tipik olarak bircok meyvede ¢igek ve yumrular gibi diger bitki
organlarinda yag asitleri ile esterifiye edilir. Benzer sekilde, krosin ve krosetin
bilesiklerinde oldugu gibi sekerlerle glikozidik baglarla bagli karotenoidler de vardir
[61]. Diger yandan, bazi karotenoidler suda ¢oziiniir ve karotenoidi stabilize ettikleri

goriilen proteinler (karotenoproteinler) ile kompleksler olusturabilirler [85], [86].

Karotenoidlerin renkleri proteinlerle olusturduklar bilesiklerde degisiklik gosterir.
Ornegin, kirmiz1 renkteki antaksantin proteinlerle komplex olusturdugunda mavi renge

doniismektedir [61].

Baz1 karotenoidler, sindirim ve emilim sirasinda oksidatif metabolizma ile degisime
ugrayabilmektedir [54]. Karotenoidler zincir uzunlugu kisaldik¢a sari, uzadik¢a

kirmizi renk alir.

Karotenoidler, ¢ok ¢esitli gidalarin renginden sorumlu olan yagda ¢oziinen
pigmentlerdir [87]. Bunlar genel olarak suda ¢oziinmeyip, yagda ¢dziinen bilesikler
olmasina ragmen, suda ¢ozlinen krosin ve norbiksin gibi karotenoidler de mevcuttur.
Bu bilesikler 151k ve oksijene karsi asir1 duyarlilik gosterirken, isiya karsi farkli
duyarlilik gostermektedir. Isiya karsi karotenler ksantofillere gore daha fazla
direnclidir. Oksidatif parcalanma sonucunda karotenoidlerden ¢esitli aroma bilesenleri
olusmaktadir [61].

Bugiine kadar dogal kaynaklardan yaklagik 750 kadar karotenoid (cis-trans izomerleri
dahil degil) belirlenmis olup, bunlardan kimyasal yapilarina bagli olarak 60 tanesinin
pro A vitamini aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir [54], [61]. Bu bilesiklerden
en 6nemli pro A vitamin aktivitesine sahip olan karotenoidler, a-karoten, 3-karoten ve
B-kriptoksantindir [87]. Likopen dogada ¢ok yaygin bulunmaktadir. Likopenin A

vitamini aktivitesi olmamasina ragmen, p-karotenden daha fazla antioksidan
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kapasiteye sahip olan bir karotendir [61]. Safran stigmalari, yuksek antioksidan
Ozelliklere sahip 6nemli miktarda karotenoid icermektedir [24]. Bazi karotenoid

bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.5 de verilmistir [61].

Bitkilerde karotenoidler serbest formda veya yag asitleri ile esterlesmis olarak
bulunabilmektedir. Her ne kadar esterifikasyon, karotenoidin kromofor 6zelliklerini
degistirmese de kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini degistirmektedir [88]. Bu dzellikler
aynt zamanda karotenoid molekiiliine bagli olan yagli asit tiiriine de baghdir.
Esterifikasyon, yiiksek lipofilik molekiillerin lipit agisindan zengin plastoglubullar

icerisine entegrasyonuna yardimci olarak karotenoid depolanmasini kolaylagtirir [89].

Karotenoidler, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirebilen ve biyolojik rollerini
etkileyebilen yag asitleri, sekerler, proteinler veya diger bilesiklere bagli olarak
bulunabilmektedir. Ayrica, karotenoidlerin oksidatif boliinmesi sonucu, bazi énemli
pigment ve ugucu (aroma) bilesikler olan apokarotenoidler gibi daha kiictiik molekuller
olusmaktadir. Karotenoidlerin enzimatik olarak kirilmasi ile hem bitkide (hormonlar,
retrograd sinyaller) ve hem de hayvanlarda (retinoidler) biyolojik olarak aktif

molekiillerin olusumunu saglamaktadir [85].
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Sekil 2.5 Karotenoidlerin kimyasal yapilar1 [61]
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2.1.3.7.1 Dogal Renk Maddesi Olarak Karotenoidler

Insanlar yiizyillardir gidalarin renklendirmesi amaciyla karotenoidleri kullanmislardir.
Ticari onemi olan karotenoid kaynaklar1 ve kullanim alanlar1 Cizelge 2.7°de
verilmistir. Safran, kirmizibiber, yapraklar ve kirmizi palmiye yagi en ¢ok kullanilan
pigmentlerden bazilaridir. Bu {riinler, pigmentlerin ve tanimlanamayan bazi
maddelerin karisimlarini igermektedir. YUzyillar boyunca dogal karotenoid kaynaklar
devam etmistir ve bunlarin yenileri ortaya ¢ikmustir. Karotenoidlerin ¢cok 6nemli
biyolojik aktiviteleri vardir ve bunlarin gida ve yem olarak kullanimi gliniimiizde
yaygindir. A vitamini ve antioksidan aktivitelerinden dolay1 tavsiye edilmektedir ve
viicut saghiginin korunmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Bununla birlikte, karotenoidler
lipitlerdir ve gida endiistrisinde uygulanmalar1 i¢in, farkli yapilara (6rn. kolloidal
preparatlar, proteinli kompleksler) dahil edilmesi, yagli (6rn. margarin, tereyagi) veya
sulu ortamlarda (6rn., icecekler, konserve edilmis ¢orbalar) kullanim i¢in gerekli

olmustur [76].

Karotenoidlerin ¢ok az1 renk katkisi olarak elde edilmistir. Gidalarda en ¢ok kullanilan
dogal karotenoid ekstraktlar1 annatto (biksin ve norbiksin), kirmizi aci biber
ekstraktlar1 (kapsantin ve kapsorubin), safran, kadife c¢igegi, havug ekstraktlari,
likopen ve B-karotendir [54]. Renklendirici olarak margarin, tereyagi, dondurma,

peynir, yogurt, sekerleme, ¢ikolata, meyve sular1 gibi iirtinlerde kullanilmaktadir [76].

Zeaksantinden turetilen apokarotenoidler (6r., krosin, krosetin glikozitleri), safranin
kirmizi rengine katkida bulunur. Benzer sekilde, Bixa orellana'dan dretilen kirmiz1 bir
apokarotenoid, biksin (annatto), gidalarda ve kozmetiklerde yaygin olarak kullanilan

bir aroma ve renklendirme ajanidir [90], [91].

Karotenoidlerin bilesimi, bitki kaynaklari arasinda hem kantitatif hem de kalitatif
olarak farklik gostermektedir. Bilesimleri, bitkinin kaynagina, olgunluk derecesine,
cesit veya tur farkliliklarina, iklimsel ya da cografi etkilere, kullanilan bitkinin
kismina, tarimsal {iretim kosullarina, hasat sonrasi isleme, imalat ve depolama gibi

faktorlere bagl olarak degismektedir [54].
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Cizelge 2.7 Ticari 6nemi olan karotenoid kaynaklar1 [76]

Kaynaklar

Bashca
Karotenoidler

Kullanim Alanlar

Kullanim Sekli

Annotto (Bixa
orellana)

Biksin ve norbiksin

Gida, kozmetik ve
tekstilde renklendirici

Yagda ¢oziinen ekstrakt
(%0.2-0.3)

olarak Yag stispansiyonu (% 4)
Suda ¢oziinen ekstrakt
(=%5)
Karotenler (Sebzeler; B-karoten Yem katkis1 Oleoresinler
sebze yaglari, havug)
Dunaliella sp.(Alg) B -karoten Gida ve yem katkist, Bitkisel yag ve suda

diyet takviyesi

dagilabilir tozlarda ¢ozelti
veya slispansiyonlar

Haematococcus sp.
(Alg)

Antaksantin

Yem ve
fonksiyonel gida katkisi

Cozelti, stispansiyon veya
emilsiyonlar,
dondurularak kurutulmus
urdnler

Marigold (Tagetes
erecta, Kadife

Cigegi)

Lutein ve
zeaksantin

Pili¢ ve balik yemi

katkisi, Avrupa’da

gida katkis1 olarak
(makarna, sebze yaglari,
margarin, firm {iriinleri)

Kurutulmus ¢igcek
yapraklari, oleoresin,
saflagtirilmig oleoresin

Paprika (Capsicum
annum, kirmizi biber

Kapsaksantin

Gidalara (pizza, et,
corba, soslar, peynir,
firin driinleri) renk ve tat
vermek amaciyla
baharat olarak kullanilir.

Kirmizi biber tozu ve
oleoresin

esculentum)

Safran (Crocus Krosin ve krosetin Gida (pahali olmasi Safran tozu ve ekstraktlar
sativus) nedeni ile 6zel
uruinlerde) ve
Farmosotik Uriinlerde
Domates Likopen ve B- Gida maddesi olarak Farkli domates sunumlar1
(Lycopersicum karoten domates ve nutrasotik ve

gida renklendirici olarak
likopen preparatlari

Sentetik
karotenoidler

B-karoten, B-apo-
8'-karotenal,
kantaksantin

Gida ve yem katkisi,
diyet takviyesi

Suda dagilabilir iiriinler,
kolloidal suspansiyonlar,
yagli ¢cozeltiler

2.1.3.7.2. Karotenoidlerin Ekstraksiyonu

Karotenoid pigmentleri genel olarak polar ¢dzgenlerle ekstrakte edilmekle birlikte

apolar ¢oziiciilerle de ektraksiyonu gergeklestirilmektedir [61].

Genel olarak karotenoidler, aseton, kloroform, hekzan, izopropanol, metanol, metilen

klorir ve dietil

eter

gibi

organik ¢dOziiciiler

kullanilarak ekstrakte edilir.

Karotenoidlerin ekstraksiyonu {izerinde sinerjik bir etki saglayan ¢ok ¢esitli solvent

kombinasyonlari1 da kullanilmaktadir. Uygun ¢6ziici ya da ¢6zlicu karigimlari segimi,
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karotenoidlerin etkili bicimde ¢ikarilmasi ic¢in en kritik faktorlerden biridir. Bununla
birlikte, uygun ¢6zlcl se¢imi her zaman kolay degildir, ¢linkii mevcut karotenoidlerin
fonksiyonel grubu (polarite), zincir uzunlugu, 6rnek matriksi, bilesenleri ve nem

icerigi 6nemli roller oynamaktadir [82].

Ekstraksiyon i¢in kullanilan ¢6ziiciilerin ¢ogu (etanol, heksan ve aseton dahil) ¢evresel
(hava, su vb), saglik (kronik ve akut toksisite ve tahris) ve giivenlik (ayrisma, patlama)
tehlikelerine sahiptir. Bununla birlikte, c¢evre, saglik ve giivenlik konularina
dayanarak, genellikle karotenoidlerin ekstraksiyonu igin etanol ve aseton kullanimi
hekzan, dietil eter, diklorometan ve kloroform ile karsilastirildiginda daha fazla tercih

edilen ¢ozucdlerdir [82].

2.1.3.7.3. Karotenoidlerin Ekstraksiyon Yontemleri

Gida matrikslerinden karotenoid ekstraksiyonu i¢in yontem se¢imi, gesitli polarite
seviyelerine sahip ¢esitli karotenoidlerin varligi ile gida matrikslerinde gesitli fiziksel
ve kimyasal engellerin varligi nedeniyle ¢ok 6nemlidir. Bitki ve mikroalgal hiicreler,
¢OzucUnln hiicreye girmesine engel teskil eden dinamik, kompleks ve sert hiicre
duvarlarindan olusur. Ayrica, proteinler ve yag asitleri gibi diger makromolekiillerle
karotenoidler arasindaki siki iligki, ekstraksiyon sirasinda karotenoidlerin kiitle
transferini  engeller. Boylece, ekstraksiyonun ilk adiminda, ekstraksiyonu
kolaylastirmak i¢in bu bariyerler, fiziksel (pisirme, kurutma, ozmotik sok, donma-
¢coziilme, kriyojenik Ogiitme), kimyasal (asit, baz, siirfaktanlar), enzimatik veya
biyolojik yollarla bozulur. Bunun igin uygun yontemlerin secimi temel olarak hicresel
matriks ve hiicre duvari1 6zelliklerine baglidir. Dogal kaynaklardan karotenoidlerin
ekstraksiyonu, yontem ve analizi ile ilgili ¢esitli adimlar Sekil 2.6’da 6zetlenmistir
[82]. Ultrason, kavitasyon yoluyla proteinler gibi kimyasal bilesenleri degistirmek igin
gida islemede kullanilmaktadir [17].

Doku numuneleri diisiik sicaklikta ve antioksidan varliginda ekstraksiyondan once
homojenize edilir. lyi bir ekstraksiyon islemi, tiim karotenoidleri dokudan ¢ikarmali ve
yapilarini degistirmeden bunlar1 ¢ozeltiye almalidir. Analiz edilen malzemelerin (gida
maddeleri, bitkiler, hayvan ve insan 6rnekleri) genis spektrumundan ve mevcut olan

karotenoidler nedeniyle standart bir ekstraksiyon yontemi bulunmamaktadir [54].
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Karotenoid Kaynaklarn | — Bakteriler
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Spektorofotometrik Analiz

Sekil 2.6 Dogal kaynaklardan karotenoidlerin ekstraksiyonu, yontem ve analizleri [82]

2.1.3.7.4. Karotenoidlerin Tespiti ve Tanimlanmasi

Karotenoidlerin absorbsiyonu 400 ile 500 nm arasinda gergeklesmektedir. Bilinen
yapiya sahip olan karotenoidler, kromatografik davranisin, UV-gorinur absorpsiyon
spektrumlarinin (maksimum absorpsiyonlarin dalga boylart ve spektral ince yapinin
sekli) birlestirilmis kullanimi ile tiir, yer ve sayisinin dogrulanmasi i¢in spesifik grup

kimyasal reaksiyonlari ile kesin olarak tanimlanabilir [54]. HPLC alikonma siiresi ve
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absorpsiyon spektrumlari, kiitle spektrumlari, NMR spektrumlar1 gibi spektroskopik
yontemler olmak iizere olagan karotenoidlerin tanimlanmasi igin genel yontemler

kullanilmaktadir [92].

2.1.3.7.5. Karotenoidlerin Saghk Uzerine Etkileri

Hem karotenoidler hem de enzimatik pargalanma iirlinleri, insan sagligini olumlu
etkileyen siireclerle iligkilidir. Karotenoidler, gida maddeleri, yem katki maddeleri ve

takviyeleri olarak endustride yaygin olarak kullanilmaktadir [85].

Meyve ve sebzeler, genellikle saglikli bir diyette 6nemli katkilar olarak kabul edilir ve
bunlarin besinlerle alimi, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, noral tiip defektleri ve
katarakt gibi spesifik hastaliklarin riskini azaltmak igin son derece yararlidir. Meyve
ve sebzelerden gelen karotenoidler, folik asit ve diyet lifi gibi biyoaktif bilesenler bu
hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Karotenoidler ve tiirevleri ¢ok
yonli izoprenoidlerdir ve hiicresel antioksidan ¢zelliklerden gen regiilasyonuna kadar
bitkilerde ve hayvanlarda hayati rol oynarlar, bdylece hiicresel ve molekiler diizeyde
onemleri belirlenir. Diyetimizdeki karotenoidlerin en énemli 6zellikleri, antioksidan
ve provitamin A aktivitesi ile besinimize verdikleri renktir. Gidalardaki
karotenoidlerin bilesimi ve biyoyararlanimi, isleme ve diger hasat sonrasi

teknolojilerden 6nemli 6l¢tide etkilenmektedir [81].

Meyve ve sebzeler, karotenoidlerin baslica kaynagidir ve vitamin A aktivitesi
nedeniyle diyette 6nemli bir rol oynar. Bunun diginda, karotenoidler antioksidan
aktivite, hiicreler arasi iletisim ve bagisiklik sistemi aktivitesi i¢in de dnemlidir [81],
[93].

Tipik bir insan diyetinde yaklasik 40 tiir karotenoid vardir. Insan kaninda ve
dokularinda yaklagik 20 c¢esit karotenoid tespit edilmistir [94]. Baz1 karotenoidler
(6zellikle ksantofiller) esas olarak silomikronlarin yiizeyinde lokalize oldugu igin,
karotenoidlerin bir fraksiyonu muhtemelen lipoproteinlerin diger siiflarina ve/veya
bazi dokularda intravaskiler metabolizma sirasinda transfer edilir. Silomikronlar
yoluyla karacigere ulasan karotenoidler, bu organda depolanir veya safrada elimine

edilir ya da periferal dokulara dagitilmak iizere gonderilir [89].

Karotenoidler, antioksidan/anti3 enflamatuar 6zelliklere sahip C-30 veya C-40 bazli

pigmentlerdir. Ozellikle meyve ve sebzeler ile alim, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler
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hastaliklar, yasa bagli makiiler dejenerasyon ve c¢esitli kanser tiirleri gibi kronik

hastalik riskini azaltmaktadir [89].

Vitamin A, vitamin A eksikliginin deney hayvanlarinin enfeksiyonlarinin siddetini
artigim1  gosterdigi igin yirminci yiizyilin baglarinda antienfektif vitamin olarak
adlandirilmistir [93].

Bazi ¢alismalar, karotenoidlerin diyet ile aliminda, farkli dokularda potansiyel
koruyucu velveya terapOtik etkilerini ortaya koyan antitimor etkileri oldugunu
gostermistir [94]. Ayrica, antimikrobiyal ve antiviral olmak tiizere kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet ve bazi kanser tiirleri gibi dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi igin
bagisiklik sistemini dlzenleyici ve anti-inflamatuar aktivite sergiledikleri de
gorulmektedir [95].

Pro A vitamini aktivitesine sahip olsun veya olmasin karotenoid tiiketimi kanser, kalp
ve damar hastaliklari, diger kronik hastaliklarin (6rn. katarakt ve yasa bagh
dejenerasyon) ve dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi (6rn. Alzheimer Hastaligi) gibi

birtakim saglik yararlar1 gosterdigi gorilmektedir [87].

Karotenoidlerin absorpsiyon etkinliginin 20-30 mg'a kadar sabit kaldig1 ve daha sonra
karisik misellerin karotenoidleri ¢ozme kapasitesi, bagirsak tasimalarinda yer alan
membran proteinlerinin doymasi, doygunluk hiicre i¢i bélme ve/veya silomikronlarin
cozlinme kapasitesi gibi bazi faktorlere bagli olarak daha biiyiik miktarlarda azaldig

diistiniilmektedir. Emici kapasitenin bu doygunlugu likopen i¢in rapor edilmistir [89].

Fonksiyonel gidalara ilgi son yillarda artmaktadir. Bir gida bileseni sagligin
iyilestirilmesine veya hastalik riskini azaltici etki gosterilebiliyorsa, fonksiyonel kabul
edilir. Fonksiyonel katki maddeleri arasinda, karotenoidler, oksidatif strese karsi
koruma saglayan antioksidan kapasiteleri nedeniyle degerli bilesikler olarak

vurgulanmistir [95].
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2.2 Safran (Crocus sativus L.)

Safran diinyadaki en eski ve en pahali baharatlardan biridir [27]. Iridaceae
(susengiller) familyasina ait olan Crocus sativus L.’un (safran) Asya, Avrupa ve
Amerika da yaygin olarak tarimsal iiretimi yapilmaktadir. Kirmizi altin olarak bilinen
safran, sar1 renk, aci tat ve yogun aromaya sahip ¢iceklerin kurutulmus stigmalarindan
elde edilen bir baharattir. Gida boyasi, aroma verici, tatlandirici ve bitkisel tedavi gibi
fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1, safranin (Crocus sativus L.) kurutulmus stigmalari,
antik donemlerden beri ticari bir tiriin olarak kullanilmistir [8], [9], [96]. Sekil 2.7°de
safran ¢igegi (A) ve ayrilmis stigmalar1 (B) gortilmektedir [9].

Sekil 2.7 Safran gigegi (A) ve ayrilmis stigmalari (B) [9]

Safranin, geleneksel tipta depresyon, kanser gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 ve antikanser aktivitelerinin oldugu bildirilmektedir [97]. In vitro, in vivo
ve klinik ortamlarda yapilan son ¢aligmalarda safran tiiketiminin, anti-depresan ve
anti-anksiyete gibi ruh sagligini, premenstruasyon sendromu 6nleyici ve dogurganligi
destekleyici olumlu etkiler de dahil olmak ftizere g¢esitli tibbi endikasyonlarda

potansiyel saglik faydalarinin oldugu tanimlanmustir [98].
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Safran, tarlada ya da dogal ortamlarda farkli iklim kosullarinda yetistirilmektedir [99],
ancak, cicekleri uzun siire kotii hava kosullarina maruz kaldiginda 6zelliklerini

kaybedebilmektedir, bu yiizden yetistirildigi bolgeler sinirlidir [96].

Diinya ¢apinda her y1l 190 ton safran Uretilmektedir [97]. Baslica safran iireten tilkeler
arasinda Iran, Tlrkiye, Yunanistan, Ispanya, Italya ve Hindistan bulunur. Bu
iilkelerden, iran diinyanin en biiyiik safran iireticisi ve ihracatcisidir; diinyada ki tim

safranin neredeyse %90" Iran'da iiretilmektedir [100], [101].

Anadolu’da yiizyillardir Uretilen safran bitkisinin, tarimi giiniimiizde en fazla
Safranbolu’da yapilirken, Tokat, Kastamonu, Denizli ve Sanlurfa gibi illerde de
yetistirme denemeleri uygulanmaktadir. Safran, Tiirkiye’de Akdeniz Bélgesi'nin nemli
kisimlar1 disinda kalan pek ¢ok yerde, uygun olan topraklarda yetistirilebilmektedir.
Sekil 2.8”de safran bitkisi goriilmektedir [102].

Sekil 2.8 Safran bitkisi (Crocus sativus) [102]

Safran bitkisi sonbaharda mor renkli ¢icek acan, 20-30 cm boyunda, soganl bir kiiltiir
nebatidir. Bitki yumrulart ile iretilir. Cigegin hasadi ekimde baglaylp kasimin
ortalarina kadar siirmektedir [103]. Hasat sonrasi tiim iglemler (stigmalarin ¢igeklerden
ayrilmasi, kurutulmasi ve paketlenmesi), kalite ve dolayisiyla ticari degeri lizerinde
onemli etkiye sahiptir. Kurutma iglemi kritik bir adimdir: uygulanan kosullar, iiretici
deneyimleri, deneme-yanilma yaklasimlari, gelenekler, mevcut kaynaklar ve kurutma
araclart ile birlikte genis ¢apta degisebilmektedir. Bu islemler, renklendirme giicii,
aroma ve lezzet gibi duyusal O6zellikleri iceren genel kaliteyi 6nemli o6lglide
etkilemektedir [96].
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Safranin kalitesi; toprak, iklim, yagis, hasat zamani ve hasat sonrasi islemler gibi

bir¢ok faktdre bagl olan rengi, tadi ve aromasi ile belirlenir [104].

Yapilan ¢aligmalar, safranin 160'dan fazla bilesene sahip oldugunu gostermistir [105].
C. sativus, polisakkaritler, lipidler, protein, mineraller (potasyum, demir, bakir, ¢inko,
sodyum ve manganez vb.), vitaminler (riboflavin ve tiamin vb.), lif, terpen, flavonoid,
antosiyanin ve karotenoid i¢eren sekonder metabolitlerin varhig: ile karakterize edilir
[94], [106]. Cevresel kosullara ve yetistirildigi tilkeye bagli olarak bazi kimyasal
bilesenlerde degisiklik goriilebilmektedir [6], [96], [99].

Safranin  6nemi, igerigindeki ii¢ ana bilesenin, krosin (CssHesO24), pikrokrosin
(C16H2607) ve safranalin (C10H140) [99] varligina bagli olarak; renk, tat ve aroma gibi
kendine 6zgu nitelik ve duyusal ézellikleriyle ilgilidir. Bu 6zelliklerinin yanisira gesitli
saglik faydalari gosterdigi kabul edilmistir [96], [107].

Krosin, cgesitlilige, bliylime kosullarina ve isleme yontemlerine bagl olarak safranin
toplam kuru maddesinin yaklasik %6-16’sin1 icerir. Agirlik¢a ikinci en fazla bulunan
bilesen olan pikrokrosin, safranin gergek aci tadini verir ve safranin kuru maddesinin
%1-13"nl olusturur. Bir bagka Onemli kimyasal bilesen olan safranal, safranin
aromasindan sorumludur. Stigmalarda 160'dan fazla ugucu safran bileseni tespit
edilmistir. Safranal, ugucu bilesenlerin yaklasik %30-70'ini ve safranin kuru
maddesinin %0,001’ini olusturur [99], [108]. Sekil 2.10’da, safranin ana bilesenlerinin
yapilart gorilmektedir [94].

Krosin, esas olarak safranin renginden sorumludur ve suda ¢Oziiniir karotenoid
(krosetin cis ve trans glukozil esterleri) dir [97]. Safran pigmentlerinin sudaki yiksek
¢Oziiniirliigli, gida renklendiricisi olarak, sulu formiilasyon sistemlerinde ¢6ziinebilir
veya dagilabilir 6zel formiilasyonlar gerektiren diger karotenoidlere kiyasla gii¢lii bir
avantajdir. Safran, mutfak, firincilik, sekerleme, alkollii ve alkolsiiz i¢eceklerde
renklendirme 6zelliklerine sahip baharat olarak 1-260 ppm arasinda degisen
miktarlarda kullanilmaktadir. Safranin toplam pigment miktar1 UV spektorofotometre
ile 440 nm'de belirlenir. Genel olarak safranin gida boyasi olarak kullanimi 1966
yilinda FDA tarafindan kabul edilmistir [76].

Karotenoid bakimindan zengin olan Crocus sativus, iki ana dogal karotenoid olan
krosin ve krosetin igerir. Karotenoidler, baharatin renginden ve tadindan sorumlu olan

onemli birer yardimcidir [94].
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Safranda lipofilik karotenoidler ve hidrofilik karotenoidler belirlenmistir [109].
Lipofilik karotenoidler, likopen, o- ve p-karoten ve zeaksantin eser miktarlarda
bulunmaktadir. Hidrofilik karotenoidler olan krosinler, safranin tiiriine, yetistirilme
kosullarina ve tiretim yontemlerine bagli olarak degisik oranlarda bulunmaktadir [94].
Krosinin en fazla miktarini olusturan krosin 1 (veya a-krosin), yiiksek ¢oziiniirliige
sahiptir ve digentibiyoz seker molekiillerine bagli olarak bulunmaktadir. Safranin
rengi, krosin pigmentlerinin bir sonucudur [97]. Krosin koyu kirmizi renktedir, suda
hizla ¢ozlinlir ve sudaki ¢ozeltisi konsantrasyonuna bagli olarak kirmizidan sariya
kadar degisen renk tonlarinda bulunmaktadir [9]. Bundan dolay1 yaygin olarak dogal
gida renklendiricisi olarak kullanilmaktadir. Erime noktas1 186 © C'dir. Krosetin, 285 °
C' lik bir erime noktasina sahip kirmizi kristaller olusturan dogal bir karotenoiddir [6],
[94]. Yiiksek kaliteli bir {iriin elde etmek i¢in, islem sirasinda krosin hidrolizini kontrol

etmek gereklidir [97].

~0

©

Sekil 2.10 Safranin ana bilesenlerinin yapisi: A) Krosin: R;=R,=B-D-gentiobiosil
ve/veya glukoz, B) krosetin: R;=R,=H, C) dimetilkrosetin: R1=R,=CHj,
D) Pikrokrosin: R=B-D-gentiobiosil ve/veya glukoz, E) Safranal, pikrokrosin'in
aglikon susuz turevidir (R=H) [94]
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Krosin(ler) glikozit karotenoid yapiya sahiptir. Renklerden sorumlu olan tiim krosinler
trans-krosetin  di-(B-D-gentiobiosyl) ester, trans-krosetin (B D-glucosyl)-(B-D-
gentiobiosyl) ester, cis-krosetin di-(B-D-gentiobiosyl) ester, trans krosetin (B-D-
gentiobiosyl) ester, trans-krosetin di-(B-D-glucosyl) ester and cis krosetin (B-D-
glucosyl)-(B-D-gentiobiosyl) ester olarak adlandirilirlar [94]. Sekil 2.11 Safranin renk

maddelerinin molekiil yapilarini1 géstermektedir [110].
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Sekil 2.11 Safranin renk maddelerinin molekil yapilari. A:krosetin, B:krosetin
diglukoz ester, C:krosetin gentibioz glukoz ester, D:krosin [110]

Safran kalitesi ve saflift en ¢ok sorgulanan baharatlar arasindadir. Yiiksek irtifa
menzilleri, soguk iklim kosullar1 ve ekstraksiyon siirecinin zahmetli olmasindan dolay1
sinirl ekimi ve tretimi dikkate alindiginda safran, ticari glidiimli sahtekarlik igin
potansiyel bir adaydir [101]. Safranin kalitesi, uluslararasi ticari anlagsmalarda
kullanilan, ISO 3632'e gore belirlenmektedir. Bu resmi yontem, safran metabolitlerinin
suda ¢Ozundurtlmesini ve pikrokrosin, safranal ve krosin igin sirasiyla 257 nm, 330
nm ve 440 nm'de Ol¢lim yapilacagimi agiklamaktadir. Safran metabolitlerinin
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konsantrasyonlarini daha kesin bir sekilde standardize etmek i¢in ISO 3632'nin uygun
bir kromatografik analiz ile karsilastirilmas: 6énemlidir [98]. 1ISO ydéntemi gercek ve
katkili safrani birbirinden ayirt etmekte yeterli degildir. Cesitli ¢alismacilar safranin
tanimlanmas1 ve parametrelerin belirlenmesi igin daha spesifik analitik yontemleri

onermislerdir [111].

Safranin renk ve koku aktif bilesiklerinin biyojenezi, zeaksantin boliinme dioksijenazi
ile 7, 8 (7°, 8”) noktalarinda zeaksantinin biyo-oksidatif bolinmesiyle elde edilir. C.
sativus stigmalarinda, son adim, glikozil transferaz enzimi tarafindan stigmalarin
kromoplastinda iiretilen zeaksantin boliinme triinlerinin glikosilasyonunu igerir. Sekil

2.12, safran bilesenlerinin biyosentez yolunu géstermektedir [94].

v ¥
g A # - . #
P l'l = L L R e - N i =,

e

P AW

b

LB
B, p-carotene-3,3"diol (Zeaxanthin)

. 0
NM
0
Crocetin (C :;H ;\:0:}

@ Picrocrocin (C,4.0-)

v
B e

Crocin (c«H 5.;0;4)
Safranal (C::Hi0)

Sekil 2.12 Safranin biyoaktif bilesenlerinin zeaksantinden sentezi [94]
2.2.1. Saframn Saghk Uzerine Etkileri

Yapilan bazi ¢caligmalar, karotenoidlerin diyet ile aliminda, farkli dokularda potansiyel
koruyucu ve/veya terapOtik etkilerini ortaya koyan antitimor etkileri oldugunu

gostermistir [94].
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Mikemmel bir renklendirici olan krosin, serbest radikalleri stipirerek, hicreleri ve
dokular1 oksidasyona karsi koruyarak bir antioksidan gdrevi gorir [6]. Krosinin
kozmetik, gida ve farmasotik iirlinler de kullanimi diger kaynaklardan da temin

edilebilen hiperpigmentasyonla iligkilidir [9], [12].

Safranin biyolojik veya farmakolojik potansiyeli safranda bulunan c¢ok sayida
fitokimyasala baglidir. Bu fitokimyasallar, krosin, krosetin, pikrokrosin ve safranal en
¢ok tibbi olarak kabul edilen in vitro ve in vivo c¢alismalarda incelenen bilesiklerdir.
Deneysel caligmalar safran tiketiminin metabolik bozukluklar (gastrik bozukluk),
premenstrual sendrom, depresyon, uykusuzluk ve anksiyete, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve bir¢ok kanser tiirii gibi daha diisiik hastalik riski ile pozitif iligkili
oldugunu gostermektedir [6].

C. sativus, antihipertansif, antitusif, antijenotoksik, antikonvilsan ve antioksidan,
antidepresan, anti-inflamatuar, sitotoksik etkiler, anksiyolitik afrodizyak, antinosiseptif
ve gevseme aktivitesi gibi tibbi agidan bir¢ok onemli 6zelliklere sahiptir. Ayrica,
O0grenme ve hafiza artisin etkiler, retinanin ve choroid kan akigini arttirir, morfin geri

¢ekilmesinin fiziksel belirtilerinin azalmasini saglar [94], [110], [112].

C. sativus, gastrointestinal bozukluklar, trolojik enfeksiyonlar ve habis timoru gibi
cesitli tibbi durumlar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir [113]. Ornegin safranin sulu

ekstresi, sicanlarda mide kanserinin ilerlemesini doza bagli bir sekilde inhibe ettigi

goriilmiistiir [94], [114].

Safran karotenoidlerin insan sagligi itizerindeki etkilerine, C. sativus ¢igeklerinde
bulunan bircok bilesigin yiksek miktardaki antioksidan kapasitesinden dolay: artan bir
ilgi vardir. Hidrojen peroksit, superoksit anyon radikali, peroksil radikali, hidroksil
radikali gibi reaktif oksijen tdrleri, insan vicudundaki en 6nemli oksidatif hasar
kaynaklaridir. Cesitli etki mekanizmalar1 safran ekstrelerinin antioksidan etkisi ile
iliskili olabilir: a) enzimler (siiperoksit dismutaz: SOD, peroksidaz) ile etkilesim veya
monositlerdeki serbest radikallerin sinyal iletimi. Clinkl krosin yapisi terminal COOH
gruplarina bagl seker kisimlarinin varligi hiicre zarlarinin penetrasyonunda rol oynar.
Insiilin ilavesiyle uyarimdan sonra hipoksik kosullarda serbest radikaller iiretilir.
Insiilin ile uyarilmis monositlerin safran ekstreleri ile inkiibasyonu, serbest radikal
tiretiminin belirgin bir sekilde azalmasiyla sonuglanir, neredeyse insiilinin olumsuz

etkisini ortadan kaldirir; b) bilesiklere bagli olarak degisen ROS'un dogrudan
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baskilanmasi. Krosetinin serbest radikal supirictu aktivitesi dimetilkrosetinden
ustlindlr. Bunun nedeni karotenoidlerin yapisal 6zellikleridir. Konjuge ¢ift baglarin
uzunlugu aynidir. iki karotenoid arasindaki fark, krosetin icindeki karboksilik grubun
hidroksil kisminin varligi ve dimetilkrosetin iginde doymamis hidrokarbon zinciri
tizerindeki metil ester grubunun varh@idir. Serbest radikaller H-dondrleri ile
reaksiyona girme egilimindedir; bOylece krosetinde karboksilik grupta hidroksil
bulunmasi, dimetilkrosetinden daha etkili olmasini saglar. Dahasi, krosetin icindeki
antioksidan aktivite konsantrasyon arttik¢a artar; fakat dimetilkrosetin icinde belirli bir
noktaya ulasir ve daha sonra azalmaya baslar. Ayrica safranal, krosetin ve
dimetilkrosetinden daha diisiik antioksidan aktiviteye sahiptir. Bu nedenle, safranda
bulunan krosin ile tedavi, beyin iskemi hacmini azaltabilir, SOD ve glutatyon
peroksidaz aktivitelerini ve azalmis olan dialdehid igerigini arttirabilir. Dialdehit,
oksidatif stresin biyo-belirtecidir, ¢ctinki poli-doymamus lipidlerin bozulmasi sirasinda
ROS'dan tiretilmistir [94].

Bir¢ok aragtirma safranin ve igerdigi bilesenlerin antikanser etkisi oldugunu ve yeni
bir kemoterapi ilact adayr olabilecegini gostermistir. Mousavi vd., safran etanolik
ekstresinin, gogiis kanseri hiicresi (MCF-7) proliferasyonunun inhibisyonu tzerinde
calismiglardir. Safranin, MCF-7 hiicrelerine karst %50 hicre buyumesini inhibe
ettigini bildirmiglerdir [115]. Safran ekstraktinin MCF-7 hiicrelerindeki canliligi,

konsantrasyon ve zamana bagl bir sekilde azalttigin1 gostermislerdir [32].

Rhaiee vd. [32] ’ nin yapmis oldugu bagka bir ¢alismada, krosin ve krosin yikli
nanopartikiillerin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisini degerlendirilmistir. Ayrica, tedavi
edilmemis kanser hiicrelerini kontrol 6rnegi olarak test etmislerdir. Sonu¢ olarak,
kanser hiicresi canlilik ytizdesinin, krosin konsantrasyonunun (2,5 ila 10 mg/ml)
artmasiyla azaldigini belirlemislerdir. Sonu¢ olarak, krosin yikli nanopartikillerin
kanser hicreleri Uzerindeki antikanser etkisinin, krosin varligina bagli oldugunu

bildirmislerdir.

Arihan vd’nin [116] yapmis oldugu bir ¢aligma da, CCls’lin neden oldugu eritrosit
frajilitesi Uzerinde, safranin aktif bilesenlerinin koruyucu etkisinin oldugunu

belirlemislerdir.

Safran ekstrakt1 glicli antioksidan etkileri olan bir¢ok karotenoid icermektedir ve CNS

noronlarini oksidatif hasara karsi korumaktadir. Bu nedenle, safran ve aktif bilesenleri,
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bellek ve biligsel islevlerin bozulmasina eslik eden CNS ndérodejeneratif hastaliklarin
tedavisi igin yararli oldugu belirtilmektedir. Oncelikle, krosinin 6grenme davranisi ve
LTP iizerindeki etkilerinin tutarlilii, hipokampal LTP'nin bellek olusumunda rol
oynadig1r hipotezini desteklemektedir. Ikincisi, Krosin, etanol kaynakli hafiza
bozuklugunun mekanizmasini incelemek i¢in yeni bir farmakolojik ara¢ olarak faydali

olabilecegi 6ngdrulmektedir [117].

2.3. Ultrasonografi Teknolojisi

Ultrason, insan kulagmin igitme sinirini (~ 20 kHz) asan frekansa sahip ses dalgalari
olarak tanimlanir. Ultrason, prosesi en aza indirmek, kaliteyi en Ust dlizeye ¢ikarmak
ve gida triinlerinin giivenligini saglamak igin gelistirilen yeni teknolojilerden biridir
[118].

Ultrason saniyede 20.000 veya daha fazla titresimde dalga olusturan bir enerji tiirtidiir.
Ultrasonik uygulamalarda hiicre duvarlar1 mekanik olarak parcalanarak Kdtle
aktarimim1 kolaylagtirmaktadir. Ayrica ultrasonun mekanik islevi, ¢6zgenin dokuya
dagilimimi da hizlandirmaktadir. Hiicre i¢i bilesenlerin, mekanik olarak parcalanan
hiicre duvarindan ¢b6zgene gecisi daha kolay gercekleserek etkili bir ekstraksiyon
islemi saglanabilmektedir. Son yillarda protein, antosiyanin, tartarik asit, aroma
bilesenleri ve polisakkaritler gibi farkli bilesenlerin ekstraksiyonu icin ultrason

tekniginin yaygin olarak kullanildig1 goriilmektedir [51].

Ultrason, insan isitme sinirinin Otesinde frekanslhi ses dalgalarindan olusur. Frekans
ayarlanarak, ultrason gida dahil olmak {izere bir¢ok endiistriyel uygulamada
kullanilabilir. Ultrason dalgalar1 kullanilarak ekstraksiyon teknigi nispeten ucuz, basit
[24] ve enerji tasarrufludur ve bu nedenle gida iriinlerinin arastirilmasi ve

degistirilmesi i¢in yeni bir teknoloji haline gelmistir [118].

Ultrason (US), gida endiistrisinde, daha ytiksek iiriin verimi, daha kisa islem siiresi,
daha diisiik isletme ve bakim maliyeti, gelismis tat, doku, lezzet ve renk eldesi gibi
strecler Gzerinde dnemli etkileri nedenleriyle uygulama bulan ve gelecek vaat eden
teknolojidir [119]. Ultrason destekli ekstraksiyon (UAE) bitki materyallerinin analizi
icin etkili bir ekstraksiyon teknigi olarak son yillarda kullanilmaktadir. Ultrason, kati
maddeden sivi faza kiitle transferini yogunlastirarak [119], ekstraksiyon suresini
kisaltmakta ve ¢Oziicli tiikketimini azaltmaktadir [24], [120]. Ayrica 1sil islemlerin

desteklenmesi, kiitle transferini verimli hale getirmek ve gida muhafazasinin yani sira
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doku tahrifi ve analizi gibi ¢esitli uygulamalar icin olumlu etkiler gosterdigi
bildirilmistir [121].

Ekstraksiyon, gida ve farmasotik endistrilerinde cesitli uygulamalarla birlikte
yuritilen operasyondur. Geleneksel ekstraksiyon islemleri, genis bir temas siiresi i¢in
biiyiik miktarda ¢oziicii ve 1s1 kullanir. Ekstraksiyon icgin ultrason kullanimi, hayvan ve
sebze dokusundan birkag¢ cesit {lirliniin ayiklanmasi i¢in uygun sekilde calisilmis ve
kanitlanmistir. Ekstraksiyon islemlerinde ultrason uygulamasi genellikle ultrason
destekli ekstraksiyon (UAE) olarak adlandirilir ve diisiik sicaklik ve daha az islem
siresi gibi geleneksel yontemlere gore ¢esitli avantajlar sunar, bu da enerji tasarrufu

ve daha ylksek verim ile sonuglanir [17].

Ultrason kullanimi bir¢ok durumda (1) ekstraksiyon verimini arttirir; (2) organik
¢oziicliler olmadan sulu ekstraksiyon islemlerini gelistirir; (3) ekstraksiyon
performansini iyilestirir ve (4) diisiik veya kabul edilemez verime sahip olacak sartlar
altinda 1s1ya duyarli bilesenlerin ekstraksiyonunu arttirarak alternatif ve ekouyumlu

coziculer kullanma firsat1 saglamaktadir [122].

Ultrason ¢esitli molekiiller ve biyomateryaller icin kullanilan ekstraksiyon
teknolojisidir; polisakkaritler, ugucu yaglar, proteinler ve peptidler, ince kimyasallar
(boyalar ve pigmentler), metaller, biyoaktif molekuller, alkaloidler, glikozidler,
stilbenler, lignanlar ve kumarin gibi bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan
ekstraksiyon tekniklerinden biri olarak genis capta uygulanmaktadir [120], [122].
Ayrica, ultrason teknolojisi son zamanlarda toprakta, gida endiistrisinde, insan ve
cesitli organizmalarda bulunan pestisit kalintilari, toksik maddeler ve agir metallerin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. UAE, laboratuar ve
arastirma enstitiilerinde de yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Genellikle sicaklik
kontrolii ile donatilmis ultrasonik banyo, kullanim1 kolay ve ucuzdur. Su banyosunda
ayni anda ¢ok sayida numune islem gorebilmektedir. Ultrasonik banyonun tabaninda
belirli sayida transdiiser bulunur. Ultrasonik banyonun ana bileseni olan
doniistiiriiciiler, elektrik enerjisinin ultrason titresimlerine doniistiiriilmesi igin 6zel bir
guce sahiptir. Bu arada, jeneratorler, belirli bir frekans ve 1sinlama giiclinde

transdiiserler i¢in arzu edilen bir dalga formu iiretme tizerinde galisir [120].

Elde edilen fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal etkiler, uygulanan enerjiye gucli bir

sekilde baglidir [121]. Frekans araligina dayali olarak, gida isleme, analiz ve kalite
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kontroliinde 20 kHz ile 10 Mhz frekans araliginda ki diisiik siddetli ultrases ve yiksek
siddetli ultrases olarak iki farkli sekilde ultrason uygulamasi yapilmaktadir [123].
Diisiik siddetli (dusiik giig, diisik yogunluklu) ultrason, ylksek kalite ve guvenlik
saglamak icin isleme ve depolama sirasinda non-invaziv analiz ve c¢esitli gida
maddelerinin izlenmesi icin kullanilabilen 0,1 W/cm®nin altindaki yogunluklarda 100
kHz'den daha yuksek frekanslara sahiptir [118]. Diisiik giigteki US, basing dalgalari
akustik akisa neden olurken, yiiksek giigteki US (>1 W/ sz) ve diislik frekans (<0,1
MHz) yerel basinglara neden olur. Bu, gaz kabarciklarinin siirekli olarak biytmesine
yol agar [121], [123].

Diisiik gii¢ ultrason, gida bilesenlerinin ve {iriinlerin gida 6zelliklerini kontrol etmek
ve kalitesini arttirmak i¢in 6nemli olan isleme ve depolama sirasinda bilesimin ve
fizikokimyasal 6zelliklerinin izlenmesi i¢in kullanilir. Taze sebze ve meyvelerin hem
hasat 6ncesi, hem de hasat sonrasi, peynir isleme, ticari pisirme yaglari, ekmek ve tahil
tirlinleri, dokme ve emiilsifiye yag bazli gida iiriinleri, gida jelleri, havalandirilmis ve
dondurulmus gidalarda kalite kontrolii igin de kullanilir. Ote yandan, yiiksek gii¢
ultrason, kavitasyon yoluyla mekanik, fiziksel ve kimyasal/biyokimyasal degisiklikleri
baslatir, bu da gidayla temas eden yiizeylerde ekstraksiyon, donma, kurutma,
emiilsifikasyon ve patojenik bakterilerin inaktivasyonu gibi bircok gida isleme
teknigini destekler. Ultrason uygulamalar1 arasinda et iriinleri, sebze ve meyveler,
tahil triinleri, gazli gidalar, bal, gida jelleri, gida proteinleri, gida enzimleri,

mikrobiyal inaktivasyon, dondurma, kurutma ve ekstraksiyon yer almaktadir [118].

Ultrason tekniginde, termal etki, ultrason dalgalarimin Kinetik enerjisi, maddedeki
turbiilans artisina bagli olarak termal enerjiye doniistiiriildiiglinde ortaya ¢ikar.
Mekanik etki, kavitasyon olgusundan kaynaklanmaktadir. Bagka bir deyisle, ultrason
stirekli bir akigkan iizerine uygulandiginda, sintizoidal akustik dalgalar tretir ve lokal
basing sivinin buhar basincinin altina diistiigiinde siv1 i¢inde kiiclik gaz kabarciklar
blydr. Kabarcik biiylimesi kritik bir boyuta ulasirsa, yiiksek giiglii ultrasonda en
onemli etki olan kavitasyon olgusuna neden olur. Genel olarak siddetli kabarcik
patlamalar1 olgusu, yiiksek basing farklari, sok dalgalar1 ve sivi jetleri gibi asir1 yerel
kosullarla karakterizedir, bdylece, sivi ortamda bulunan katilarin kopmasini tesvik

etmektedir [119].
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Ultrason isleminin sivi veya kat1 gidalarin kalitesi {izerindeki etkileri, dis faktorlere
(Ultrason giicti, islem siiresi, ultrasonik frekans, sicaklik vb.) ve i¢ faktorlere (gidanin

cesidi, bilesimi ve pH vb.) bagli olarak degismektedir [124].

Sonikasyon kontaminantlarin veya matrisin tiirtine bagli olarak, daha hizl
ekstraksiyon siireleri avantajina sahiptir. Coziicli veya ¢oziicii bilesimi, ekstraksiyon
sliresi, numune yiikii ve su igerigi dahil olmak Uzere ultrasonik ekstraksiyon
parametrelerinin optimizasyonu, daha verimli ve tekrarlanabilir ekstraksiyonlar igin

gerekli gorulmektedir [125].

Ultrasonikasyon genellikle ayrintili cam malzeme ve enstriimantasyon gerektirmeden
kicuk miktarlarda organik ¢oziici kullanilarak yapilan nispeten disiik maliyetli bir
yontemdir [125].

2.4. Mikroenkapsulasyon Teknolojisi

Mikroenkapstlasyon, hassas maddelerin kalite koruma yontemlerinden biridir ve yeni
Ozelliklere sahip maddelerin Gretimi icin uygulanan bir tekniktir. Mikrokapstlleme,

polimerik bir kabuk i¢cinde mikron boyutlu pargaciklarin bir araya getirilmesi islemidir

[126].

Dogal kaynaklardan elde edilen renk maddeleri 1s1, 151k, pH, oksijen, nem vb.
faktorlerden etkilenebilmektedir. Renk maddelerinin enkapsilasyonu ile renk
bozulmalar1 engellenerek raf Omriinlin uzatilmasi saglanmaktadir. Sicaklik, 151k,
oksijen vb. gevresel faktorlere karsi renk maddeleri, kaplayici materyallerle enkapstile
edilerek stabilitesi artirilabilmektedir [127].

Mikrokapsiilleme, bir maddeyi (aktif madde) baska bir madde (duvar malzemesi) ile
kaplamak igin bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Kapsiillemenin temel amaci, ana
malzemenin, 15181n, nemin ve oksijenin istenmeyen etkileri gibi olumsuz c¢evresel
kosullardan korunmasi, boylece iiriiniin raf omriiniin artmasina katkida bulunulmasi ve
kapsullenen maddenin kontrollii bir sekilde serbest birakilmasinin tesvik edilmesidir
[128].

Mikrokapsiilleme, mikron biiyiikliigiindeki kati parcacik veya sivi damlaciklarini, inert
bir kabuk igerisinde kapatacak bir siire¢ olarak tanimlanir ve bu da onlar1 dis ¢evreden
izole eder ve korur. Bu islemle elde edilen tiriinler, morfolojide ve i¢yapida farklilasan

mikropartiklller, mikrokapsuller ve mikrokiireler olarak adlandirilir [126].
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Mikrokapsiillerin c¢ap1 birka¢ mikrometreden birka¢ milimetreye kadar degisen
blyukluktedir [129]. Parcacik boyutu 1 pm'nin altinda oldugunda nanopartikiiller,
nanokapsduller, nanokdreler; capt 3-800 pm olan partikiller mikropartikiller,
mikrokapsuller veya mikrokireler; 1000 pm'den daha buydk partikiller ise
makropartikiller olarak adlandirilir [126]. Mikrokapsiillerin yapis1 genellikle kiiresel
yapida bulunmasina ragmen, uygulanan mikroenkapsiilasyon yontemi, kaplanan
materyalin ve duvar materyalinin bilesimi ile 6zellikleri mikrokapsuillerin sekline etki
etmektedir [130].

Mikropartikiller veya mikrokapsuller, ¢ekirdek bilesen ve kaplama veya kabuk
malzemesi olmak tizere iki bilesenden olusur [126]. Mikrokapsul icerisindeki materyal
0z veya i¢ faz; mikrokapsiil duvari; kabuk, membran ya da kaplama olarak adlandirilir
[131]. Cekirdek malzeme bir aktif bilesen icerirken, kaplama veya kabuk malzemesi
cekirdek malzemeyi Orterek korur. Aktif farmasotik bilesenler, proteinler, peptidler,
ucucu yaglar, gida maddeleri, pigmentler, boyalar, monomerler, katalizorler,
pestisitler, vb. etil seliloz, hidroksil propilmetil seliloz, sodyum karboksi metil
seltiloz, sodyum aljinat, jelatin, polyesterler, kitosanlar, vb. gibi farkli kaplama veya
kabuk malzemesi turleri ile kapstllenebilir [126].

Mikroenkapsulasyonda kaplama materyali olarak karbonhidratlar (maltodekstrin, arap
zamki, guar gam, akasya gami, laktoz, siikroz, nisasta, pullulan, alginatlar, karragenan
vb.), proteinler (jelatin, gluten, sodyum kazeinat, yagsiz peyniralt1 suyu konsantresi,
peptitler vb.) ve yaglar (balmumu, monogliseritler, katilastirilmis yaglar)
kullanilmaktadir [132].

Enkapsilasyon teknigi ile; antioksidan maddeler, esansiyel yag asitleri, probiyotikler,
prebiyotikler, baz1 proteinler, mineral ve vitaminler, organik asitler, enzimler,
tatlandiricilar, renk maddeleri ve aroma maddeleri en yaygin kapsullenen bilesenlerdir
[133].

Ideal bir kaplama materyali; kapsiillenen materyal ile isleme, depolama sirasinda
etkilesime girmemeli, yiiksek konsantrasyonda akiskan 6zelligi iyi olmali, olusturulan
emdlsiyon stabil olmali, iiriiniin dagilmasini engellemeli, enkapsiilasyon islemindeKi
kurutma asamasinda ¢ozgenin ayrilmasina izin vermelidir. Gida endiistrisinde
kullanilan ¢oziiciilerde (su, etanol vb.) kolay ¢dziinebilmeli, enkapstile {iriiniin 1s1, 151k,

nem gibi ¢evresel sartlardan etkilenmesini 6nlemeli, toksik olmamali, ekonomik ve
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uygulanabilirligi yiiksek olmali, yiiksek hiicre yiikiinii kaldirabilmelidir. Bu 6zelliklere
sahip tek bir kaplama materyali olmadigi i¢in kapsiile edilecek iirline gore uygun

konsantrasyonda, belli kaplama materyalleri secilmelidir [132].

Enkapsulasyon, yaklasik olarak 50 yildir tip, eczacilik, biyoloji ve gida gibi
sektorlerde biyoaktif bilesenlerin muhafazasi amaciyla uygulanan bir yontemdir [134].
Gida sanayinde mikroenkapsiilasyon bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Gida

endustrisinde mikroenkapsilasyon teknigi asagidaki amaglar i¢in kullanilmaktadir;

e Enkapsile edilen madde ile ¢evre kosullar1 (1s1k, oksijen, nem vb.) arasindaki

etkilesimi azaltmak,
e Kapsullenen maddenin evaporasyonunu diisiirmek,

e Materyalin kullanim kolaylig1 (s1vidan kat1 forma doniistiirmek, topaklagmay1

engellemek vb.)
e Istenilen kosullarda kontrollii salinim saglanmas1 ve iceriklerin korunmast,
e Maddenin renk, tat ve kokusunu degistirmek,
e Kaullanilacagi ortamda homojen dagilim saglamak [135].

Mikroenkapsiilasyon uygulamalari; piskiirterek kurutma, dondurarak kurutma,
puskiirterek sogutma ve dondurma, akigkan yatakta kaplama, koaservasyon,
ekstriizyon- emilsiyon, santrifij ekstriizyon, ko-kristalizasyon, lipozomla kaplama,
inklizyon kompleksi olusturma gibi tekniklerdir. En uygun yontem ve kaplama

materyalinin secimi, kapsullenecek materyalin 6zelliklerine gore yapilmaktadir [127].

Cesitli kapsiilleme teknikleri arasinda sprey kurutma, gida endiistrisinde en eski
kapsulleme yodntemlerinden biridir [15]. Puskurtmeli kurutma ekonomik, esnek ve
stirekli bir islem oldugundan ve iyi kalitede Griin Uretildiginden, gida endiistrisinde en
yaygin kullanilan mikrokapsiilasyon teknigidir. Tipik olarak kuru, stabil gida katki
maddelerinin ve aroma maddelerinin hazirlanmasinda kullanmilir. Giinimize kadar,

birgok fenolik bilesik sprey kurutma ile mikrokapsiil haline getirilmistir [136].

Dogal renklendiricinin raf omri, 1s1k, 151 ve oksijen gibi g¢evresel faktorlere olan

duyarhiliklar1 nedeniyle smirhdir. Dogal renklendiricilerin depolama stabilitesini

arttirmak i¢in uygun bir koruma teknigi uygulanmalidir. Kapsiilleme, krosin benzeri

dogal renklendirici ve biyoaktif bilesiklerin, duvar ve ¢ekirdek malzemeleri arasinda

fiziksel bir engel olusturarak muhafaza edilmesi i¢in uygun bir tekniktir [13], [14],
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[15]. Ote yandan, dogal renklendiricilerin diisiik 1s1 ve pH stabilitesi, uygulamalarin
siirlamaktadir. Dogal renklendiricinin pH ve sicaklik stabilitesi, uygulanmadan énce

belirlenmelidir [16]. Sekil 2.13’te enkapsiilasyon asamalar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.13 Enkapstilasyon siirecinin sematik gosterimi. (a) Kabuk polimer ¢ozeltisinde
ana malzemenin dispersiyonu; (b) koaservatin ¢ozeltide dagilimi; (c) cekirdek
malzemenin koaservatin mikro damlaciklari ile kaplanmasi; (d) ¢ekirdek parcaciklarin
etrafinda siirekli kabuk olusturmak i¢in koaservatin birlesmesi [126]
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Materyal olarak safran ¢igeginin (Crocus sativus L.) kurutulmus stigmalar1 (Sekil 3.1)
kullanilmistir. Safran stigmalari, Safranbolu'da ki yerel bir saticidan temin edilmistir.
Laboratuvara getirilen stigmalara, vakumlu kurutucu (DaihanWOV-30, Gangwondo,
Glney Kore) ile 45 °C’de kurutma islemi uygulanmistir. Vakum, vakum pompasiyla
(EVP 2XZ-2C, Zhejiang, Cin) gergeklestirilmistir. Numuneler kurutulduktan sonra,
ogiitiilerek analiz edilinceye kadar polietilen torbada, 4 °C'de karanlik bir yerde
muhafaza edilmistir. Kurutulmus stigmalarin nem igerigi  %6,64 tur. Krosin
standardi, maltodekstrin ve diger kimyasallar Merck'ten (Darmstadt, Almanya) satin

alinmustir.

Sekil 3.1 Safran stigmalar1 ve toz haline getirilen safran

pH, pH metre (Sevencompact pH/Ion S220, Isvigre) kullanilarak &l¢iilmiistiir.
Numunenin ekstraksiyonu, ultrasonik su banyosu (WiseClean, DH.WUC.D10H,
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Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir. Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800,
Japonya), absorbans olarak belirlenen krosin igeriginin, biyoaktif bilesenlerin ve
antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilmistir. Numunelerin rengi HunterLab
Renk Analizoru (ColorFlex EZ Standart Kutusu s/n: CFEZ 1010, HunterLab, ABD)

ile 6lctlerek, L *, a * ve b * degerleri olarak ifade edilmistir.

Aroma profili i¢in gaz kromotografisi (GC)- kutle spektrofotometresi (MS) (Agilent
7890A GC sistemi, Agilent Technologies, Avondale, AZ, ABD) kullanilmustir.

Model sistemde meyve suyu olarak Dimes marka eksi elma suyu kullanilmstir.
3.2. Yontem

3.2.1. Krosin Pigmenti icin Ekstraksiyon Optimizasyonu (RSM) ve Ekstraktlara
Uygulanan Analizler:

3.2.1.1. Krosin Ekstraksiyonunun Optimizasyonu

Krosin pigmentlerinin ekstraksiyon optimizasyonu, Yanit Yiizey Yontemi (RSM),
Tam Faktoriyel Merkezi Kompozit Dizayn (CCD) ile gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyon sicakligi (25-65 °C), ekstraksiyon siresi (3-15 dk), sivi-kat1 oram (L/S)
(1000/3000 mL/g), genlik olarak ultrasonik siddet (%20-100) bagimsiz degisken

olarak se¢ilmis ve bagimli degisken olarak maksimum krosin igerigi belirlenmistir.

Design Expert Programi (Version 7; Stat-Easy Co., Minneapolis, MN, ABD)
kullanilarak yirmi dokuz farkli deneme noktas: elde edilmistir (Cizelge 4.1). Islem
parametrelerinin, krosin iceriginin ekstraksiyon verimine etkisi quadratik model ile
belirlenmistir. Modelin basarisi, belirleme katsayisma (R?), lack of fit ve model p-

value degerlerine gore degerlendirilmistir (p<0,01).

TUm deneme noktalarinin analizleri ¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama deger

alinarak standart sapma ile verilmistir.

3.2.1.2. Ultrasonik Su Banyosu ile Saframin Ekstraksiyon Islemleri

Toz haline getirilmis safran stigmalar1 ultrasonik su banyosunda (WiseClean, DH.
WUC.D10H, Almanya) ultrason destekli ekstraksiyon islemi kullanilarak ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon islemlerinde kullamlan sicaklik degerleri (25, 45 ve 65 °C) 6n
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deneme caligmalar1 sonucu belirlenmistir. Toz haline getirilmis 10 mg safran stigmasi
saf su ile belirli oranlarda karistirilmis ve deney tasariminda belirtilen sartlara gore
ekstraksiyona (Sekil 3.2) tabi tutulmustur. Ekstraksiyonun sonunda, érnekler 4500
rpm'de santrifij edilmistir. Santrifiijlenmis numuneler kaba filtreden gecirildikten
sonra 0.25 pum’lik membran filtreden siiziilmiistiir. Elde edilen ekstraktlar analizlerde
kullamlmak iizere hava almayacak sekilde siselenerek 4°C sicaklikta muhafaza
edilmistir [137].

Sekil 3.2 Toz hale getirilmis safran ve ekstraktlarin hazirlanmasindan gorint

3.2.1.3. pH Analizleri

Numunelerin pH degerleri pH metre (Sevencompact pH/Ion S220, Isvigre)
kullanilarak belirlenmistir. pH metre, analiz 6ncesinde uygun tampon cozeltilerle
kalibre edilmistir [138].

3.2.1.4. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Safran ekstraktlarindaki toplam fenolik madde igerigi, standart olarak gallik asit
kullanilarak Folin-Ciocalteu yontemi ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir [139].
Kalibrasyon egrisi olusturmak igin gallik asittten (Merck) 10 mg/L-120 mg/L

araliginda bir seri standart ¢6zelti hazirlanmustir.
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Ekstrakte edilen ornekler, distile su ile 1:10 oraninda seyreltilmis ve 0,5 mL
seyreltilmis ekstrelere 2,5 mL Folin Ciocalteu reaktifi (0,2 N) ilave edilmistir. Daha
sonra, reaksiyon tipine 2 mL %7,5 (w/v) Na,C0O3z eklenmistir. Hazirlanan karigim oda
sicakliginda karanlik bir yerde 30 dakika tutulduktan sonra, rneklerin absorbanst 760
nm'de spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Shimadzu UV-1800, Japonya).
Sonuglar mg gallik asit (GAE) esdegeri cinsinden, mg GAE/g kuru stigma olarak ifade

edililmistir.

3.2.1.5. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Numunelerin toplam flavonoid igerigi, Zhishen vd. [140] tarafindan belirlenen
aliminyum klortr kolorimetrik yonteme gore yapilmistir. 1 mL safran ekstreleri 4 mL
damitilmis su ile karistirtlmig, 0,3 mL NaNO, (damitik su icinde %5) eklenmis, 5
dakika sonra 0,3 mL AICI; (su icinde %10) eklenmistir. Oda sicakliginda 6 dak.
inklibasyondan sonra, 2 mL 1 M NaOH ¢0zeltisi eklenmis ve karigim, distile su ile 10
mL'ye ayarlanmistir. Reaksiyon karisiminin absorbansi, 510 nm'de spektrofotometrik
olarak (Shimadzu UV-1800 spektrofotometre, Japonya) belirlenmistir. Toplam
flavonoid igerigi, katesin esdegeri (CAE), mg CAE/g olarak ifade edilmistir.

3.2.1.6. Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC Yontemi)

Apak vd. [141] tarafindan gelistirilen bu yontemde, antioksidan maddenin Cu (11)’yi
Cu (1)’e indirgemesi esasina dayanmaktadir. Yontem, 6rnegin Neokuproin-N¢’in bakir
(IT) ile reaksiyona girmesi sonucu olusan bakir (II)-neokuproin (Cu (I1)-Nc)
bilesiginin, 450 nm’de maksimum absorbans veren Cu (I)-neokuproin ¢elatina
doniistiirme yetenegine dayanarak hesaplanmaktadir. UV-VIS spektrofotometre
(Shimadzu UV-1800 spectrophotometer, Japan) ile 440 nm’de dérneklerin absorbans

degerleri ol¢tilmiistiir.

Yontem; sulu bakar (1) klorir ¢ozeltisi, alkolde hazirlanmis neokuprin ¢ozeltisi ve pH
7 tamponu olan sulu amonyum asetat ¢6zeltilerinin karistirilarak Uzerine antioksidan
kapasitesi tayin edilecek drnek ilave edilmistir. Absorbans degerleri oda sicakliginda
karanlikta 1 saat inklbasyondan sonra spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800
spektrofotometre, Japonya) 450 nm dalga boyunda 6lgtilmiistiir [142]. Troloks standart

olarak kullanilmistir ve sonuglar troloks esdegeri, mg TEAC/g olarak ifade edilmistir.
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3.2.1.7. Renk Analizleri

Toz haline getirilmis 0.05 g safran stigmasi, damutilms su ile 50 °C, %100 amplitiid
ile ultrasonik su banyosu kullanilarak ekstrakte edilmis ve filtrelerden siiziilmiistiir.
Renk analizi CIELAB kolorimetre (ColorFlex EZ Standart Kutu s/n: CFEZ 1010,
HunterLab, ABD) kullanilarak belirlenmis ve L*, a* ve b* degerleri olarak ifade
edilmistir [142]. Orneklerin renk parlakhigi (L*), kirmizi-yesil (a*), sari-mavi (b*)
cinsinden belirtilmistir. Renk 6lcuimleri 3 paralelli yapilmig ve tespit edilen degerlerin

ortalamasi alinarak ortalama degerler belirlenmistir.

3.2.1.8. Krosin Iceriginin Belirlenmesi

Toplam krosin igerigi, Tong vd. [143] tarafindan belirlenen yOnteme gore tespit
edilmistir. Buna gore, krosin standard: ile bir seri (10 mg/L-120 mg/L) dillisyon
cozeltileri hazirlanmigtir.  Krosin igeriginin belirlenmesi i¢in spektrofotometre
(Shimadzu UV-1800, Japonya) kullanilmigtir. Seyreltilmis krosin ekstraktlarinin
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri 440 nm’de kaydedilerek
kalibrasyon egrisi Cizilmistir. Elde edilen y=0,0132x-0,0357 (R?=0,9958) regresyon
denklemi ile krosin igerigi mg/g olarak hesaplanmstir. Sekil 3.3’te krosin standardinin

kalibrasyon egrisi gortilmektedir.
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Sekil 3.3 Krosin standardinin kalibrasyon egrisi
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3.2.2. Mikroenkapsiilasyon Uretimi ve Kapsiillere Uygulanan Analizler

3.2.2.1. Mikroenkapsulasyon i¢in Safran Ekstraktinin Hazirlanmasi

10 gr ogitiilmiis safran stigmasi, 1000 mL distile su ile ultrasonik su banyosunda
(Wise Clean, WUC-D10H, G. Kore) 55 °C de, %94 ultrasonik siddette ve 4,4 dk
ekstraksiyon islemi uygulandiktan sonra kaba filtre kagidi ile stiziilmiistiir. Elde edilen
ekstraktlar Sekil 3.3’te goriilmektedir.

Sekil 3.4 Safran ekstratlar

3.2.2.2. Ekstraktlarin Evaporator ile Konsantre Edilmesi

Kaba filtre kAgidindan gegirilen ekstraktlar, banyo sicakligi 50°C, kaynama sicaklig
30°C ve basing 85 mmbar vakum altinda evaporasyon kosullar1 ayarlanarak evaporator
(BUCHI, Rotavapor R-210, Isvigre) cihazinda konsantre edilerek briksi 1,2 den 4,3’e
getirilmistir. Safran cozeltilerine uygulanan evaporasyon islemlerinden bir gorintu

Sekil 3.5’te verilmistir.

Sekil 3.5 Safran ¢0zeltisine uygulanan evaporasyon islemi
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3.2.2.3 Mikroenkapstulasyon i¢in Cozeltinin Hazirlanmasi

Briksi 4,3’e getirilen safran ekstraktinin lizerine, kaplayicit materyal olarak kullanilan
maltodekstrin %10 olarak eklenmis ve maltodekstrinin ¢éziinmesi i¢in karigim, 10.000

rpm’de Ultra Turaxta (IKA, Almanya) 3 dakika homojenize edilerek hazirlanmistir.

3.2.2.4 Puskirtmeli Kurutucuda Mikroenkapsuilasyon

Mikroenkapstlasyon islemi, piiskiirtmeli kurutucuda (BUCHI mini spreydry B-290,
Isvigre) hava giris sicaklig1 (17545 °C), hava cikis sicakligr (95+5°C), ¢ozelti besleme
debisi (5 mL/dk) ve aspirasyon c¢alisma hiz1 %20 olacak sekilde ayarlanan kurutma
kosullarinda (Sekil 3.6) gergeklestirilmistir. Elde edilen mikrokapsiiller polietilen
torbalarda paketlenerek analiz edilenceye kadar 4°C’de karanlikta muhafaza
edilmistir. Mikroenkapsilasyon 0Oncesi toz haldeki safran ve elde edilen safran
mikrokapsiiller Sekil 3.7 de goriilmektedir.

Sekil 3.6 Puskirtmeli kurutucuda mikroenkapsiilasyon islemi goriintiileri
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Sekil 3.7 Toz safran ve mikrokapsiillenmis safran boyasi

3.2.2.5 Nem Tayini

Mikrokapsiillerin nem miktar;, nem tayin cihazi (RADWAG, AB-0066-K) ile
belirlenmistir. Nem miktar1 tayini, mikrokapsullerin sabit sicakliktaki kapali bir kaba
konarak, dengede oldugu atmosferin bagil neminin oOlgiilmesi esasina gore

belirlenmektedir [61].

3.2.2.6 Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi (EE)

Kapsiilleme etkinligi ylzey pigmentleri ve toplam pigment iceriklerinin 6lgilmesiyle
belirlenmistir. Bu amacla, belli miktardaki numuneler, 6nce maltodekstrinin
¢oziinmedigi metanol ve alkol karisimi ile yikanmustir. Filtrelerin altindaki sividan
yuzey safran pigment miktar1 tespit edilmistir. Daha sonra yine ayni miktardaki
mikrokapsuller maltodektrinin ¢oziindiigii su ile c¢ozindurulerek mikrokapsullerin
toplam pigment miktar1 bulunmustur. Buna gore, enkapstlasyon etkinligi Esitlik 3.1
ile hesaplanmistir [144].

Enkapsiilasyon Etkinligi (%EE)= 1- ey Plgment miktar ., (3.1)

Toplam pigment miktart

3.2.2.7 Mikrokapsiillerin Mikroyapisal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Optimum kuruma kosullarinda iiretilen mikrokapsiillerin morfolojisi, 1000-10000
biiylitme araligi ile 2 kV'da taramali elektron mikroskobu (SEM) (FEI QUANTA FEG
250, ABD) ile goriintiilenmistir. Tozun morfolojik 6zellikleri, 7,4-8 mm'lik bir mesafe

ile yiiksek vakum altinda taranarak belirlenmistir.
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3.2.2.8 Mikrokapsullerde Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Mikrokapsiillerin toplam flavonoid madde miktarlari, <’3.2.1.4 Toplam Fenolik Madde

Miktar1 Tayini’’ baslig1 altinda verilen yonteme gore belirlenmistir.

Mikrokapstllerin toplam flavonoid madde miktarlari, *’3.2.1.5 Toplam Flavonoid

Madde Miktar1 Tayini’’ baslig1 altinda verilen yonteme gore belirlenmistir.

3.2.2.9 Mikrokapstullerde Antioksidan Kapasite Tayini

Mikrokapsullerin antioksidan kapasitesi ‘’3.2.1.6 Antioksidan Kapasite Tayini
(CUPRAC Yontemi)’” baslig1 altinda verilen yonteme gore belirlenmistir.

3.2.2.10 Mikrokapsullerde Renk Analizi

Kapsullerin renk 6zellikleri ©’3.2.1.7 Renk Analizleri’’ bashg: altinda anlatilan sekilde

Hunter Lab renk cihaziyla belirlenmistir.

3.2.2.11 Saframin ve Mikrokapsullerin Aroma Profillerinin Belirlenmesi

Orneklerin aroma profilleri, gaz kromatografisi — kiitle spektrometresi (GC-MS)
cihazlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in Gaz kromotografisi (GC)
(Agilent 7890A GC system, Agilent Technologies, Avondale, AZ, ABD) ve kiitle
spektrofotometresi (MS) (Agilent Technologies) cihazlart ve DBwax kolon (60m-
0,25mm-0,25 p m) kullanilmustir.

Aroma bilesenlerinin 100 um PTFE yizIu silikon septum (Supelco, PA, ABD) (zerine
tutunmasi1 saglanmistir. Bu amagla ogiitillen safran ve mikrokapsiiller 20 mL’lik
Headspace viallere 0,1g tartilarak GC-MS cihazina enjekte edilmis [145] ve PTFE
yuzll silikon septum (Supelco, Bellefonte, PA, ABD) ile kapatilmistir. Bilesikler, 1
saat boyunca 40°C’de, SPME lifi (75 um, 23 g, karboksan / polidimetilsiloksan (CAR /
PDMS)] (Supelco, Bellefonte, PA, ABD) tarafindan adsorbe edilmistir. Bélinmesiz
modda 50 °C firin sicakligi 10 dakika boyunca 40 °C'ye ayarlanmig, daha sonra 3 °C
/dak.'da 110 °C'ye, 4 °C /dak'da 110 ila 150 ° C'ye sitilmistir. 10 °C /dk'da nihayet
210 °C /dk'ya yukseltilmis ve 15 dakika tutulmustur. Tasiyici gaz olarak 1 mL /dak
akis hizi ile helyum kullanilmistir. Elektron iyonizasyon detektoriiniin voltaji 70 eV'ye
ayarlanmistir. Ugucu bilesikler, Flavor 2, NIST 05 ve Wiley kittphaneleri tarafindan

tanimlanmistir. Analizler 2 kez tekrarlanmustir.
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3.2.2.12 Krosin Mikrokapsullerinin Bozunma Kinetigi

Krosin ekstrelerinin stabilitesini belirlemek icin Wang ve Xu [146] tarafindan
tanimlanan yonteme gore farkli pH (2, 4,5 ve 6) ve farkli sicakliklarda (60, 70, 80 ve
90 °C) digital termometreli su banyosunda 6 saat isleme tabi tutularak
gerceklestirilmistir. Bu amagla, degradasyon kinetigini tespit etmek icin optimum
sartlara gore elde edilen krosin ekstraktlar1 20 ml'lik cam tliplere koyulmus ve her bir
saat basinda 6rnek alinarak pH, sicaklik ve 1si1l islem siiresinin Krosin miktarina olan
etkileri belirlenmistir. Degradasyon verileri, krosinin birinci mertebeden kinetik

davranigini belirlemek i¢in iissel kinetik modele (Esitlik 3.2) yerlestirilmistir:

C=Co x exp(-k xt) (3.2)

Co, baslangic krosin igerigi oldugunda, C, belirli bir sicaklikta isitildiktan sonraki
krosin konsantrasyonudur ve Kk, birinci mertebeden kinetik model igin sabittir.

Yarilanma omrii (t12) (Esitlik 3.3) asagidaki gibi hesaplanir.

t 1= In(0,5)/-k (3.3)

3.2.2.13 istatistiksel analiz

Tez calismasinda, ekstraksiyon asamasinda optimizasyon islemleri Design Expert 7.0

paket programi (Stat-Ease, Minneapolis, ABD) ile gergeklestirilmistir.

Dogrusal olmayan regresyon analizi, bozunma kinetigi sabitini (k) ve yar1 Omiir
degerini (t1/2) hesaplamak i¢in kullanilmigtir. Duncan testi ile pH ve sicakligin k ve ti/
lizerindeki etkisi 0.05 giiven araliginda degerlendirilmistir. Istatistiksel ve dogrusal
olmayan regresyon analizleri, Istatistik yazilim program (StatSoft, Inc., Tulsa, ABD)

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Renklendirilen {iirtinlerde biyoaktif bilesenler, renk analizi ve duyusal analizlerde
kullanilan gida boyasinin {trtinlerdeki etkisi tek faktorlii varyans analizi ve Duncan
testi ile gergeklestirilmistir. Arastirma sonuglarinin degerlendirilmesi igin SPSS

(PASW Statistics 18) istatistik programindan yararlanilmistir.
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3.2.3. Mikrokapsiil Gida Boyasimin Meyve Suyunu Renklendirme Amaciyla

Kullanim

Model sistem olarak kullanilan Dimes marka eksi elma suyu farkli miktarlarda (30
ppm-180 ppm) safran mikrokapsulleri ile renklendirilmistir. (ES: Mikrokapsil
icermeyen kontrol 6rnegi, US: 30 mg/L mikrokapstl ilaveli elma suyu, BS: 50 mg/L
mikrokapsul ilaveli elma suyu, OES: 120 mg/L mikrokapsul ilaveli elma suyu, OS:

180 mg/L mikrokapsul ilaveli elma suyu).

3.2.4. Renklendirilen Model Sistemlerde Yapilan Analizler

3.2.4.1. Meyve Sularinda Toplam Fenolik, Flavanoid Madde Tayini

Mikrokapsiillerle renklendirilen meyve sularinin toplam fenolik madde miktari,
’3.2.1.4 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini’’ baslig1 altinda verilen yonteme gore

belirlenmistir.

Mikrokapsiillerle renklendirilen meyve sularinin toplam flavonoid madde miktari,
’3.2.1.5 Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini’’ baslig1 altinda verilen yénteme

gore belirlenmistir.

3.2.4.2. Meyve Sularinda Antioksidan Kapasite Tayini

Mikrokapsiillerle renklendirilen meyve sularinin antioksidan kapasitesi ’3.2.1.6
Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC Yodntemi)’’ baslig altinda verilen CUPRAC

yontemine gore belirlenmistir.

3.2.4.3. Meyve Sularinda Renk Analizi

Mikrokapsiillerle renklendirilen meyve sularinin renk ozellikleri ’3.2.1.7 Renk

Analizleri’’ baslig1 altinda anlatilan sekilde Hunter Lab renk cihaziyla 6lgiilmiistiir.

Cihaz, standart kalibrasyon skalasi ile kalibre edildikten sonra, farkli miktarlarda ilave
edilen mikrokapsiillerin elma sularia verdigi renk 6zellikleri L*, a*, b* parametreleri

oOlgiilerek tespit edilmistir.
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3.2.4.4. Meyve Sularimin pH Analizi

Farkli miktarlarda safran boyasiyla renklendirilen elma sularinin pH analizi ’3.2.1.3

pH Analizleri’’ baglig1 altinda verilen yonteme gore yapilmustir.

3.2.4.5. Duyusal Analiz

Calisma kapsaminda elma suyu Orneklerine farkli miktarlarda ilave edilen
mikrokapsile edilmis gida boyasmnin duyusal kalite tizerine olan etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in egitilmis 17 panelist ile hedonik skala yontemine gore duyusal
analizler yapilmistir. Mikrokapsiillerle renklendirilen elma suyu Ornekleri igin

kullanilan duyusal analiz formu EK-A’da gosterilmistir.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Krosin Renk Maddesinin Ekstraksiyonu

4.1.1 Ekstraksiyon Parametrelerinin Krosin Icerigine Etkisi

Cizelge 4.1, yirmi dokuz farkli deneme noktalarin1 ve elde edilen krosin igerigini
gostermektedir. Krosin igerigi 0,56 ila 1,615 mg/g arasinda degismektedir. Yuksek
sicaklik ve diisikk L/S degeri, krosinin ekstraksiyon verimini artirmistir. Quadratik
model, ekstraksiyon parametrelerinin krosin verimine olan etkisini modellemistir. TUm
model parametreleri, krosin verimini énemli $lgiide etkilemistir (p<0,1). R? ve Adj R?
degerleri 0,9932 ve 0,9863'tur, lack of fit degeri 6nemsizdir (Cizelge 4.2), bu da
quadratik modelde islem parametrelerinin kroSin verimi iizerindeki etkisini basariyla
tanimladigin1  gostermektedir. Asagidaki ikinci dereceden denklem, ekstraksiyon

parametrelerinin krosin ekstraksiyonu tzerindeki etkisini gostermektedir.

Krosin=0,83+0,024x; +0,075x, -0,44x3 +0,037x4 -0,011X; X, -0,038X; X3 —X1 X4 0,016-
0,057X, X3+0,096X, X4 -0,066X 3X4 +0,01%,% +0,04x,2 +0,19%32 +0,017X,>

Burada, X1, X2, X3 Ve X4, zaman, sicaklik, L/S ve UU amplitute olarak guctur. Cizelge
4.2'ye gore, sicaklik ve L/S model parametreleri daha kiiguk p-degeri gostermistir, bu
da bu faktorlerin krosin ekstraksiyon verimi {izerinde etkili oldugu anlamina
gelmektedir.

L/S orani, ekstraksiyon verimini ve {iretim maliyetini etkileyen en kritik

parametrelerden biridir.
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Cizelge 4.1 Yanit Yiizey Metodolojisi kullanilarak belirlenen deneme noktalar1 ve
krosin igerigi

Deneme  Sure Sicaklik L/S Ultrasonik Krosin
Sayisi (dk) (°C) (mL/g) Siddet (%) (mg/g)
1 15,00 65,00 2000,00 60,00 0,972
2 3,00 45,00 2000,00 100,00 0,8985
3 9,00 25,00 2000,00 100,00 0,798
4 9,00 45,00 1000,00 20,00 1,384
5 9,00 65,00 1000,00 60,00 1,564
6 9,00 45,00 2000,00 60,00 0,835
7 15,00 45,00 1000,00 60,00 1,491
8 3,00 65,00 2000,00 60,00 0,9035
9 9,00 25,00 1000,00 60,00 1,435
10 9,00 45,00 2000,00 60,00 0,8625
11 15,00 45,00 2000,00 100,00 0,8795
12 9,00 45,00 2000,00 60,00 0,77
13 9,00 45,00 3000,00 20,00 0,594
14 3,00 25,00 2000,00 60,00 0,7715
15 15,00 45,00 2000,00 20,00 0,852
16 9,00 45,00 2000,00 60,00 0,8595
17 9,00 65,00 2000,00 20,00 0,9585
18 3,00 45,00 1000,00 60,00 1,4435
19 9,00 25,00 2000,00 20,00 0,757
20 15,00 25,00 2000,00 60,00 0,883
21 3,00 45,00 3000,00 60,00 0,58
22 15,00 45,00 3000,00 60,00 0,61
23 9,00 45,00 2000,00 60,00 0,83
24 9,00 45,00 1000,00 100,00 1,615
25 3,00 45,00 2000,00 20,00 0,805
26 9,00 65,00 3000,00 60,00 0,678
27 9,00 45,00 3000,00 100,00 0,56
28 9,00 25,00 3000,00 60,00 0,572
29 9,00 65,00 2000,00 100,00 1,038
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Diisiik L/S seviyesi se¢imi, gida matriksindeki biyoaktif bilesiklerin daha yliksek
bulunmasini saglarken, L/S'nin ¢ok yliksek seviyesi proses maliyetini artirabilir. Bu

nedenle, L/S optimizasyonu ¢ok 6nemli bir adimdir

Cizelge 4.2 RSM sonucunda olusturulan regresyon modellerinin (F ve p-degeri)
varyans tablosu

Krosin (mg/g)

Source df Mean square F-Value (Ppr-(\)lgll::e)*
Model 14 0,19 145,335 <0,0001
Linear
A-Siire 1 6,793x10° 5,070 0,0409
B-Sic. 1 0,067 50,111 <0,0001
C-L/S 1 2,37 1772,981 <0,0001
D-US Gii¢ 1 0,016 11,962 0,0038
Cross product
AB 1 4,622x10™ 0,345 0,5663
AC 1 7,656x10° 0,057 0,8145
AD 1 1,089%10° 0,812 0,3825
BC 1 1,323x10* 0,098 0,7580
BD 1 3,706x10™ 0,276 0,6071
CD 1 0,018 13,106 0,0028
Quadratik
A? 1 6,965x10™ 0,519 0,4827
B? 1 0,011 7,937 0,0137
c? 1 0,23 174,785 <0,0001
D? 1 1,790x10™ 1,336 0,2670
Lack of Fit 10 1,321x10™ 0,95 0,5701
R? 0,9932
Adj R? 0,9863

df: df-serbestlik derecesi, * "Prob> F" degeri 0,1000°den kii¢iikk olmasi modelin énemli oldugunu
belirtir.

Ekstraksiyon sicakligi ve L/S, krosinin ekstraksiyon verimi tzerinde ¢ok énemli etki
gostermistir. Bu nedenle, sicakliin ve L/S degerlerinin optimizasyonu, yiiksek
verimde krosin ekstraksiyonu icin ¢ok onemlidir. Kyriakoudi ve Tsimidou [147],
krosetin igeriginin ekstraksiyon verimi i¢in iki maksimum noktanin gézlemlendigini,
diisiik seviyede ¢oziicii oraninin ve sonikasyon suresinin toplam krosetin igeriginin
artmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Mevcut ¢alismada, diisiik sonikasyon siiresi

(4,4) ve S/L orant (1/1000) diizeyinde, maksimum desirability (maksimum Kkrosin
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miktar1) elde edilmistir. Bulgularimiz Kyriakoudi ve Tsimidou'ya [147] benzer
sekilde, sonikasyon slresinin safran biyoaktif bilesiklerinin ekstraksiyon verimini

gelistirdigini gostermistir.

Sekil 4.1, islem parametrelerinin etkisini ve bu parametrelerin, krosin verimi
tizerindeki etkilesimini gostermektedir. Sekil 4.1'de gosterildigi gibi, orta bir zaman
seviyesinde, sicaklik ve genlik degeri (9 dk, 45 ° C, %60), L/S seviyesinde kuglk bir
degisiklik, krosinin ekstraksiyon verimini 6nemli dl¢lide degistirmistir. Krosin igerigi,
daha diisiik bir L/S'de 6nemli 6lgiide artmistir, bu da L/S'nin, krosin verimini en (st

diizeye ¢ikarmak i¢in 1000'de ayarlanmasi gerektigini gostermektedir.

Ekstraksiyon sicakligi, krosin verimi iizerinde baska Onemli bir etki gosteren
faktordlr. Diger parametreler orta seviyede tutuldugunda, sicakliktaki biraz artis,
krosin verimini 6nemli dlglide arttirmigtir. Calismada, krosin ekstraksiyon veriminde

sicakligin pozitif quadratik etkisi, kiitle transfer hizinin artmasi ile a¢iklanabilir.

Sarfarazi vd. [23], sicakligin baslangigta pozitif bir karesel etki gosterdigini ve
sicakligin belirli bir degerden sonra olumsuz bir etki gosterdigini bildirmislerdir.
Belirli bir degerden sonra sicakligin krosin verimine olan negatif kuadratik etkisi,
doymamis uzun zincirli kimyasal yapisindan dolayr krosinin oksidasyonu ve termal
duyarliligi ile agiklanabilir. Calismalarinda sicaklik, krosin degradasyon seviyesi
araliginda olabilir. Mevcut calismada sicaklik artisi ile krosinin siirekli artis
gostermesi, sicakligin maksimum seviyesinin krosinin degradasyon seviyesinden daha

yuksek olmamasi ile agiklanabilir.

Bagka bir ekstraksiyon faktorii olarak, ultrason giicii ve zamani, krosin ekstraksiyon
verimi lizerinde pozitif kuadratik bir etki gostermistir. Krosin konsantrasyonu hem
ultrasonik siddetin hem de ekstraksiyon siiresinin artmasiyla artig gostermistir.
Zamanin 6nemi, ultrasonik siddete gore daha diistiktiir. Ekstraksiyon orani artig1 daha
yikksek amplitid degeri ve daha uzun ekstraksiyon suresinde gozlenmistir.
Ultrasonikasyon giiciiniin artmasiyla birlikte, krosinin daha yiiksek ekstraksiyon orani,
bitki hiicresinin pargalanmasina ve kiitle transfer oraninin artmasina neden olan
kavitasyon etkisi ile agiklanabilir. Benzer sekilde safran biyoaktif bilesiklerinin
ultrason giclyle artigi Gazeran vd. [137] tarafindan yapilan c¢alismada
bildirilmektedir.
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4.1.2 Ekstraksiyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Optimum proses parametreleri, maksimum miktardaki krosin verimine gore
belirlenmistir. Optimum deneysel noktalar1 belirleme kriteri olarak, desirability (arzu
edilebilirlik) degeri segilmistir. RSM'nin sonuglari, sicaklik, genlik ve siire gibi siireg
parametrelerinin arttirilmasi gerektigini, L/S'nin maksimum ekstraksiyon verimi igin
azaltilmas1 gerektigini onermektedir. Bu nedenle, optimum proses parametreleri 1000
L/S, 55°C, 4,40 dk ve %94,72 genlik seviyesi olarak belirlenmistir. Design Expert
programindan elde edilen matematiksel denkleme gore, bu deneysel noktalardan elde
edilen krosin konsantrasyonu 1,62 mg/g'dir. Bu deneysel noktada, kroSin igerigi
istatistiksel sonuglarin dogrulanmasi ig¢in deneysel olarak belirlenmistir. Krosin
konsantrasyonu 1,65 mg/g olarak tespit edilmistir. Sekil 4.1 Ekstraksiyon
parametrelerinin krosin miktar1 tzerine etkilerini gdsteren yanit yiizeyi-3D- grafikleri
verilmistir. Modellerin 3 boyutlu grafiklerine (Sekil 4.1) bakildiginda ultrasonik gii¢
%60 ve L/S oran1 2000 iken, sicaklik ve ekstraksiyon siiresinin artigina paralel olarak
krosin miktarininda artis gosterdigi goriilmektedir. Utrasonik giic %60 ve sicaklik 45
°C iken, L/S oran1 azaldik¢a ve siire arttik¢a krosin icerigi artmaktadir. Ultrasonik glic
%60 ve sure 9 dakika iken, L/S azaldik¢a ve sicaklik arttica krosin miktari artig
gostermigstir. Siire 9 dakika ve L/S oranit 2000 iken ultrasonik giiciin ve sicakligin
artisina paralel olarak krosin miktar1 da artmaktadir. Sicaklik 45 °C ve L/S orani 2000
iken ultarasonik giiciin artisina paralel olarak krosin miktar1 artig gostermistir. Bu
noktada en yiiksek miktar, 3. dakikada %100 ultrasonik giicte tespit edilmistir. 45 °C
de 9. dakikada diisiik L/S oraninda, yiiksek ultrasonik giiciin uygulandig1 aralikta en

fazla miktarda krosin elde edilmistir.

4.1.3 Safran Ekstarktlarimn pH Degerleri

pH degeri, Onceden kalibre edilmis pH metre probunun siviya batirilmasiyla
Olgiilmiistir [110]. Safran ekstrelerinin ortalama pH degeri 7,32+0,02 olarak

belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

69



L/5=2000 N
Amplitute=60% Temp=45C -
o T T Ampiitute=60%. |
) T .’_/.....-/ ‘ T
1007 167 |
| |
- 0.95 'I 1.4 II
Y | |
€ 0.90 |I gE 1.2\I
i ‘ —~ 1.0/
£ 085 5 _
% 5 e 0.8 J 4
Q 4
0.80 | 12 5 06~ ,1612 2
0.75 50 _ 04 ~5 A8 &
40 3‘(‘) 2000 1500 ey (M
Temp 1000
c) [‘/«S‘
Time=9 min .
Amplitute=60 % Timo=9 min
N L/5=2000

187" | Lo
1 BII ‘ 1.05]
! |
| = 1.00
,a |
B 14| | | 2 oss|
L 19 | < 090
£ 10| | 3 085
g ! | 0.80
Ro © 60 = 075{ o
0.6 » 50 \9 7 é’
04 o : 0.70 gox—‘_,___ﬂ_____ﬂ ; \.
2% 5000 S %070 0 49 /B &
Us 590 1000 Ampipy, . 0 20
(%)
Temp=45C -
Lc=2000 | @ T— Time=9 min
g | ‘--~| Temp.=45 C IS
\
0927 |
|
0.90 | |
|
% 0.88 | |'
| |
< 086 .'
Fé | |
8 0.84, 15
082 12
r k 2
% 5
0.80 /9 &
100 Sl i
08 ~Fy &
0 g4

Sekil 4.1 Ekstraksiyon parametrelerinin, krosin miktari lizerine etkilerini gosteren
yanit yiizeyi-3D- grafikleri
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4.1.4 Safranmin Toplam Fenolik ve Flavonoid Bilesen Miktarlari

Safran ekstraktlarindaki toplam fenolik bilesen miktarlari, standart olarak gallik asit ile
Folin-Ciocalteu yontemine gore 760 nm de spektrofotometrik (Shimadzu UV-1800
spektrofotometre, Japonya) olarak belirlenmistir [139]. Sonuglar mg gallik asit (GAE)
esdegeri cinsinden 31,61+0,26 mg GAE/g kuru madde olarak belirlenmistir.
Numunelerin toplam flavonoid bilesen miktarlar1 da, Zhishen, Mengcheng ve
Jianming [140] tarafindan belirlenen yonteme gore yapilmistir. Reaksiyon karigiminin
absorbansi, 510 nm'de spektrofotometrik  olarak  (Shimadzu  UV-1800
spektrofotometre, Japonya) belirlenmistir. Toplam flavonoid igerigi, katesin esdegeri
cinsinden (CAE) 9,34+0,42 mg CAE/g olarak tespit edilmis ve sonuclar Cizelge 4.2 de

verilmistir.

Cizelge 4.3 Safranin toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan kapasite miktarlari, pH

degerleri
Toplam Toplam Antioksidan
Ornek Fenolik Madde  Flavonoid Kapasite H
(GAEmg/g)  Madde (CAE CUPRAC (TE P
mg/g) mg/g)
Tozsafran 31 614026 0,34£042  302,6+1001  7,32+0,02

Mevcut ¢alismaya benzer sekilde yapilan bir ¢alismada, farkli safran 6rneklerinin %80
metanol ve su ekstraktlarinin toplam fenolik ve flavonoid maddeleri incelenmistir.
Calismada, farkli safran Orneklerinin toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlari
sirastyla 14,07-34,04 mg GAE/g; 3,16-33,64 mg CAE/g kuru madde olarak bulundugu
bildirilmektedir [148].

Yapilan bir diger arastirmada safranin toplam fenolik madde miktarlari, etanol-fosfat
ekstraktlar, 19,18 mg GAE/g, etanol:su ekstraktlar1 ise, 27,86 mg GAE/g olarak
bulunmustur [149]. Mevcut g¢alismada buldugumuz degerin daha yiiksek olmasi
¢Ozucu veya ekstraksiyon parametrelerinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

71



Makhlouf vd. [150] safrandaki ve beyaz iiziim suyundaki toplam fenolik bilesikleri
arastirmiglar. Calismada TFM siras1 ile 16 mg GAE/L ve 6,285 mg GAE/L olarak
bulunmus ve safranin, beyaz iiziim ile karsilastirildiginda miikemmel bir antioksidan

kaynagi olarak daha fazla antioksidan kapasitesine sahip oldugu belirtilmistir.

Amin vd. [151] tarafindan safranin sagliga etkilerini arastiran bir ¢alismada, suda ve
%80 etanolde elde edilen safran ekstraktlarimin toplam fenolik madde igeriginin,

sirasiyla 64,25 mg GAE/g ve 67,62 mg GAE/g oldugunu rapor edilmistir.

Sariri vd [12] iran’in Ghaenat bdlgesinden topladiklari taze safran stigmalarini
metanolle ekstrakte ederek, elde ettikleri ekstraktin toplam fenolik madde miktarini
86,65 mg GAE/g olarak belirlemislerdir [148].

Tekeli vd. [152] ’nin Safranbolu ve Yayladagi safranlarinin toplam fenolik madde
miktarlarini karsilastirdign bir ¢alismada, Safranbolu’da yetistirilen safranin toplam
fenolik madde miktarinin 75,11 mg GAE/g, Yayladagi’nda yetistirilen safranin toplam
fenolik madde miktari 1 ise 209,26 mg GAE/g oldugunu tespit etmislerdir. Calismada
Safranbolu safraninin toplam fenolik madde miktarinin Yayladagi safranindan daha
diisiik degere sahip oldugu saptanmustir. Analizlerde, toz haline getirilen safranlarin
metanol ile 40 °C’ de 3 saatte elde ettikleri ekstraktlar1 kullanmislardir. Tekeli vd.
[152] ’nin elde etttigi sonuglarin mevcut ¢alismanin sonucundan farkli olmasinin
nedeni, islem parametrelerinin ya da iriiniin yetistirildigi bolge farklihgindan kaynakl

olabilecegi diisliniilmektedir.

Karimi vd. [153] tarafindan yapilan ¢alismada, toz halindeki safran ¢rnekleri etanol,
metanol ve kaynar su iginde ekstrakte edilmis ve bunlarin fenolik bilesikleri 6,35, 6,54
ve 570 mg GAE/g; flavonoid bilesikleri sirasiyla 2,91, 5,88 ve 3,86 mg rutin

esdegeri/g kuru agirlik olarak bulunmustur.

Baba vd. [154] safranin ¢esitli dokularinda toplam fenolik ve flavonoid bilesiklerini
aragtirmiglardir. Toplam fenolik madde miktarlarini, stigma, sogan ve yapraklari i¢in
etanolli ekstraktlar sirasiyla, 8,28, 7,07, 5,62 ve sulu ekstraktlari, 6,54, 5,97, 4,26 mg
GAE/g kuru madde olarak belirlemislerdir. Safranin stigma, sogan ve yapraklarinin
toplam flavonoidlerini de sirasiyla etanolli ekstraktlar icin, 3,53, 2,46, 1,61; sulu
ekstraktlar icin ise sirasiyla, 3,61, 2,56, 2,00 mg rutin esdegeri/g kuru madde olarak
tespit ettiklerini bildirmislerdir.
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Carmano vd. [155] ’nin bir ¢alismasinda, farkli kokenli safran 6rneklerinin toplam
flavonoid igerikleri belirlenmistir. Flavonoid icerikleri sirasiyla, Ispanya safrani 1,09-
3,12; Yunanistan safrant 0,61-2,24; iran safran1 0,59-1,47; Fas safrani 0,88-1,91 mg
rutin/g olarak bulunmus ve sonuglar rutin esdegeri mg/g olarak ifade edilmistir [155].
Yine yapilan bir ¢alismada ultrason uygulamasinin, iziim kabugu, kirmizi lahana ve
siyah havug ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktarinin artmasina neden oldugu
belirlenmigtir. Bu calismada iiziim kabuklarindan, kirmizi lahanadan ve siyah
havuctan ultrason yontemi ile elde edilen sulu ekstratlarinda sirasiyla; 77,56, 21,71,
25,99 mg GAE/g kuru ekstrakt duzeyinde toplam fenolik madde icerdikleri
saptanmistir. Siyah havugta ¢ozgen olarak suyun kullanildigi klasik ve ultrason
ekstraksiyon uygulamalarinda bu deger sirasi ile 21,89 ve 25,99 mg GAE/g kuru
ekstrakt olarak belirlenmistir [51]. Mevcut ¢alismaya gore safranin, kirmizi lahana ve

siyah havugtan daha yuksek toplam fenolik madde igerdigi goriilmektedir.

Mevcut calismadan bulunan sonuglar ile diger arastirmacilarin yapmis oldugu analiz
degerleri karsilastirildiginda; bazi verilerin paralellik gosterdigi, bazi verilerin farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Verilerdeki farkliligin nedeni olarak safranin yetistirildigi
bolge, yetistirilme kosullari, ekstraksiyon asamasinda kullanilan ¢oziicii ve yontem

farkliligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

4.1.5 Safranin Toplam Antioksidan Kapasitesi

Orneklerin antioksidan kapasitesi Apak vd. [141] tarafindan tespit edilen CUPRAC
yontemine gore yapilmistir. Numunelerin absorbansi, 450 nm'de spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. Sonuglar troloks esdegerleri, 302,6+10,01 mg TEAC/g olarak

bulunmustur. Sonuglar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Safran ekstraktinin in vivo kosullarda yapilan analizlerde iyi antioksidan aktivite

gosterdigini bildirilmistir [156].

Anuar vd. [157] yaptig1 ¢alismada, Iran, Ispanya ve Kesmir'den temin edilen safran
ornekleri, metanol kullanilarak ekstrakte edilmis ve toplam antioksidan kapasite DPPH
(serbest radikal siipiiriicii deney) yontemi ile arastirilmistir. Buna gore Orneklerin
antioksidan aktiviteleri sirasiyla 10,14, 4,97, 22,52, % DPPH inhibisyon olarak

bulunmustur.
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Baska bir ¢alismada safran 6rneklerinin %80 metanol ve su ekstraktlarinin antioksidan
aktiviteleri arastirilmistir. Safran 6rneklerinin antioksidan aktivite degerleri, ¢oziicii ve
safranlarin tiirlerine bagl olarak pmol/g cinsinden 20,52-52,83 troloks esdegeri olarak
tespit edilmistir [148].

Uziim kabuklarinin farkli ekstraksiyon ydntemleri ile ekstrakte edildigi bir calismada,
ultrason ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi 308,13 umol Troloks esdegeri (TE)/g
kuru madde diizeyinde iken kontrolde bu degerin 187,13 TE/g kuru madde oldugu
belirlenmistir [51]. Yapilan bir diger ¢alismada, safranin antioksidan aktivitesi, troloks

esdegeri bakimindan 53,04 mmol trolox/kg olarak bulunmustur [158].

Yaptigimiz ¢alisma ile diger caligmalarda, antioksidan kapasite tayininde farkli

yontemler kullanildigindan sonuglar arasi kiyaslama yapilamamustir.

4.1.6 Safran Orneklerinin Renk Degerleri (L, a, b)

Safran numunelerinin renkleri (ekstrakt ve toz haline getirilmis) HunterLab Renk
Analizori (ColorFlex EZ Standart Kutu s/n: CFEZ 1010, HunterLab, ABD) ile
Olgiilmiis ve L *, a * ve b * degerleri olarak ifade edilmistir [142]. L *, a *, b *
degerleri toz halindeki safranda ve bu numunelerden optimum kosullar altinda elde
edilen ekstre edilmis safran numunesinde Olglilmiistiir. Renk parametrelerinin analiz
degerleri Cizelge 4.3'te gosterilmistir. Anuar vd. [157] iran, Kesmir ve Ispanyol
safranlarinin CIELab renk parametrelerini arastirmiglardir. CIE L, a, b degerleri
sirastyla iran (90,61, -0,11, 122,83); Kesmir (93,45, -9,34, 113,19); ispanya (92,26, -
5,36, 118,37) olarak rapor edilmistir.

Cizelge 4.4 Safran orneklerinin renk degerleri (L, a, b)

L* a* b*
Toz haldeki
35,12+0,02 37,64+0,11 41,67+ 0,13
safran
Safran ektrakti 2,10+ 0,01 3,85+0,01 3,54+ 0,03

Azarabadi [148] ’nin, Iran safranlariyla ilgili yapmis oldugu bir calismada, safran

orneklerinin toz ve ekstraktlarinin renk degerleri belirlenmis ve ¢alisma sonucunda
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numunelerin L, a, b degerleri 51,99-54,02; 18,69-22,76; 14,00-19,67, ekstraktlarin L,
a, b degerleri 37,00-37,67; 1,80-15,30; 7,50-8,74 olarak tespit edilmistir. Mevcut
calismada ki sonuclar Anuar vd. [157] ile Azarabadi [148] ’nin bulmus oldugu
sonuglardan farklilik gostermektedir. Bu farkliligin nedeninin, safranin yetistirildigi
bolge ve ¢esit, ayrica kullanilan ekstraksiyon yontem ve parametrelerinin

farkliligindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.1.7 Safran Orneklerinin Toplam Krosin Miktarlar

Ekstraktlarin absorbans degerleri, 440 nm’de UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak Ol¢llmiis ve toplam krosin miktar1 kalibrasyon egrisi kullanilarak
hesaplanmistir. Hesaplamalarda 6rneklerdeki seyreltme oranlar1 goz oniine alinmustir.
Optimizasyon c¢aligmasinda elde edilen krosin miktarlari mg/g olarak Cizelge 4.1’de
gortlmektedir. Cizelgeye gore en diisiik krosin icerigi 45 °C sicaklik, 3000 mL/g L/S
orani, %100 ultrasonik gii¢ ve 9 dakika optimizasyon sartlarinda 0,56 mg/g olarak
bulunurken, en yiiksek krosin igerigi ise 45 °C sicaklik, 1000 mL/g L/S orani, %100
ultrasonik gii¢ ve 9 dakika ekstraksiyon kosullarinda 1,615 mg/g olarak tespit
edilmistir. Buna goére ayni1 kosullarda, ¢6ziicli miktar1 arttik¢a elde edilen pigment

miktar1 azalmaktadir.

4.2 Mikroenkapstulasyon Sureci

4.2.1 Mikrokapsullerin Nem Oranlar

Mikrokapsiillerin nem miktart nem tayin cihazi (RADWAG, AB-0066-K) ile
belirlenmistir. Kapsiillerin nem igerigi %6,45 olarak oOl¢iilmistir. Bu sonug,
maltodekstrin ile dogal boyalarin kaplanmasi hakkinda daha once yayinlanmis

calismalarla karsilastirilabilir bulunmustur [15], [159], [160].

Yapilan bir ¢aligma da, safran ekstraktinin, maltodekstrin, arap zamki ve jelatin
karisiminin  piiskiirterek kurutulmasiyla Ttretilen tozlarin nem igerigi, %?2,7-5,3

araliginda bulunmus olup, mevcut ¢alismadan daha diisiik oldugu gériilmektedir [15].

Benzer sekilde safranin maltodekstrin ile nanoenkapsilasyonuyla dretilen kapstllerin
nem igerigi (%3,28-3,92) bulunmus olup, mevcut ¢alismadan daha diisiik nem igerdigi
goriilmektedir. Calismada ¢ekirdek: duvar oranmin nanoenkapsiillerin nem igerigini

onemli o6l¢iide etkilemedigi bildirilmektedir [29].
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Pektin ve peynir alt1 suyu protein konsantresinin ¢ift katmanli ¢oklu emiilsiyonlari ile
safran ekstraktinin kapsiillenmesinden elde edilen tozlar igin ¢alismamizdan daha

diisiik nem igerigi degerleri (~%2,5) rapor edilmistir [128].

4.2.2 Mikrokapsullerin Toz Karakteristikleri

Mikrokapsiillerin SEM  gorintiileri, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3'te gosterilmistir.
Gortilebilecegi gibi mikrokapsuller genel olarak kiiresel yapida, partikiil ¢aplar1 3 ile
47 um arasinda degisen, herhangi bir ¢atlak olmayan, diizgin ve puriizsiz bir ylzey
gostermektedir. Kapsiillerin partikiil g¢aplarinin ¢ogu 20 pm'den daha kuguktur.
Parcaciklarin ortalama duvar kalinliginin 1,1 pm oldugu tespit edilmistir. Benzer
sonuclar Rajabi vd. [15] ’nin ¢alismasinda da bildirilmistir.

Rajabi vd. [15], safran ekstraktinin gesitli biyopolimerlerle (maltodekstrin, gam arabik
ve jelatin) sprey kurutucu ile mikrokapsillenmesi iizerine ¢alismislardir. Safran
OzOtd/duvar malzemesini, 1:20 ve katt madde oranin1 (%30-40) kullanarak
hazirlamiglardir. Calismalarinda, safran ekstrakti mikrokapsiillerinin kiiresel bir sekil
gosterdigini, parcacik bliytikligi dagiliminin 0,54 ile 20,47 pm arasinda degistigini ve
toplam kati madde iceriginin artmasiyla mikrokapsiillerin ortalama ¢apinin arttigini

bildirmislerdir.

Igyer [132] yaptigr bir c¢alismada, nar kabugu ekstraktlarimin maltodektrin ile
mikroenkapsiilasyonu sonucu elde ettigi kapsiillerin ortalama c¢apinin 10-20 um
boyutuna sahip oldugunu bildirmistir. Mevcut ¢alismanin bulgulariyla I¢yerin [132]
yapmis oldugu, maltodekstrin ile mikroenkapsiilasyon sonucu elde edilen partikiillerin
ortalama capmin benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Mikrokapsiillerin sekilleri;
uygulanan enkapstlasyon yoéntemine, c¢ekirdek materyalinin  fizikokimyasal

oOzelliklerine ve duvar malzemesinin bilesimine bagli olarak degismektedir [161].
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EHT = 5.00 kV WD = 6.5 mm Signal A = SE2 Mag= 500K X

Sekil 4.3 Mikrokapsiillerin kabuk kalinligin1 gosteren SEM goruntasu
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4.2.3 Enkapsiilasyon Etkinliginin (EE) Belirlenmesi

Kapsiilleme etkinligi ylizey krosin igeriginin 6lgiilmesiyle saptanmis ve %64 olarak
bulunmustur. Mevcut ¢aligmada ve Rajabi vd. [15] "nin yapmis oldugu bir ¢aligmada
emiilsiyonlarin toplam kati igerigi sirasiyla %15 ve %10-40 olarak bulunmustur.
Bulgularimiz enkapsiilasyon etkinligini %41,86 ile %91,03 arasinda bulan Rajabi vd.
[15] "nin yaptigi ¢alisma ile uyumlu bulunmustur. Rajabi vd. [15], kat1 igerigi ve duvar
materyali bilesiminin, krosin retensiyonunu énemli 6lglde etkiledigini bildirmislerdir.
Krosin retensiyonundaki fark, kati icerigindeki farkliliklar ile agiklanabilir.

Kyriakoudi ve Tsimidou [29] safranin piikiirtmeli kurutma ile nanoenkapsiilasyonu
sonucu krosin etkinligini %54-81 olarak bulduklarini bildirmislerdir. Yapilan ¢alisma
da, tespit ettigimiz enkapsiilasyon etkinligine benzer sonuglar elde ettikleri
gorulmektedir. Kyriakoudi ve Tsimidou [29] duvar kalinlig1 azaldik¢a enkapsiilasyon
etkinliginin arttigini belirtmektedir.

Atefi vd. [162] safranin aroma bileseni olan safranalin dondurarak kurutma teknigi ile
mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirdigi ¢alismada enkapsiilasyon etkinliginin %72-
98 araliginda bulduklarini rapor etmislerdir. Sonucun mevcut calismadan farkl
olmasi, uygulanan mikroenkapsiilasyon tekniginin, kullanilan materyalin ve duvar
malzemesinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tupuna vd. [37] 'nin yaptig1 norbixinin mikrokapsiillenmesi ile ilgili ¢alismada
enkapsiilasyon etkinligini formiilasyonu 0:100 (MD:GA) olan mikrokapsiillerin,
toplam ¢ozinlr katilarin %401 (%74,91-222,40 pg/g) ve mikrokapsulleme

verimliligini %61,07 olarak tespit etmislerdir.

Ahmad vd. [33] yapmis oldugu bir ¢alismada enkapsiilasyon etkinligini a-glukan
icinde kapsiillenmis safran antosiyaninleri ve a-siklodekstrin iginde kapsiillenmis
safran antosiyaninleri sirasiyla %45 ve %63,25; toz verimini sirasiyla %45,33 ve %50
olarak tespit etmislerdir. Bunlara yakin degerler, maltodekstrin/WPC matriksi ile

krosin, pikrokrosin ve safranin kapsiillenmesi igin rapor edilmistir [128].

Rahaiee vd. [32] ’nin krosinin nanoenkapsiilasyonunu gergeklestirdikleri bir

calismada, kapsiilleme verimliligi %38,16 olarak bulmuslardir.

Icyer [132] ’in yapmus oldugu bir calismada, piiskiirtmeli kurutucu ile farkli

sicakliklarda yaptig1 nar kabugu ekstraktlarinin maltodektrin ile mikroenkapsiilasyon
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islemleri sonucu elde ettigi kurutulmus iriiniin miktarina gére mikroenkapsiilasyon

verimlilik yizdelerinin 39,5-50,5 arasinda degistigini tespit etmistir.

Toz verimi, piiskiirterek kurutma islemi sirasinda duvar malzemelerinin 6zelliklerine
ve tepkilerine bagl olarak degismektedir. Toz verimi besleme ¢dzeltisinde toplam kati
iceriginden, harman kurutucusunun calisma kosullarindan ve duvar malzemesinden

cekirdek malzeme oranindan etkilenmektedir [15].

4.2.4 Kapsiilleme isleminin Aroma Bilesenlerinin Yiizdesine Etkisi

GC-MS ile yapilan analiz sonucunda safran stigmasinda 66 farkli, mikrokapsul
ekstraktlarinda 63 farkli aroma bileseni tespit edilmistir. Bu aroma bilesenlerinden en
biylk (>% 1) alana sahip on iki farkli ugucu bilesiklerin yiizde dagilimi Cizelge 4.5'te
gosterilmigtir. Cizelgeden de goriildiigii gibi, daha 6nce yayinlanan [163], [164]
calismalara benzer sekilde, safranal bilesiginin (2,6,6-trimetil, 1,3-siklohexadien-1-
carboxaldehid), hem safran hem de mikrokapsul ekstraktlarinda aroma profilininin
biiyiik bir kismimi olusturdugu goriilmektedir. Diger ugucu bilesikler 2,4,4-trimetil-3-
karboksaldehid-5-hidroksi-2,5-sikloheksadien-1-one, HTCC ve isoforon’dur. Safranin
stigmasinin ve mikrokapsiillerin GC-MS ile tespit edilen aroma bilesenlerine ait

kromotogramlar Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°te gorilmektedir.

Cizelge 4.5'e gore, kapsiilleme isleminin, ugucu dagilimi 6nemli 6l¢giide etkilemedigini
gostermektedir. Bu sonug safran ekstraktinin kapsiilleme isleminden sonra aroma
yogunlugunu koruyabilecegini gostermektedir. Safranal, monoterpenoid bir bilesiktir
ve oda sicakliginda olduk¢a ugucudur. Bu nedenle, safranal kaybini azaltmak igin

uygun koruyucu yontem kullanilmalidir.

Calismamizda safranal retensiyonu %71,2 olarak bulunmustur. Rajabi vd. [15] ’nin
yaptigt bir ¢alismada en yiiksek safranal retensiyonunu sprey kurutma
mikroenkapsulasyonu ile %44,57-80,37 olarak bulduklarini bildirilmistir. Toplam kat1
icerigin arttirilmasinin, safranal retensiyonu artirabilecegini one siirmiislerdir. Bizim
sonuglarimizda, piskiirtmeli kurutma ile mikrokapsiillemenin, safranin ugucu
bilesiklerinde yliksek degradasyona neden olmadigim1 gostermistir. Bu nedenle,
kapsiilleme isleminin, yiliksek bozunma ve profil degisikligi olmaksizin safran
ekstrakti formunun cevresel faktorlerden korunmasi igin faydali oldugu séylenebilir.

Atefi vd. [162] safranalin dondurarak kurutma teknigi ile mikroenkapsilasyonu

sonucunda safranal retensiyonunu, %29-67 araliginda bulduklarini bildirmislerdir.
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Sonucun mevcut ¢alismadan diisiik olmasi, farkli mikroenkapsiilasyon teknigi, duvar

malzemesi ve duvar kalinligina bagh olmasindan kaynaklanabilecegi diistinilmektedir.

Cizelge 4.5 Safran ve mikrokapsiil ekstraktlarinin ugucu bilesen profilleri

Alan (%)
No Ucucu Bilesenler )
Ekstraktlar Mikrokapsuller
1 Safranal-2,6,6-trimetil,1,3-siklohekzadien 30,6 £0,01 30,67+1,75

1karboksaldehid

2 2,4, 4-trimetil-3-karboksaldehid-5-hidroksi-2,5- 15,50+ 0,00 15,30+ 0,75
siklohekzadien-1-one

3 a-lsophorone-3,5,5-trimetil, 2-siklolohekzen-1- 7,72+ 0,02 9,14+0,70
on

4 HTCC-2,6,6-trimetil-4-hidroksi-1-siklohekzen- 6,91+ 0,00 8,76+0,55
1-karboksaldehid

5  4-Ketoisoforon 5,90+ 0,02 5,80+1,05
6 2(5H)-Furanon 5,21+ 0,00 5,74+0,00
7 1-Dodecanol (CAS) 3,49+ 0,02 4,19+0,05
8 2,6,6-trimethyl, 2,4-Cycloheptadien-1-one, 3,23+ 0,01 2,96+0,01
9 1,4-Cyclohexanedione, 2,2,6-trimethyl 3,14+ 0,00 2,76£0,05
10  2,3-dicyano-7,7-dimethyl-5,6- 2,77+ 0,03 2,39+0,00
benzonorbornadiene
11 Acetic acid 2,31+ 0,02 2,13+0,01
12 4-Hydroxy-3,5,5-trimethylcyclohex-2-enone 1,49+ 0,00 1,18+0,01

Silvis vd. [165] yapmis olduklari ¢aligmada safranalin, safranin temel aroma bilesigi
oldugunu, ayrica safran icin spesifik bir bilesik olan lanirone, safrandan baska bitki
materyallerinde de bulunan B-siklositral, safranda yuksek konsantrasyonda bulunan
diger bir anahtar aroma bilesigi olan furanon, benzer sekilde, birgok ¢icek ve baharat
bitkisinde bulunan ve hos bir ¢i¢cek kokusuna sahip dogal bir terpen alkolii olan
heterosiklik bilesik linalol ve diger bilesen olarak da karakteristik nane kokusuna sahip
olan izofuron bulundugunu bildirmektedir. Silvis vd.nin rapor ettigi sonuglarin, tespit

ettigimiz bulgulara paralellik gosterdigi goriilmektedir.

Nenadis vd. [166] ’nin safranin aroma bilesenlerini tanimladiklart bir ¢alisma da,
sirastyla  safranal  (2,6,6-trimetil-l, 3-sikloheksadien-1-karboksaldehit), ardindan
izoforon (3,5,5-trimetil-2-sikloheksen-1-on), 4-ketoizo-izoforon (2,6,6 trimetil-2-

sikloheksen-1,4-dion), izoforon ve safranal izomeri, 2,2,6-trimetil-1,4-sikloheksandion,
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HTCC (4-hidroksi-2,6,6-trimetil-1-sikloheksen-1-karboksaldehid) ve 2-hidroksi-4,4,6-

trimetil-2,5-sikloheksadien-1-on bilesiklerini tanimlamislardir.
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Sekil 4.5 Mikrokapsiil 6rneginin GC-MS ile tespit edilen aroma bilesenlerine ait
kromotogram

Urbani vd. [167] ’nin, Italya’min Cascia bolgesinde iiretilen safran numunelerine,
farkli kurutma kosullarin1 uyguladiklar1 bir ¢alismada, kurutma kosullarinin safran
ucucu profilini ciddi bir sekilde etkiledigini vurgulamislardir. Mevcut calisma
sonuglarina benzer sekilde, safranin ana ugucu bilesenlerinin, safranal, izofuran, 4

ketoizofuran ve 2,2,6-trimetil-1,4-siklohekzadion oldugunu bildirmislerdir.
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Amanpour vd. [108] iran safraninda, farkli ekstraksiyon yontemleri kullanarak aroma
bilesenlerini tespit ettikleri ¢alismalarinda safranal, 4-ketoizofuron ve dihidroksifuran
bilesiklerinin mevcut calismaya paralel bir sekilde, safranin en gii¢lii aromasini

olusturdugunu belirtmiglerdir.

4.2.5 Mikrokapsullerin pH ve Sicakhik Stabilitesi

Mikrokapsiillerin kullanim oncesi 1s1 ve pH stabilitelerinin belirlenmesi kritik bir
konudur. Safran ekstrelerinin dogal renklendirici maddesi olan krosin, doymamis
hidrokarbonlar igeren uzun zincirli bir yapiya sahiptir. Bu yapi, krosin bilesigini
sicaklik ve oksijene kars1 oldukga hassas hale getirmektedir. Safran bir monoterpenoid
aldehittir ve termal siire¢ sirasinda buharlagabilmektedir. Sicaklik ve pH stabilitesi
hakkinda bilgisizlik, renk ve lezzet bilesiklerinde 6nemli kayiplara yol agabilmektedir.

Bu nedenle, stabilite goz oniinde bulundurulmalidir.

pH 6 #600C WT00C p 4.51 60oC B0 oC
1 A800C  X900C ]
. _ A800C X900C
. 0,85 -
o f
908 G 07
M U
07- 0,55 -
6
’ U,4‘lll‘l\\ll\|l\\|lwl
’ L 2 45 : 0 1,2 24 3,6 48 6
Zaman (sa) Zaman (5a)
pH 2 +600C  W700C

A800C X900C

0 1,2 24 3,6 48 6

Zaman (sa)

Sekil 4.6 Farkli pH ve sicakliklardaki krosinin degradasyon egrileri
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Bu tez kapsaminda, farkli sicakliklarda (60, 70, 80 ve 90 ‘C) ve farkli pH seviyelerinde
(2, 4,5 ve 6) krosinin termal ve pH kararlilig1 belirlenmistir. Sekil 4.6, mikrokapsiil
krosin ekstraktlarmin farkli pH ve sicakliklardaki degradasyon egrilerini
gostermektedir. Krosin degradasyonu, birinci dereceden reaksiyon kinetigi
gostermistir. Onceki aragtirmalar da dogal renklendirici olan safran pigmentlerinin
birinci dereceden bozunma kinetigi gosterdigi belirtilmektedir [35], [168].
Gortilebilecegi gibi, krosin degradasyonu yiiksek sicaklikta ve diisiik pH degerinde
artmustir. Farkli sicaklik ve pH degerinden elde edilen kinetik bozunma verileri, birinci

dereceden bozunma kinetik modeline yerlestirilmistir.

Modelin kabul edilebilirligi, regresyon katsayist (R?) ile degerlendirilmistir. R
degerleri pH 2, 90 °C harig, 0,94'den daha yiiksek bulunmustur, bu da birinci
mertebeden kinetik modelin, krosinin degradasyon kinetigini alkali ve pH degerinde
basariyla modelledigini gdstermektedir. R? degeri pH 2 ve 90 °C icin 0,71 olarak
bulunmustur. Hiz sabiti (k), pH ve sicakligin, krosin bozunma hizina etkisini
belirlemek icin hesaplanmistir. Yiiksek k degeri, krosinin daha fazla bozundugunun
gOstergesidir.

Cizelge 4.6, tim pH ve sicakliktaki krosin mikrokapsiillerinin k degerini
gostermektedir. Sicaklik ve pH degeri, degradasyon kinetiginin farkli sicaklik ve pH'ta
farkli oldugunu gosteren, k degerini dnemli dl¢lide etkilemistir (p<0,05). k degeri,
sirastyla pH 2, 4,5 ve 6 ic¢in 0,071-0,99, 0,062 0,09 ve 0,013-0,065 olarak
bulunmustur. Ayn1 pH degerinde, k degeri, 6zellikle 80 ve 90 °C sicakliklarda,
sicaklik artisiyla Onemli o6lclide artmustir. Safranin sulu ekstrelerinde bulunan
krosetinin ester yikimi, 5 ila 70 °C arasinda artan sicaklik ile artmaktadir [169].
Krosinin 1siya duyarliligi, yiiksek 1s1k tutma kapasitesi ve ¢ok sayida doymamis uzun

zincirlere sahip olmasi ile agiklanabilir.

k degeri lizerinde pH degerlendirildiginde, pH 2 degerinin tiim sicaklik derecelerinde
daha yiiksek k degeri gosterdigi goriilmiistiir. Ozellikle, sicaklik pH 2'de 90 °C'ye
yiikseldiginde, k degeri 6nemli 6l¢iide artmistir. 90 °C'de, pH 2'den elde edilen k
degeri, sirasiyla pH 4,5 ve pH 6'dan elde edilen k degerlerinden 11 ve 15,2 kat daha

yiiksek bulunmustur.
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Cizelge 4.6 Farkli pH ve sicakliklardaki krosin mikrokapsiillerinin k degerleri

pH2 pH4,5 pH6
1. dereceden Sie Sic.
Sic. 1. dereceden parametreler 1. dereceden parametreler
(°C) parametreler CC) (°C)

60 0,071Ad >0,94 9,743Ca 60 0,062Bc >0,94 11,017Ba 60 0,013Cd >0,94 51,897Aa
70 0,105Ac >0,94 6,559Cb 70 0,073Bd >0,94 9,372Bb 70 0,025Cc >0,94 27,261Ab
go 0,183Ab >0,94 3,778Cc 80 0,081Ab >0,94 8,483Bc 80 0,041Cb >0,94 16,504Ac

go 0,990Aa >0,71 0,699Cd 90 0,090Ba >0,94 7,655Bd 90 0,065Ca >0,94 10,658Ad

*Ayni siitundaki farkli kiiciik harfler, sicakligin k ve t;, degeri iizerindeki belirgin etkisini gosterir (p
<0,05). *Ayni satirdaki farkli biyik harfler, pH'nin k ve ty, degeri tizerindeki belirgin etkisini gosterir
(p <0,05).

Sonug olarak, diisik pH ve yiiksek sicaklik, krosinde hizli degradasyona neden
olmustur. Tsimidou ve Tsatsaroni [168], diisiik pH’ta krosinde ylksek degradasyon
meydana geldigini rapor etmislerdir. Asidik kosullarda karotenoidlerin yiiksek

bozunumu izomerizasyon ile agiklanabilir [170].

Yart omur degerlerinin (ti), farkli pH ve sicaklik altindaki tahmini raf omri
hesaplamasi yapilmistir. ty, degerinin sicaklik ve pH degerinden onemli o&lgiide
etkilendigi gortlmistiir (p<0,05). ti, degeri artan pH ile azalan sicaklik degerlerinde
artis gostermistir, bu da krosinin yar1 émriiniin diisiik sicaklik ve yiliksek pH'ta daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu ¢alisma sonuglari, krosin bozunmasmin pH ve
sicakliga bagli oldugunu ve ilimli prosese maruz birakilan yiiksek pH'l1 gidalarin
formilasyonlarinda dogal bir renklendirici olarak kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir. Yapilan ¢alismalar safran ekstrelerini veya safran karotenoidlerini amorf
polimerle kapsullemenin, stabilitelerini ve antitimor etkilerini arttirdigini géstermistir
[32].

4.2.6 Mikrokapsullerde Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Miktari

Toplam fenolik madde miktar1 Singleton ve Rossi [139] tarafindan gelistirilen ve Li
vd. [171] tarafindan modifiye edilen metod esas alinarak gergeklestirilmistir. UV/VIS
spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1800, Japonya) ile oOrneklerin absorbans
degerleri 760 nm dalga boyunda tespit edilmistir. Sonuclar gallik asit esdegeri (GAE)
cinsinden 14,05+£0,22mg GAE/g olarak bulunmustur.
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Toplam Flavonoid miktar1 (TFM) analizi Zhinsen ve ark. [140] metoduna gore
belirlenmistir. UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu UV-1800 spectrophotometer,
Japan) ile 6rneklerin absorbans degerleri 510 nm dalga boyunda &lgiilmiistiir. Sonuglar
katesin olarak 4,44+0,28 mg CAE/g olarak tespit edilmistir. Enkapstilasyondan dncesi
ve sonrasi safranin toplam fenolik ve flavonoid madde miktari ile antioksidan kapasite

miktarlar1 Cizelge 4.7’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Mikroenkapsiilasyon dncesi ve sonrasi safranin toplam fenolik, flavonoid
madde ve antioksidan kapasite miktarlari

Toplam
) Toplam Antioksidan
y Fenolik Madde Flavonoid Madde kapasite
Ornek (mg/g) (mg/g) CUPRAC(mg/g)
Toz safran 31,61+0.26 9,3420,42 302,6+10,01
Mikrokapstile 14,05+0,22 4.44%0,28 81,8620.32

urdn

Fenolik bilesikler, normal gelisim sirasinda veya g¢evresel stres kosullarina bir cevap
olarak bir¢ok bitki tarafindan sentezlenen ikincil metabolitlerdir. Bu bilesiklere, bu
nedenle, kimyasal, farmasdtik ve gida endiistrilerinde biiyiik ilgi gosterilen 6nemli

fonksiyonel 6zellikler sunmaktadir [172].

Safran ekstrelerinin fenolik bilesiklerin ve antioksidan kapsitesinin yiiksek igerigi,
safranin dogal bir antioksidan fenolik bilesik kaynagi olarak biiyiik potansiyele sahip

oldugunu dogrulamaktadir.

4.2.7 Mikrokapsullerde Antioksidan Kapasite Miktari

Apak ve arkadaslar1 [141] tarafindan gelistirilen yonteme gore belirlenen antioksidan
kapasite miktari, trolaks esdegeri cinsinden 81,86+0,32 mg TEAC/g olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.7).

Literatirde mikrokapsiile edilmis safranin antioksidan kapasitesi iizerine arastirmaya
rastlanmamistir. Bu nedenle elde edilen sonucglar nanoenkapsiile edilmis safranin
antioksidan kapasitesini mevcut ¢aligmadan farkli bir yontem kullanarak belirleyen
Rahaiee vd. [32]’nin sonuglart ile kiyaslanmistir. Rahaiee vd. [32] nanoenkapsile

ettikleri safranin  antioksidan aktivitelerininin krosin yUklu  nanopartikillerin
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konsantrasyonunun artmasiyla 6nemli olgiide arttigini bildirmislerdir. Yaptiklar1 bu
caligmada, ortalama FRAP degerleri, farkli konsantrasyonlardaki (2-10 mg/mL) krosin
yiiklii nanopartikeller i¢in sirasiyla 0,094, 0,158, 0,219, 0,298 ve 0,323 uM Fe (1)
olarak belirlemislerdir. Bununla birlikte, kapsiilleme yontemi kismen safran
pigmentinin antioksidan aktivitesinin korunmasina yardimei olmaktadir. Zhang vd.
[173], kitosan ile in vitro kosullarda kuersetin yiiklii nanopartikiillerinin antioksidan
aktivitesini belirlemis ve kuersetin antioksidan aktivitesinin, nanopartikiiller ile
kapsiilleme sonrasinda korundugunu bildirmislerdir [32]. Lee vd. [174] yaptiklari
calismada, kapsulleme islemlerinin katesin, alfa-tokoferol, orizanol ve C vitamini gibi

hassas bilesenler lizerinde koruyucu etkileri oldugunu bildirmislerdir.

4.2.8 Mikrokapsiillerin Renk Degerleri (L, a, b)

Kapsiillerin renk o6zelliklerini belirlemede Hunter Lab renk cihazi kullanilmigtir.
Mikrokapsullerin ve mikrokapsil ekstraktinin L*, a*, b* degerleri ol¢iilmiis ve
mikrokapstllerin L* degeri 55,61+0,04; a* degeri 47,38+0,10 ve b* degeri ise
76,44+0,07; 60 mg mikrokapsilin 30 mL saf suda ¢o6zilmesiyle elde edilen
ekstraktlarin L* degeri 2,48+0,07; a* degeri 3,92+0,03 ve b* degeri ise 3,99+0,14

olarak tespit edilmistir. Renk parametreleri Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8 Safran stigmalarinin ve mikrokapsiillerin L*, a*, b*degerleri

Ornek L* a* b*
Toz haldeki safran 35,12+0,02 37,64+0,11 41,67+ 0,13
Safran ektrakti 2,10+ 0,01 3,85%0,01 3,54+ 0,03
Mikrosapsule toz trin 55,61+0,04 47,38+0,10 76,44+0,07
Mikrokapsiil ekstrakti 2,48+ 0,07 3,92+0,03 3,99+0,14

Toz haldeki safran ile mikrokapsiil safranin renk degerleri olan L*, a* ve b*
karsilastirildiginda bu degerlerde belirgin bir artis goriildigi tespit edilmistir. L*
degeri 100’e yaklastikca beyazlik artmaktadir. L* degerindeki artisin beyaz renkte
olan maltodekstrinden kaynaklandigi, a* ve b* degerlerinin artisinin  da

mikrokapsullerdeki, saridan kirmiziya kadar degisen renk tonu araligina sahip krosin
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renk maddesinin  konsantrasyonunun artisina  bagli  olarak  gerceklestigi

diistiniilmektedir.

Yasar [175], kaplama materyali olarak maltodekstrin kullanarak nar suyunu
puskdrtmeli kurutucu ile gerceklestirdigi mikroenkapsilasyon islemi sonucunda
sicaklik artisina bagl olarak esmerlesmenin goriildiiglinii ve L* degerinin azaldigini,
a* degerinin artis gosterdigini, bu durumun karamelizasyon sonucunda meydana
geldigini belirtmistir. Ayrica mikrokapsiillerin yapisindaki beyaz renkte olan
maltodekstrin oraninin artmasiyla mikrokapsiillerin renginde a¢ilmaya sebep olacagin
belirtmis ve maltodekstrin miktarin artisina bagh olarak L* degerinde artig, a*
degerinde azalma goriildiiglinii tespit etmistir. Mevcut ¢alismada, Yasar [175]’1n
bulmus oldugu sonuglara benzer sekilde L* degerinde artig goriilmektedir. Ancak a*
degerinde Yasar [175]°1n tespit ettigi sonugtan farkli olarak mevcut calismada artig
goriilmektedir. Bu farkliligin nedeninin kullanilan materyal ve maltodekstrin oraninin

farkliligindan olabilecegi diistiniilmektedir.

4.3 Mikrokapsiil Gida Boyasimin Meyve Suyunu Renklendirme Amaciyla

Kullanimi

Model sistem olarak kullanilan elma sular1 (Dimes marka) farkli miktarlarda (30 ppm-
180 ppm) mikrokapsiil gida boyasi ile renklendirilmistir (ES: Mikrokapstil icermeyen
kontrol &rnegi, US: 30 mg/L mikrokapsul ilaveli elma suyu, BS: 50 mg/L mikrokapstil
ilaveli elma suyu, OES: 120 mg/L mikrokapsul ilaveli elma suyu, OS: 180 mg/L
mikrokapsul ilaveli elma suyu). Sekil 4.7 de kontrol 6rnegi ve mikrokapsiil ilaveli

elma sular1 goriilmektedir.

Sekil 4.7 Safran boyasiyla renklendirilen elma suyu 6rnekleri
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4.3.1 Meyve Sularinda Toplam Fenolik, Flavanoid Madde Miktar:

Elma sularina uygulanan toplam fenolik, flavanoid madde miktar1 sonuglar1 Cizelge

4.9’da gosterilmistir.

Cizelge 4.9°da goriildiigli gibi meyve suyuna eklenen mikrokapsiil miktar: arttikca
toplam fenolik madde miktarinin artis gosterdigi, toplam flavonoid madde miktarinda

degisiklik meydana gelmedigi goriilmektedir.

Meyve sularinin renklendirilmesinde farkli miktarlardaki mikrokapsiil boyalarin
kullanildig1 bu arastirmada, ilave edilen mikrokapsiil gida boyasinin 6rneklerdeki
toplam fenolik madde miktari lizerindeki etkisinin istatistiki olarak 6nemli (p<0,05)

oldugu belirlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada ilave edilen mikrokapsil gida boyasinin orneklerin toplam
flavonoid madde miktar1 iizerine etkisinin istatistiki olarak dnemsiz (p>0,05) oldugu
saptanmistir.

Cizelge 4.9 Meyve sularinin toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan kapasite

miktarlar
Toplam Fenolik  Toplam Flavonoid Antioksidan
Elma Sular Madde (mg Madde (mg Kapasite CUPRAC

GAE/L) CAE/L) (mg TEAC/L)

ES 65,26+0,18 9,65+0,01% 160,00+0,012

Us 65,67+0,51% 9,65+0,01% 165,00+0,01°

BS 65,89+0,18" 9,65+0,01% 167,00+0,02°
OES 66,57+0,14° 9,65+0,01% 170,00+0,01¢
0S 67,47+0,07¢ 9,65+0,01% 175,00+0,01°

*+standart sapma, aymi siitunda gosterilen aynmi1 harfler farkin one way ANOVA Duncan testine gore
istatistiksel olarak onemli olmadigim (p>0,05) gosterirken, farkli harfler ise Ornekler arasinda
istatistiksel fark (p<0,05) oldugunu gostermektedir.

* ES: Mikrokapsil igermeyen kontrol rnegi, US: 30 mg/L mikrokapsiil ilaveli elma suyu, BS: 50 mg/L
mikrokapsul ilaveli elma suyu, OES: 120 mg/L mikrokapsul ilaveli elma suyu, OS: 180 mg/L
mikrokapsul ilaveli elma suyu.
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4.3.2 Meyve Sularmin Antioksidan Kapasitesi

Apak vd. [141] tarafindan belirlenen CUPRAC metoduna gore gergeklestirilen analiz

sonuglar1 Cizelge 4.9 da verilmistir.

Enkapsiile edilen safran miktar1 artigina paralel olarak &rneklerin antioksidan
kapasitesinde artig gorulmektedir. Bu durum istatistiksel agidan onemli (p<0,05)

bulunmustur.

Fenolik madde miktarinin artisina bagli olarak antioksidan kapasitenin de artis

gosterdigi gortlmektedir.

4.3.4 Meyve Sularinin Renk Degerleri (L, a, b)

Elma sularma farkli oranlarda eklenen mikrokapsiillerin verdigi renk, L*, a*, b*
degerleri, otomatik renk tayin cihazi (Hunter Lab) ile belirlenmistir. Analiz sonuglari

Cizelge 4.10’de gosterilmistir.

CIE L* degeri parlakligin 6lgtsudir (100= beyaz, 0= siyah), a * degeri kirmizilik
(pozitif deger) veya yesillik (negatif deger) ve CIE b * degeri sarilik (pozitif deger)
veya maviligin (negatif deger) 6lglsudir [176].

Cizelge 4.10 Mikrokapsiillerle renklendirilen elma sularinin renk parametreleri ve pH

degerleri
Elma Suyu
. : L* a* b* pH

Ornekleri
ES 437+0,02°  -0,49+0,11° 1,57+0,04% 2,95+0,03°
Us 421+0,00°  -0,74+0,01° 4.44+0,05" 2,95+0,00%°
BS 424+0,02°  -0,60+0,08° 5,81+0,15° 2.94+0,00%
OES 3,84+0,01°  -0,12+0,01° 5,96+0,02¢ 2,940,007
0S 3,67+0,02° 0,14+0,03° 5,80+0,07°  2,40+0,00%

*+standart sapma, ayni siitunda gosterilen ayni harfler farkin one way ANOVA Duncan testine gore
istatistiki olarak onemli olmadigini (p>0,05) gosterirken, farkli harfler, 6rnekler arasinda istatistiki
olarak fark (p<0,05) oldugunu gostermektedir.

* ES: Mikrokapsiil icermeyen kontrol &rnegi, US: 30 mg/L mikrokapsiil ilaveli elma suyu, BS: 50 mg/L
mikrokapsil ilaveli elma suyu, OES: 120 mg/L mikrokapsul ilaveli elma suyu, OS: 180 mg/L
mikrokapsul ilaveli elma suyu.
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Meyve suyularinin renklendirilmesinde farkli miktardaki krosin mikrokapsuillerinin
kullanildig1 bu arastirmada, oOrneklerin L* degeri iizerine gida boyasinin etkisi
istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05) bulunmustur. Ornekler arasinda en yiiksek L*
degerini ES kodlu kontrol grubu olusturmustur. Krosin mikrokapsulleriyle
renklendirilen meyve sularinda en yiliksek a* degeri OS kodlu 6rnekte goriilmiistiir.
Renklendirilen orneklerin a* degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu
(p<0,05) gortlmektedir. Renklendirilen elma sular1 arasinda en yiiksek b* degeri 5,96
olarak OES kodlu o6rnekte tespit edilmistir. Orneklerin b* degeri iizerine gida

boyasinin etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu (p<0,05) tespit edilmistir.
4.3.5 Meyve Sularimin pH Degerleri

Farkli miktarlarda safran boyasiyla renklendirilen elma sularinin pH analizi pH metre

ile belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.10 da gosterilmistir.

Meyve sularinin renklendirilmesinde farkli miktardaki mikrokapsiil boyalarin
kullanildig1 bu arastirmada, 6rneklerin pH degerinde meydana gelen degisimde gida

boyasinin etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (p>0,05) belirlenmistir.
4.3.6 Meyve Sularimin Duyusal Degerleri

Calisma kapsaminda elma suyu oOrneklerine farkli miktarlarda ilave edilen
mikrokapsul edilmis gida boyasinin duyusal kalite iizerine olan etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in egitilmis 17 panelist ile hedonik skala yontemine gore duyusal
analizler yapilmistir. Duyusal analiz renk, koku, tat, lezzet, aroma ve genel begeni
acisindan 1-5 puan araliginda degerlendirilmistir. Mikrokapsil safran boyasiyla
renklendirilen elma suyu oOrneklerinin duyusal analiz bulgular1 Cizelge 4.11°de

gosterilmistir.

Renk, gidalarin satin alinmasinda tiiketici tercihini belirleyen en 6nemli kalite
parametrelerinden biridir. Renk skorlar1t 3,41-4 arasinda olan Orneklerden renk
bakimindan en ¢ok begenilen drnek US (4) kodlu elma suyu olurken en az begenilen
ornek OS (3,41) olarak belirlenmistir. Meyve sularinin renklendirilmesinde farkli
miktarlardaki mikrokapsiil boyalarin kullanildigi bu arastirmada, Orneklerin renk
parametresi lizerine yapilan duyusal analizlerde, tim 6rneklerinin kontrol grubuna
gore (ES) renk degeri i¢in gida boyasinin etkisinin istatistiksel olarak énemli (p<0,1)

oldugu saptanmuistir.
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Cizelge 4.11 Mikrokapstllerle renklendirilen elma suyu érneklerinin duyusal analiz

bulgular
ES Us BS OES 0S

Renk  3,06+0,83° 4,00£0,61*° 3,65+0,86 3,47+0,7%  3,41+1,17®
Koku  4,00+0,83" 3,88+0,78" 4,00+0,87° 3,76+15*  3,88+0,85"
Tat 3,58+1,23* 3,8240,88* 3,82+1,01° 4,12+0,99°  4,000,79°
Lezzet  3,76x0,9* 4,12+0,33® 3,88+0,78°  4,1240,7°  3,9440,75%
Aroma  3,64+0,86° 4,00+0,94* 4,00+0,79*  4,24+0,83*  4,24+0,66
Genel

Begeni 3,65+0,86° 4,10+£0,75% 3,94+0,74° 3,82+0,73"  3,82+0,72°

*+standart sapma, aymi satirda gosterilen aymi harfler farkin one way ANOVA Duncan testine gore
istatistiki olarak 6nemli olmadigini (p>0,05) gosterirken, farkli harfler, drnekler arasinda istatistiki
olarak fark (p<0,1) oldugunu gostermektedir.

* ES: Mikrokapsiil igermeyen kontrol 6rnegi, US: 30 mg/L mikrokapsiil ilaveli elma suyu, BS: 50 mg/L
mikrokapsil ilaveli elma suyu, OES: 120 mg/L mikrokapsil ilaveli elma suyu, OS: 180 mg/L
mikrokapsil ilaveli elma suyu.

Koku skorlar1 3,76-4,00 arasinda degismektedir. Koku agisindan en ¢ok begenilen
ornek BS olurken en az begenilen 6rnek OES kodlu 6rnek olmustur. Meyve sulariin
renklendirilmesinde farkli miktardaki mikrokapsiil boyalarin kullanildigi  bu
arastirmada, 6rneklerin koku degeri {izerine gida boyasinin etkisinin istatistiksel olarak

o6nemli olmadig1 (p>0,05) belirlenmistir.

Tat skorlar1 3,58-4,12 arasinda degigsmektedir. Tat bakimindan en begenilen 6rnek
OES bulunurken en az begenilen US ve BS o6rnekleri olmustur. Tim 6rneklerin
kontrol grubuna gore (ES) tat degeri iizerine gida boyasmin etkisinin istatistiksel

olarak 6nemli olmadig1 (p>0,05) tespit edilmistir.

Lezzet skorlar1 3,88-4,12 arasinda degistigi goriilmiistiir. Buna gore en lezzetli US ve
OES ornekleri bulunurken en az lezzete sahip olan 6rnegin BS oldugu goriilmiistiir.
Meyve sularinin renklendirilmesinde farkli miktardaki mikrokapsiil boyalarin
kullanildig1 bu arastirmada, orneklerin lezzet degeri lizerine gida boyasimin etkisinin

istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (p>0,05) belirlenmistir.
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Aroma skorlar1 4,00-4,24 arasinda degistigi goriilmiistiir. En belirgin aromaya sahip
OS ve OES kodlu érnekler bulunurken en az aromaya sahip olan 6rnek US ve BS
olmustur. Elma sular1 i¢inde ¢dziinen safran boyast miktart arttik¢a daha belirgin bir
aroma agiga ¢iktigi tahmin edilmektedir. Tum 6rneklerin kontrol grubu (ES) ile aroma
degeri bakimindan kiyaslandiginda gida boyasinin etkisinin istatistiksel olarak énemli

olmadigi (p>0,05) belirlenmistir.

Genel begeni skorlarmm da 4,10-3,82 arasinda degistigi goriilmiistiir. Mikrokapsul
safran boyastyla boyanmis drneklerden en fazla US (4,10) kodlu érnegin genel begeni
aldigr goriilmiistir. Gida boyasinin artigina paralel olarak genel begeninin ayni
dogrultuda artis gostermedigi saptanmis olup, genel begeni skorlari iizerine gida

boyasinin etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (p>0,05) belirlenmistir.

Renk ve genel begeni bakimindan en ¢ok begenilen érnek US kodlu 6rnek olmustur.
US (30 mg/L) en az miktarda gida boyasimnin kullanildig1 &rnektir. Bu durumda ¢ok az
miktarda boya kullaniminin triinii daha gekici hale getirmesi ve daha ¢ok begeni

almas1 bakimindan yeterli oldugu sonucuna ulagilmistir.

En begendiginiz icecegin iiretimi yapilip piyasaya sunulsa satin alir misiniz sorusuna
panelistlerin biiylik cogunlugunun evet yanitini verdigi goriilmiistiir. Yapilan duyusal
analiz sonucuna gore 30 mg/L safran boyasi ilavesiyle meyve suyunun renk, koku,

lezzet parametrelerinin olumlu yonde etkilendigi tespit edilmistir.

Meyve sularinin renklendirilmesinde mikrokapsiile safran boyasimin kullanimiyla
rengin daha ¢ekici hale getirilmesinin yanisira toplam fenolik bilesenlerin ve
antioksidan kapasitenin artisin1 da sagladigindan yeni triine fonksiyonel 6zellik de

kazandirdig1 sonucuna ulasilmistir.

Mevcut calismaya benzer bir literatlire rastlanmadigindan elde edilen verilerin

kiyaslamasi1 yapilamamuistir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Giintimiizde tiiketiciler, saglik Uzerine olumlu etkilerinden dolay1r dogal katki
maddelerini daha fazla tercih etmektedir. Bu nedenle, bu katkilarin Gretimi igin dogal
kaynaklarin ve etkin ekstraksiyon yontemlerinin belirlenmesi blyik 6nem

tasimaktadir.

Bu c¢alismanin ilk asamasi, yanit yiizey metodu kullanilarak, ultrason yardimiyla
safran stigmalarindan renk maddelerinin optimum kosullarinin belirlenmesi amaciyla
yapilmistir. Bu amagla ekstraksiyon parametreleri; ekstraksiyon siiresi (3-15 dk),
sicaklik (25-65 °C), sonikasyon siddeti (%20-100) ve ¢oziicii: 6rnek orani (1000-3000
mg/L) olarak belirlenmistir. Yanit Yiizey metodu kullanilarak yapilan optimizasyon
calismasinin sonucuna gore, islem parametrelerinin krosin verimine etkisi, kuadratik
modeller (R*>0,99 ve adj R%>0,98) ile basarili bir sekilde belirlenmistir. Tiim bagimsiz
degiskenlerin krosin verimini dnemli derecede etkiledigi tespit edilmistir (p<0,01).
Islem parametreleri, ekstraksiyon siresi (4,40 dk), sicaklik (55 °C), ultrases siddeti
(%94,72) ve ¢oziicii: 6rnek orani (1000 mL/g) optimum ekstraksiyon kosullari olarak
secilmistir. Ekstraksiyon siiresi, sicaklik, ultrasonik siddet artiginin Krosin seviyesinde
artisa ve ¢ozlicii: ornek orani artisinin da krosin seviyesinin azalmasina neden oldugu

gorilmiistiir.

Ekstraksiyon asamasi sicaklik, ¢oziicii, zaman, kati konsantrasyonu gibi g¢esitli
faktorlerden etkilenmektedir. Bu nedenle, bu faktorlerin optimizasyonu onemlidir.
Yapmis oldugumuz optimizasyon g¢alismasinda, ekstraksiyon parametrelerinin krosin

verimini 6nemli ol¢lde etkiledigi gorilmistiir. Mevcut calisma, yiiksek sicaklik,
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yuksek ultrason guci ve disik L/S degerlerinde krosin veriminin artabilecegini
gostermistir. Bu c¢aligma dogrultusunda, safrandan elde edilen maksimum renk
pigmentleri icin belirlenen ekstraksiyon kosullari, hem endustriyel hem de analitik

uygulamalarda kullanilabilir.

Calismamizin 2. asamasinda, safranin renk maddelerine, kaplama malzemesi olarak
maltodekstrin  kullanilarak sprey kurutma cihazi ile mikrokapsulleme islemi
gerceklestirilmistir.  Maltodekstrin ~ yiksek  ¢ozunirlige sahip  oldugundan
mikrokapsiilleme islemi i¢in duvar malzemesi olarak segilmistir. Mikrokapsiillerin
nem, renk, biyoaktif bilesenler ve enkapsulasyon etkinligi gibi 6zellikleri belirlenmis,
ayrica morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) teknigi kullanilarak
karakterize edilmistir. Ayrica bu asama da, krosin mikrokapsiillerinin sicaklik ve pH
stabilitesinin belirlenmesi icin analizler yapilmistir. Krosin'in termal ve pH stabilitesi
farkli sicakliklarda (60, 70, 80 ve 90 ‘C) ve pH seviyelerinde (2, 4,5 ve 6)
belirlenmistir. Yapilan stabilite testleri sonucunda krosin degradasyonu, birinci
dereceden reaksiyon kinetigi gdstermistir ve bozunma hiz sabitinin (k), pH ve
sicakliktan 6nemli 6l¢giide etkilendigi saptanmistir (p<0,05). Caligmamiza gore, yiiksek
sicaklik ve diisik pH uygulamasinin krosin degradasyon oraninmi artirdigl tespit
edilmistir. Buna gore, krosinin, orta 1s1l islemde, orta ve diisiik asidik veya bazik gida
formiilasyonlarinda dogal renklendirici olarak kullanilmasi Onerilebilir. Ayrica
kapsiillenmis krosinin farkli ¢cevre kosullarinda stabilitesinin artirilmasina yonelik ileri

calismalarin yapilmasi, gerekli goriillmektedir.

Renk maddeleri ve biyoaktif bilesikler, fizikokimyasal faktorlere karsi oldukga
duyarhidir. Bundan dolay1 bu gibi bilesenlerin muhafazasi i¢cin mikroenkapsiilasyon
islemi uygun bir teknik olarak goriilmektedir. Mikrokapsiilleme, hassas materyalleri
olumsuz ¢evre kosullarindan koruyan uygun bir tekniktir. Bununla birlikte, her bilesen
icin optimal kosul yoktur. Bu yiizden sicaklik, hammadde akisi, besleme akisi ve
tasiyict  sollisyon konsantrasyonu gibi farkli parametreleri igeren daha fazla
optimizasyon caligmasi yapilabilir. Boylece optimum kosullar belirlenerek etkinlik
degerleri artirilabilir. Ayrica farkli kaplama materyalleri kullanilarak, kaplama
materyallerinin  mikrokapsuller Uzerine etkisi incelenebilir. Kapsiillenmis renk
maddelerinin depolama kosullar1 incelenerek, depolamayla meydana gelebilecek
degisiklikler belirlenebilir. Uygun kosullarda elde edilecek kapsuller, gida ve saglik

sektdril uygulamalarinda kullanilabilir.
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Safranin kapsiillenmesi Oncesi ve sonrasi i¢in aroma profilleri GC-MS metoduyla
belirlenmistir. Kapsiilleme isleminin, ylizde olarak ucucu bilesen dagilimin1 6nemli
6lgiide etkilemedigi gorilmiistir (p<0,05). Bu sonug, mikroenkapsiilasyon tekniginin

aroma bilesenleri i¢in de uygun bir koruma yontemi oldugunu gostermistir.

Bu c¢alismada, safranin enkapsiilasyonu ile aroma bilesenlerinin daha iyi muhafaza
edilebilecegi tespit edilmistir. Safranin ugucu bilesenlerinden maksimum etkinlik elde

etmek icin daha fazla optimizasyon ¢aligsmalari yapilmalidir.

Tezin 3. asamasinda, krosin mikrokapsiillerinin model sistemde uygulamasi
yapilmistir. Bu amagla, farkli oranlarda mikrokapsiil boyalar1 meyve sularina
eklenerek, biyoaktif ozellikleri ve renk degerleri tespit edilmis, ayrica egitilmis
panalistlerce duyusal analizler yapilmistir. Duyusal analiz sonuglarina gore, litreye 30
mg duizeyinde mikrokapsil kullanilan meyve sulari daha fazla begeni almistir. Buna
gbre az miktarda kapsiil kullanimi hem yeterli olmakta hem de ek maliyet Ucretleri
azaltilmaktadir. Mevcut ¢alismada, model sistem olarak meyve suyuna uygulama
yapilmis olup, asiditesi orta ve diisiik seviyede olan diger sivi ve kati gidalara

uygulanmasi onerilebilir.

Kullanim olarak, safran stigmalar1 ile mikrokapsiil kiyaslandiginda, mikrokapsiiller
her seyden once kullanim pratikligi; suda kolayca ¢oziinebilir olmasi ve homojen
dagilim saglamasi gibi avantajlara sahiptir. Mikrokapsiillerin gidalara uygulanmasi
icin 6n igsleme gerek kalmadan, hizli bir sekilde su bazli gida iirlinlerinde ¢oziinmesi
ger¢ceklesmektedir. Boylece zamandan ve oOn islem maliyetlerinden tasarruf
saglanmaktadir. Ayrica standart 6zelliklerde iiretim yapilirken, kullanim dozlarinin
belirlenmesi ile islemlerinin daha kolay yapilabilecegi ongoriilmektedir. Buna gore,

safran mikrokapsulleri, su bazli gida formiilasyonlarinda da kullanilabilir.

Dogal renk maddelerinin saglik {izerine olumlu katkilarina bagli olarak sentetik gida
boyalarinin yerini almaya bagladig1 bugiinlerde farkli kaynaklarin arastirilip, bunlar
lizerine yapilacak caligmalarin artirilmasi onerilmektedir. Bdylece karotenoidlerden
elde edilecek safran gibi dogal gida boyalarmin endistride kullanimi

yayginlastirilabilir.
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Renkler, gidalardaki en o©onemli duyusal algilardan olup, tlketici tercihini
etkilemektedir. Bu ¢alisma, uygulama islemi kolay olan, igerigindeki biyoaktif
bilesenlerle yeni organoleptik ve teknolojik yeniliklere sahip gida iirlinlerinde dogal
bilesenler igeren renk maddelerinin elde edilmesi ve dogada bagka kaynaklar

kullanilarak yapilacak ¢alismalara 6rnek teskil etmesi bakimindan énemlidir.
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