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OZET

Karamuk Bitkisinden Ekstrakte Edilen Dogal Renk
Maddelerinin Stabilitesinin Artirilmasi ve Cesitli Gida
Uriinlerinde Renklendirici Olarak Kullamlabilirliginin

Arastirilmasi

Mehmet DEMIRCI

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Dog¢. Dr. Salih KARASU

Bu tez calismasinda iilkemizde farkli yorelerde yetisen endemik bir bitki olan
karamuk (Berberis crataegina DC.)bitkisinden izole edilen antosiyaninlerin farkl
bilesikler kullanilarak kopigmentasyonu ile 1sil stabilitesinin artirilmasi
amaclanmustir. Ik olarak, antosiyanin ekstraksiyonu icin uygulanacak yiiksek ses
parametreleri yiizey yanmit yontemi ile belirlenmistir. Optimum kosullarin
belirlenmesinde toplam antosiyanin miktar1 ve toplam fenolik madde icerigi
kullanilmistir. Yiiksek ses uygulamasinda siddet ve siirenin artisi dogrudan
ekstraksiyon verimini artirmistir. Elde edilen antosiyaninlerin HPLC ile
Karakterizasyonu gerceklestirilmistir. HPLC ile belirlenen antosiyaninler
icerisinde malvidin-3-glikozit en baskin olani olmustur. Antosiyaninler, Amberlite
XAD-7HP makro resini yardimi ile sekerler ve diger organik asitlerden ayrilarak
%89,67 oraninda saflastirilmistir. Saflastirilan antosiyaninlere farkli oranlarda

(1:5, 1:10 ve 1:20) fenolik bilesikler, metal iyonlar1 ve siklodekstrinler ilave
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edilerek 70°C, 80°C ve 90°C’ de 210 dakika su banyosunda tutulup termal
degradasyon parametreleri birinci derece kinetik model ile ifade edilmistir. Rutin,
klorojenik asit ve kuersetin katilan fenolik bilesikler iken aliiminyum kloriir, ferrik
sodyum tuzu ve magnezyum oksit ilave edilen metal iyonlar1 olmustur. Fenolik
bilesik ilaveli orneklere uygulanan tiim sicaklik degerlerinde etkinlik sirasi
klorojenik asit>rutin>kersetin seklinde olmustur. Metal iyonlarinda ise 1:5 ve
1:10 konsantrasyonlarinda en etkili ajan ferrik sodyum tuzu olurken 1:20
konsantrasyonda en etkili ajan aliiminyum kloriir olmustur. Uygulanan tiim
sicaklik degerlerinde magnezyum oksit cok fazla etki gostermemistir. Katilan
siklodekstrinlerde ise 1:5 konsantrasyonda alfa ve beta siklodekstrin benzer etki
gosterirken 1:10 ve 1:20 konsantrasyonda alfa siklodekstrin daha etkili bir ajan
olmustur. Galisma sonucunda, karamuk bitkisinden antosiyaninler yiiksek saflikta
izole edilebilmistir. Uygulanan molekiiler kopigmentasyon ile de sicaklik dayanimi

artirilmis ve potansiyel bir gida renklendiricisi olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: karamuk, antosiyanin, termal stabilite, kopigmentasyon

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Increasing the Stability of Natural Colorants Extracted from
Karamuk Plant and Investigation of Usability as Colorant in

Different Food Products

Mehmet DEMIRCI

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Salih KARASU

In the present thesis, it was aimed to increase the thermal stability of anthocyanins
isolated from karamuk (Berberis crataegina DC.), an endemic plant grown in
different regions of our country, by copigmentation by using different compounds.
First, the ultrasound parameters for optimum anthocyanin extraction were
determined by the surface response methodology. Total phenolic compounds and
total anthocyanin content were used to determine the optimum conditions. The
increase in amplitude and duration in ultrasound process directly increased the
extraction yield. Among the anthocyanins determined by HPLC, malvidin-3-
glycoside was found to be the most dominant. Anthocyanins were separated from
sugars and other organic acids using Amberlite XAD-7HP resin and purified by
89.67%. After adding phenolic compounds, metal ions and cyclodextrins in
different ratios (1:5, 1:10 and 1:20), samples were put in water-bath at 70°C, 80°C
and 90°C for 210 minutes, and thermal degradation parameters were expressed
by first order kinetic model. While the rutin, chlorogenic acid, and quercetin were
added phenolic compounds, while aluminum chloride, ferric sodium salt, and

magnesium oxide were the metal ions. The order of increasing thermal stability
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was chlorogenic acid>rutin>quercetin at all temperature values. In metal ions,
the most effective agent was found to be as ferric sodium salt at 1:5 and 1:10
concentrations, while aluminum chloride was the most effective agent at 1:20
concentration. Magnesium oxide did not show much effect at all applied
temperature values. In the added cyclodextrins, alpha and beta cyclodextrin at 1:5
concentrations showed similar effects, while alpha cyclodextrin at 1:10 and 1:20
concentrations was more effective. As a result of the study, anthocyanins could be
isolated from barberry plant with high purity. With the applied molecular
copigmentation, its temperature resistance could be increased and, thus it could

be a potential food colorant.

Keywords: karamuk, anthocyanin, thermal stability, copigmentation.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Gidalarda Rengin Onemi

Gida seciminde, gidanin duysal 6zelliklerinin yaninda tiiketici beklentileri ve
baglamsal faktorler 6nemli bir rol oynamaktadir (Piqueras-Fiszman, Alcaide,
Roura, & Spence, 2012). Gidalarin tiiketici tarafindan fark edilen ilk
ozelliklerinden olan renk, gidalardaki en 6nemli duyusal kalite parametrelerinden
biridir. Renk, dogrudan gidanin besleyici, aroma ya da fonksiyonel 6zelliklerini
yansitmasa da {riinlin tiiketici tarafindan kabul edilebilirliginin baslica
belirleyenidir (Sahin & Sumnu, 2006). Gida ve iceceklerin renkleri, aroma
ozellikleri (Cynthia N., Armand V., & Maller, 1980), kalite 6zellikleri (Dominique,
Wendy V., Dominique, Claire, & Jordi, 2016), daha yogun bir tat (Carlos, Ana, &
Fiszman, 2001), besleyici deger (Francesco, Giulio, & Raffaella Ida, 2016),
tiiketim miktar1 (Kahn & Brian, 2004) gibi tiiketim oOncesi farkli algilar
uyarmaktadir. Ozet olarak renk, gidalarin estetik, giivenlik, tat, koku ve tekstiirel
ozellikleri basta olmak tizere kabul edilebilirliklerinde hayati rol oynamaktadir
(Charles, Carmel, Maya U., & Zampini, 2010). Eger bir gidanin rengi cekici
degilse, insanda tadi ve aromasinin da kotii olabilecegi kanaati olusmaktadir.
Gidanin rengi duyusal algiy1 dogrudan etkilemesinin yani sira fiziksel ve fizyolojik
de reaksiyonlara neden olmaktadir (Nayane Aparecida Araudjo, Suzana Borges,

Lucilene Soares, & Ivy Scorzi Cazelli, 2012).

Gidalar, isleme ve depolama gibi siireclerde bircok farkli dis etkiye maruz
kaldiklarindan iirtintin son rengi olumsuz etkilenmekte ve tiiketici kabuliinde
sorun yasanmaktadir. Bu nedenle gidalarin renklerinde olusabilecek istenmeyen
ozelliklerin maskelenmesi i¢in renklendiriciler kullanilmaktadir (Natdlia, Custddio
Lobo, Patricia, Lillian, & Isabel C.F.R., 2016). Renklendiriciler gidalara farkl

amaclar ile katilmaktadir. Bazilari su sekilde siralanabilir.

- Isik, yiiksek sicaklik, nem ve depolama kosullar1 gibi gidalarin maruz

kaldig siireclerde meydana gelen renk kaybini en aza indirmek,
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- Gidanin kimligini olusturmak,

- Gidalara daha cekici gortintim kazandirmak,

- Gidalarin renk yogunlugunu artirmak,

- Aroma ve vitaminlerin 1siktan zarar gormesini engellemek,

- Firincilik diriini gibi tirtinlerde siisleme yapmak (Michalina & Christopher

T., 2017; Manish, M P, & T M Pramod, 2017).

Gidalara, farkli amaclar icin katilan renklendiricileri elde edilis yontemlerine gore
dogal renklendiriciler ve yapay (sentetik) renklendiriciler olarak iki ana grupta

toplayabiliriz.
1.1.2 Sentetik Gida Boyalar1

Sentetik gida boyalari, su ve yag ¢oziintirliikleri iyi, ilave bir islem gerektirmeden
gidalarda kolayca kullanabilen gida katki maddeleridir. Cogunlugu asidik tabanh
olan sentetik gida boyalarinin biiyiik cogunlugu komiir katranindan iiretilir ve
komiir katrani boyalari seklinde de adlandirilir (Rajapaksha, Wansapala, & Silva,
2015). Sentetik boyalarin uygulandigi gida gruplari oldukca fazladir. Cogunlukla,
kek, biskiivi ve pasta gibi firincilik tirtinleri, siit iiriinleri, icecekler, dolgular,

sekerlemeler, atistirmalik iiriinler ve sakizlar 6rnek verilebilir.

Renklendiricilerin boyama kapasitesi ve stabilitesi, kimyasal yapilarina ve
icerdikleri kromofor gruplarina baghdir. Sentetik boyalar, kalsiyum tuzu olan
patent mavisi hari¢ cogunlukla asidik sodyum tuzlaridir. Suda iyi ¢oziiniirliikleri
en az bir molekiil asidik grubun (siilfon grubu — SO3 H, karboksilik grup — COOH)
olmasindan ileri gelmektedir. Sentetik boyalar ayrica, sorbitol, propilen glisol ve
gliserinde de coziinebilir (Carocho, Barreiro, Morales, & Ferreira, 2014).
Gidalarda siklikla kullanilan sentetik boyalardan bazilarinin kimyasal yapis1 sekil

1.1’ de verilmistir.

Sentetik boyalarin gida endiistrisinde cokca tercih edilmesinin baglica sebepleri su

sekildedir.

- Renklendirici 6zellikleri ¢ok iyidir,

- Uretimi kolay ve yiiksek miktarda olabilmektedir,

- Ucuzdur,

- Isi, 151k, 02 ve basing gibi proses sartlarina oldukca dayanikhdir,

2



- Katildig1 iirtinde herhangi olumsuz bir degisiklige neden olmamaktadir

(Downham & Collins, 2000; Rajapaksha, Wansapala, & Silva, 2015).

Icerisinde tartrazin, giin batimi sarisi, azorubin, amarant, kosinal kirmizisi, 2G
kirmizi, Allura kirmizis1 AC, brilliant black BN, HT bronz’ un yer aldig1 azo
boyalari, en yaygin olarak kullanilan sentetik boyalardandir. Gidalarin yapisinda
dogal halde bulunan polisakkaritler, aldehitler, ketonlar ve askorbik asit gibi
indirgeyici ajanlarin neden olabilecegi renk kayiplarina karsi oldukca
dayaniksizdirlar. Azo boyalari, hidrazin bilesiklerine hatta karsinojenik aktivitesi
kanitlanmis aromatik aminlere indirgenebilir (Rollas, 2010). Bu fenomen firincilik
Uirlinleri mayalama ve fermantasyonda da meydana gelebilmektedir. Azo
bilesikleri, kandaki eritrositlere baglanarak anemi gibi hastaliklarin olusumunu da

tetiklemektedir (Vojdani & Vojdani, 2015).

S yesil, FCF parlak mavi ve patent mavi V gibi triarilometan boyalari, bir¢ok farkl
rengin eldesinde kullanilirken, ksantan boyasi yalnizca geri kirmizisi olup 1s18a
duyarsizdir. Indigoin, indigo karmin boyasinin benzeri olup 1s1§a maruz
kaldiginda rengini kaybetmektedir. Kinolin boyasi (kinolin saris1) sari-yesil renkte

olup selefi oldugu azo gruplarindan tartrazine nazaran daha dayaniksizdir.

Kabul edilebilir giinliik alim (ADI: Acceptable Daily intake), boyalar da dahil
olmak tizere biitiin gida katki maddelerinin toksisite acisindan bir kalite
Olciitiidir. ADI, Gida Katkilarinda Uzman FAO/WHO komitesi ve Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan belirlenmektedir. sentetik boyalarin E
kodlari, genel kullanim alanlar1 ve ADI degerleri tablo 1.1’ de verilmistir (Martins,

Roriz, Morales, Barros, & Ferreira, 2016; Feketea & Tsabouri, 2017).



Tablo 1.1 Gida endiistrisinde siklikla kullanilan yapay renklendiriciler

Sentetik Renklendirici E Kodu ADI Kullanim Alanlar
Allura kirmizis1 AC E129 7 mg/kgv.a.  Yumusak icecekler ve islenmis et tirtinleri
Amarant E123 0,8 mg/kgv.a. Icecekler, alkollii ickiler ve havyar
Soslar, siit, baharat karisimlari, soslar, icecekler,
B-Karoten El160a 5 mg/kgv.a.
kaplamalar, meyve sular1 ve margarin
Firincilik tirtinleri, Sekerlemeler, sosis,
Kirmizi-Turuncu Renk ~ Karminik asit E120 5mg/kgv.a.  dondurma, yogurt, jeli bon, domates tiriinleri,
Veren sakiz, haplar, icecekler
Azorubin E122 4 mg/kgv.a.  Recel, sekerlemeler, yogurt
Eritrosin E127 0,1 mg/kgv.a. Kokteyl ve sekerlemeler
Lithol rubin BK E180 1,5 mg/kgv.a. Peynir dis kabugu
Ponso 4R E124 4 mg/kgv.a.  Alkolsiiz icecekler, tatlilar ve sekerlemeler
Kirmiz1 2G E128 0,1 mg/kg v.a. Dolgu malzemeleri ve et iiriinleri
Stit iirtinleri, renkli icecekler, sekerlemeler,
Mavi Renk Veren Parlak mavi FCF E133 10 mg/kg v.a.

kaplamalar, suruplar




Tablo 1.1 Gida endiistrisinde siklikla kullanilan yapay renklendiriciler (devami)

Sentetik Renklendirici E Kodu ADI Kullanim Alanlar
. Dondurma, tatlilar, firincilik {irtinleri, dolgu
Indigo karmin E132 5 mg/kgv.a.
malzemeleri ve biskiiviler

Patent mavi V E131 15mg/kgv.a. Sekerlemeler

Kinolin saris1 E104 10 mg/kgv.a. Meyve ve sebze sulari
Sar1 Renk Veren ) .

Giin batim1 saris1 FCF E110 2,5 mg/kgv.a. Alkolsiiz icecekler, tatlilar

Tartrazine E102 7,5 mg/kgv.a. Alkolsiiz icecekler, tatlilar, sekerlemeler

Bakir klorofilin

y leksleri E141ii 7,5 mg/kg v.a. Yesil zeytin ve trtinleri
Yesil Renk Veren ompieksien

Yesil S E142 5mg/kgv.a. Kavanoz bezelye, kek miksleri, naneli sekerler
Beyaz Renk Veren Titanyum dioksit E171  Belirli degil Dolgu ve slis malzemeleri, firincilik tiriinleri

Kaynak: (Martins, Roriz, Morales, Barros, & Ferreira, 2016)
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Sekil 1.1 Bazi sentetik boyalarin kimyasal yapilar1 (Okafor, ve digerleri, 2016)
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Sekil 1.2 Bazi sentetik boyalarin kimyasal yapilar1 (Okafor, ve digerleri,
2016) (devami)

1.1.2.1  Yapay Renklendiriciler ve Saglik Uzerine Etkileri

Tartrazine boyasinin toksisitesi tizerine ilk calismalar Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA) tarafindan 1966, 1975 ve 1984 yillarinda
yapildi ve giinliik 7,5 mg/kg v.a. miktarinda herhangi bir toksisiteye rastlanmadi.
2009 yilinda EFSA tarafindan yapilan calismada boyanin niikleer DNA ya hasar
verdigi ortaya kondu (EFSA P. o., 2009a). Yiiksek miktarda Tartrazine
tliiketildiginde bu boya bir 6strojen reseptorii aktivatorii olarak davranmakta ve

menopoz sonrasi kadinlarda birincil biliyer sirozu tetiklemektedir (Axon, ve
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digerleri, 2012). Fare ve sicanlara 125-500 mg/kg araliginda verilen tartrazinin
30 giin sonunda norotoksik etki gosterdigi ve 6grenme hafiza kayiplarina neden
oldugu bildirilmistir (Gao, ve digerleri, 2011). Ayrica tartrazine insan ve sigir
serum albiiminlerini baglayarak bu proteinlerin fizyolojik fonksiyonlarini

kisitlamaktadir (Basu & Kumar, 2015).

2009 yilinda EFSA kinolin sarisinin iki adet in vitro hiicre modelinde, insan
lenfositlerinde ve baklada orta-genotoksik etki gosterdigini ispatlamislardir
(Macioszek & Kononowicz, 2004; EFSA P. o., 2009b). Ayrica bu boya
eritrositlerdeki kolinesteraz ve plazma psodokolinesterazlari inhibe ederek
beslenme dis1 intoksikasyonlara neden olmaktadir (Osman, Sharaf, El-Rehim, &

ElSharkawi, 2016).

Gilin batimi saris1 boyasinin toksik etkilerinin oldugu ilk defa 2009 yilinda EFSA
tarafindan ortaya kondu (EFSA P. o., Scientific opinion on the re-evaluation of
Sunset Yellow FCF (E 110) as a food additive on request from the European
Commission, 2009c). Giin batimi sarisi, insan ve hayvan serum albiiminlerini
baglayarak bir kompleks olusuma neden olmaktadir. Diisiik miktarlar1 bile bu
etkiyi gosterebilmektedir (Masone & Chanforan, 2015). Bagirsaklardaki diisiik
miktarda emilimi ile azo-indirgeyici molekiiller yikimlanip siilfonathh aromatik
aminlere doniismekte ve genotoksik aktivite gostermektedir. 2000 mg/kg
tizerindeki dozlarda insan kan lenfositlerinde ve Brassica campestris L.” Nin kok
hiicrelerinde DNA hasarina neden olabilmektedir (Dwivedi & Kumar, 2015). 36
adet cocuga gizli kapsiillerde Giin batimi1 saris1 boyasi verildi ve bu ¢ocuklardan

10 unda kurdesen veya anjiyoodem, rinit ve hirilt1 semptomlar1 gelistigi goriildii

Hastalara daha sonra opak kapsiillerde "gizlenmis" ayr1 ayr1 gida boyalar
uygulandi. 36 cocugun 10'u Giin batimi saris1 FCF'ye tepki gosterdi, iirtiker veya

anjiyoodem, rinit ve hirilt1 gelistirdi (Supramaniam & Warner, 1986).

Glinliikk 205 mg/kg Poso 4R kullaniminin erkek farelerde norodavranissal ve
biligsel bozukluklara neden oldugu bildirilmektedir (Tanaka, 2006; EFSA P. o.,
2009d). DNA hasarinin 6l¢iildiigii bir diger calismada farkli dozlarda Ponso 4R



verilen farelerde farkli organlarda niikleer DNA'nin hareket ettigi gézlemlenmistir

(Tsuda ve digerleri, 2001).

Eritrosin 4 adet iyot atomu icermesinden dolay: tiroit bezi {izerinde potansiyel bir
risk tegkil etmektedir. Sicanlarda iireme toksisitesini degerlendiren bir deneyde,
Eritrosinin T4'lin T3'e doniisiimiinii etkiledigi ve bodylece hipofizden TRH
salinimini arttirdigi bulundu. Bu mekanizma ile eritrosin kaynakli kemirgen tiroit
tiimorlerinin ortaya cikabilecegi sonucuna varildi (Jennings, Schwartz, Balter,
Gardner, & Witorsch, 1990). 0.02-8 mM dozlarda eritrosinin, genotoksisite kaniti
olmaksizin in vitro olarak insan lenfositleri icin toksik bir potansiyele (sitotoksik
etki) sahip oldugu sonucuna varilmistir (Mpountoukas ve digerleri, 2010).
Eritrosinin, prostaglandin H2'nin prostaglandin D2'ye izomerizasyonunu katalize
eden bir glutatyon transferaz olan hematopoietik prostaglandin D2 sentazi inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu, alerji ve iltihap tepkilerinin bir aracisidir ve alerji ve astim

hastaligini tetikledigi kanisina varilabilir (Mazaria, Hegazy, & Mannervik, 2015).

Farelerde farkli Allura kirmizisi dozlarinin neden oldugu DNA hasari ve cesitli
organdaki niikleer DNA gociinde 6nemli bir artis bulmustur (Tsuda, ve digerleri,

2001).

Son in vitro calismalar, Parlak Mavi FCF boyasinin insan kani lenfosit hiicre
kiiltiirleri iizerinde belirli sitotoksik ve genotoksik etki gosterdigini bildirmektedir.
Bu calismalarda, mitotik indeks frekans degerlerinde doza bagli bir azalma
goriiliirken, mikroniikleus frekansi da aym sekilde artirilmistir (Kus & Eroglu,

2015).

Parlak Mavi ile ilgili olarak baska bir olasi toksik reaksiyon, i¢ sinirlayict membrani
boyamak icin kullanildig1 oftalmolojide bildirilmistir. Birkac hastada fovea

incelmesi ve perifoveal hiperpigmentasyon gozlendi (Jindal, ve digerleri, 2014).

Parlak Siyah, iki hiicre modelinde hafif genotoksik 6zellikler géstermistir: in vitro
insan lenfositleri ve in wvivo Vicia faba kok wucu meristemleri ve

mikroniikleuslarinda toksisite gozlemlenmistir (Macioszek & Kononowicz, 2004).



Indigo, ilaclar icin bir yardimeci madde olarak tamimlanmstir ve o6zellikle
yetiskinlerde alerjik reaksiyonlarla iliskilendirilmistir (Swerlick & Campbell,
2013).

Patent Blue ile ilgili olarak cocuklarda yapilan calisma sayisi az olmakla birlikte
yetigkinlerde alerjik reaksiyon gosterdigi bildirilmistir (Low, McEwan, Karanam,

North, & Kong, 2016).

Son zamanlarda, gida boyalarinin cocuklarda dikkat eksikligi hiperaktivite
bozuklugunun (DEHB) gelismesine katkida bulunabilecegi ifade edilmektedir
(Vojdani & Vojdani, 2015). Benzer bir calismada ise renklendiricilerin alimi ile
DEHB gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu (McCann, ve
digerleri, 2007). Renklendiricilerin ayrica alerji ve astim insidansindaki artisla
iligkili oldugu bildirilmistir (Vojdani & Vojdani, 2015). Kronik siirekli trtikerli
cocuklarda azo ve azo olmayan renklendiriciler dahil olmak tizere belirli gida katki

maddelerine alerjik olmayan asir1 bir duyarhiligin oldugu bildirilmistir.
1.1.3 Dogal Gida Boyalan

Dogal gida boyasi, bitki, tohum, algler, mineraller gibi farkli kaynaklardan farkl
metotlar kullanilarak ekstrakte edilen, katildigi gida ve ilaclar1 renklendirebilen
maddelerdir (Sigurdson, Tang, & Giusti, 2017). Dogal boyalar kimyasal yapilarina
gore, izoprenoidler (karotenoidler: beta-karoten, biksin, astaksantin, kurkumin ve
digerleri), benzopiranlar (flavonoidler ve antosiyaninler), tetrapiroller
(klorofiller), N-heterosiklik bilesikler (betalainler), karamel ve kinonlar (karmin)

olarak siniflandirilabilir (Delgado-Vargas, Jiménez, & Paredes-Lépez, 2000).
1.1.3.1  Izoprenoidler (karotenoidler)

Ayni zamanda terpenoidler olarak da bilinen izoprenoidler, renkleri saridan,
turuncu ve kirmiziya kadar degisen, yagda c¢Oziinen pigmentlerin onemli bir
grubudur. Hala devam etmekle birlikte giiniimiize kadar 23000 izoprenoid bilesigi
kesfedilmistir. Cogunlukla bitkiler, mantarlar, maya, bakteriler ve kuslar da dahil
olmak iizere dogada yogun bir bicimde bulunur (Tanaka, Sasaki, & Ohmiya,

2008). Tablo 1.2 de bazi gidalarda bulunan karotenoidler ve miktarlari
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verilmistir. Bastan sona bir diizende birlestirilmis izoprenoid birimlerden olusan
40 karbonlu tetra-terpenoidlerdir. Sadece ¢coklu doymamis hidrokarbonlar iceren
karotenler ve bazi oksijen fonksiyonel gruplari ile coklu doymamis hidrokarbonlar
iceren ksantofiller olmak tizere iki ana kategoriye ayrilirlar. Polien zinciri boyunca,
goriiniir spektrumdaki emiciliginden sorumlu olan daginik -elektronlarina sahip
olan karotenoidler, saridan turuncuya ve kirmizi tonlara degisen renklere
sahiptirler (Rivera & Canela-Garayoa, 2012). Elektron acisindan zengin, yiiksek
oranda doymamis kimyasal bilesimleri nedeniyle karotenoidler gida isleme ve
depolama sirasinda oksidasyon ve izomerizasyona karsi dayaniksizdirlar.
Oksidasyon, karotenoid kaybinin baslica nedenidir ve 151k, nem, sicaklik,
peroksitler, metaller, enzimler, lipitler ve antioksidanlar dahil bir¢ok faktorden
etkilenir (Riggi, 2010). En yaygin kullanilan karotenoidler a-, B-, y-karoten,
likopen, biksin ve kapsaksantindir. Gidalarda bulunan karotenoidler ve miktarlari
tablo 1.2’ de verilmistir. Dogada yogun miktarda olmasina ragmen karotenoidler
cogunlukla sentetik yollarla elde edilir (Sigurdson, Tang, & Giusti, 2017). Insan
beslenmesinde yer alan 6nemli izoprenoidlerden bazilarinin kimyasal yapisi sekil

1.2’ de verilmistir

Safran, kirmizi palm yagi, kirmizi biber gida renklendirmede siklikla kullanilan
karotenoid kaynaklaridir. Yagda coziinebilir olmalarindan yag miktar1 diisiik
gidalarda kolloidal bicimde ya da proteinler ile kompleks olusturmus halde

kullanilirlar (Delgado-Vargas, Jiménez, & Paredes-Lopez, 2000).
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Tablo 1.2 Gidalarda bulunan karotenoidler ve miktarlar1 (ug/100g)

Gida B-karoten Lutein B-kriptoksantin Likopen a-karoten Zeaksantin
Havug 7975 271 2186

Ispanak 4469 6265

Domates 608 77 4375

Portakal 250 120 700 200

Kayisi 3500 70 120 iz iz

Marul 890 1250

Kirmizi1 biber 1700 270 250 30 600
Mango 3100 800

Brokoli 1580 2560

Karpuz 180 20 300 4750 iz

(Delgado-Vargas, Jiménez, & Paredes-Lépez, 2000)
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Sekil 1.3 Bazi izoprenoidlerin kimyasal yapisi (Ellison, 2016).
- Beta Karoten

B-karoten, bitkilerin ikincil metabolitlerinden olup okside olmamis karotenoidler
grubundandir. Asiklik yapidan tiiremis bir polien bilesigi olan beta karoten uzun
bir konjuge cift baglar zinciridir. Yiiksek sicaklik cift baglarin izomerlesmesine ve
boylelikle de renkte acilmalara neden olur (Fratianni, Cinquanta, & Panfili, 2010).
Beta karotenin insan viicudundaki fonksiyonel 6zelliklerinin arasinda provitamin

A kaynag1 olmasi, embriyonik gelisime ve gormeye katki saglamasi sayilabilir. Bu
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ozelliklerinin yaninda anti-kanser ve antioksidan oOzellikleri de bulunmaktadir

(Berman, ve digerleri, 2015).

B-karoten, turuncu renk pigmenti olarak yenilebilir yaglarda, peynir, firincilik
iirtinleri, alkolsiiz icecekler ve dondurma gibi bircok gida uygulamasinin yani sira
eczacilik ve kozmetik sanayinde de kullanilmaktadir (Bogacz-Radomska &

Harasym, 2018).

Havuc B-karoten eldesinde en ¢ok kullanilan bitkidir. Kisaca asamalar 6zetlenecek
olursa; meyve sikimi, protein koagiilasyonu, sedimantasyon, santrifiijleme ve
organik c¢oziicli ile ekstraksiyon, filtreleme, deodorizasyon, Evaporasyon ve
kristalizasyon seklindedir. Bazi durumlarda karotenoid ekstraksiyon verimini
artirmak i¢in hammadde fermantasyon, kurutma ya da yeniden parcalama
islemlerine tabi tutulmaktadir. Yiiksek maliyet, cografik faktorler ve sezonsal
degisimler bitkisel beta karoten iiretiminin dezavantajlarindandir. Birkac gram
karotenoid icin onlarca kilogram hammaddenin islenmesi gerekmektedir (Beyer,

ve digerleri, 2002).

Beta karotenin kimyasal sentezinde 2 temel yontem kullanilmaktadir. Bunlar
Wittig reaksiyonlar1 veya Grignard bilesikleridir. Bu yontemler ile B-karoten,
likopen, santaksantin ve  sittranaksantin  iiretilebilmektedir. = Wittig
reaksiyonlarinda, 15 karbon atomu iceren iki adet fosfonyum tuzu ile 10 karbon
iceren dialdehit molekiilii birlestirilir. Daha sonra izomerizasyon tepkimeleri ile
40 karbonlu karotenoid bilesikleri olusur. Grignard bilesikleri yonteminde 1 adet
diketon molekiilii ile 2 metanol molekiilii birlesir ve 40 karbonlu bilesikler elde
edilir (Alvarez, Vaz, Gronemeyer, & de Lera, 2014). Bitkisel, kimyasal sentezinin
yani sira beta karoten mikrobiyal olarak da sentezlenmektedir. Bu yontemde en
yliksek verimli lretimi Dunaliella spp. ve Eustigmatos cf. Polyphem algleri
gerceklestirmektedir (Marchal, Mojaat-Guemir, Foucault, & Pruvost, 2013;
Fazelia, Tofighia, Samadia, & Jamalifar, 2006; Zhen, Xiaoqin, Aifen, & Chengwu,
2012). Ayrica Rhodococcus maris ve Rhodobacter sphaeroides tiirleri ile
bakteriyel karotenoid iiretimi de gerceklestirilebilmektedir (Venil, Zakaria, &
Ahmad, 2013).
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- Likopen

Likopen, 11 dogrusal konjuge ve 2 konjuge olmayan toplam 13 cift bag iceren
doymamis bir asiklik karotenoiddir. Domates, kirmizi iiziim, karpuz, kirmizi
greyfurt gibi bitkilerin kirmizi renginden sorumlu pigmenttir. Likopen, yapisinda
yer alan konjuge cift baglar nedeni ile karotenoidler arasinda en etkili oksijen
baglayicidir. Ayrica bu yapidan dolayi Likopen oksidatif bozulmaya karsi da cokca
duyarhidir. Likopen, dogal olarak trans formlarinda meydana gelir ve yiiksek
sicaklik, asitler, 151k ya da metal iyonlar1 gibi dis etmenlere maruz kaldiginda
mono-cis ya da poli-cis izomerlerine doniisiir (Shi & Le Maguer, 2010). Likopen
ve baz1 izomerlerine ait kimyasal yapilar sekil 1.3’ te verilmistir. Likopen asiklik
yapisi ve 11 adet dogrusal konjuge cift baglarindan dolay1 hidrofobik 6zelliktedir
ve lipofilik bir bilesik olarak kabul edilir. Bu nedenle hegzan, aseton, kloroform ve
petrol eteri gibi organik coziiciilerde coziiniir (Roldan-Gutiérrez & Dolores Luque

de Castro, 2007).

Likopen eldesi icin kullanilan metotlarin biiyiik cogunlugu benzerdir. Elde
edilecek meyvenin varsa kabugu ve cekirdegi ayrildiktan (6rnek domates ise
kabuk da kullanilir) sonra kaba ezme islemine tabi tutulur. Elde edilen piire
yapidaki 6rnek ister dogrudan isterse de 6n bir kurutma islemine (is1, basing ya da
nitrojen buhari ile) tabi tutularak organik ¢oziicii ile ekstraksiyon gerceklestirilir.
Oksijen, 151k ve sicakligi ¢cok duyarli oldugu i¢in prosesin her asamasinda dikkatli
olunmalidir. Elde edilen ekstrakt siiziiliir ve evapore edilerek Likopen izole edilmis
olur (Duringa & Harrison, 2005). Likopen basta icecekler olmak tizere biskiivi,
kek, gofret, siitlii tatlilar, buzlu dondurmalar, soslar ve corba mikslerinde

kullanilmaktadar.
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Sekil 1.4 Likopen ve izomerlerinin kimyasal yapis1 (Kong, ve digerleri, 2010)
- Lutein ve zeaksantin

Lutein, meyvelerden, kaba yonca ve kadife ciceginden elde edilen; recel ve
sekerlemeler, marmelatlar, islenmis peynir ve meyve ve sebze soslarinda

kullanilan bir renk pigmentidir (Berman, ve digerleri, 2015).
- Biksinler: Annatto ve Safran

Anatto, ¢ogunlukla siit iiriinleri ve firincilik iiriinlerinde kullanilan ve saridan
turuncuya renk veren dogal bir boyadir. Anatto, gliney ve merkez Amerika’ da
yetisen tropik bir bitki olan Bixa orellanad nin tohumlarindan elde edilir. Kristal
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halde Bixinler, organik c¢oziiciiler yardimi ile anattodan %87-90 saflikta izole
edilir. Anattodan elde edilen karotenoidlerin %80’ i biksin formundadir (Levy &
Rivadeneira, 2000). Biksin, karakteristik izoprenoid yapasinda olmasina ragmen
26 karbon icerigi ile daha kisa zincir uzunlugundadir. Molekiiliin bir ucunda yagda
coziiniir karboksilik asit grubu bulunurken diger ucunda metil ester grubu
bulunmaktadir (Wrolstad & A Culver, 2012). Tiim karotenoidlerde oldugu gibi
anatto biksinlerinde de oksidasyona duyarli polien zincirinden dolay: stabiliteleri
diisiiktiir. Oksijen, asit, 151k gibi dis etmenlerden etkilenirler (Scotter, 2009).
Anatto ekstraktlar1 cogunlukla tereyagi ve peynir gibi iirtinlerde renklendirici

olarak kullanilmaktadir (Oka, Ozeki, Hayashi, & Itakura, 2007).

Aroma verici ve renklendirici olarak kullanilan safran, Crocus sativus bitkisinden
elde edilen bir baharattir. Safranin fonksiyonel ozellikleri, 3 adet major
apokarotenoid olan krosin, krosetin ve pikrocrosinden ileri gelmektedir (Bouvier,
Suire, Mutterer, & Camara, 2003). Safran pigmentlerinin degradasyonuna neden
olan etmenler, sicaklik, 151k ve asitliktir. Safran ekstraktinda kurutma sicakliginin
30°C altinda ve 60°C iistiinde olmasi degradasyona neden olmaktadir. Kurutma
sicakligina bagli olarak en ideal sicaklik 40 + 5°C olarak ifade edilmektedir.
Krosin, safrandaki major karotenoiddir ve suda ¢oziinebilir bir molekiildiir. Nu
nedenle cozgen ekstraktinda su miktarinin artmasi c¢oziinen bilesiklerin
hareketliligini artiracagindan daha fazla degradasyona neden olabilir. Ayrica,
safran karotenoidlerinin stabilitesi, molekiillerin sabit pozisyonda kaldig1 ve
degradasyon reaksiyonlarinin zor oldugu kristal gecis sicakliginin altinda daha

yliksek olmaktadir (Delgado-Vargas, Jiménez, & Paredes-Lépez, 2000).
- Kurkumin

Kurkumin, zerdecalda bulunan baskin sar1 renkli pigmenttir. Kurkumin ile birlikte
zerdecalda bir metoksil grubunun proton ile yer degistirdigi demetoksikurkumin
ve her iki metoksil grubunun protonlar ile yer degistirdigi bisdemethoxycurcumin
molekiilleri de bulunmaktadir. Kurkumin pigmenti hidrofobik olup yagda
coziilebilir. Kurkuminin elde edildigi kokler Curcuma longa bitkisi tarafindan

tiretilmektedir. Turmerik oleoresin tozu, solvent ekstrakti ile elde edilen onayli bir
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boyadir. Pigmentin rengi parlak sar1 ya da yesilimsi saridir. Tiim karotenoidler gibi
Kurkumin pigmenti de oksidasyon ve 1s18a karsi duyarhidir. Fakat 1s1l stabilitesi
kismen iyidir ve bu nedenle ekstriide gidalarin iiretimin kullanilabilir. Kurkumin,
siit drtinleri, siiriilebilir yaglar, firincilik diriinleri ve kahvaltilik gevreklerde ve
dondurmalarda kullanilmaktadir (Wrolstad & A Culver, 2012). Kurkuminin renk
yogunlugu cok yiiksek ve bulaniklik degerleri de diisiiktiir (Luzardo-Ocampo,

Ramirez-Jiménez, Yafiez, & Mojica, 2021).
1.1.3.2  Tetrapiroller (Klorofiller)

Diinya iizerinde en yiiksek miktarda bulunan ve canli organizmalar icin esansiyel
ozellikte olan pigmentlerdir. En bilinenleri kana kirmizi rengini veren hemeler ve
bitki, alg ve bakterilere yesil rengi veren klorofillerdir (Delgado-Vargas, Jiménez,
& Paredes-Lépez, 2000). Dogal olarak olusan diger tetrapirol molekiilleri bilinler,
kobalamin (vit. B12), siroheme ve koenzim F430’dur. Tetrapiroller, metin
kopriileri araciligi ile dogrusal ya da halkasal baglanmis 4 adet pirol tiirevi
bilesikten olusurlar. Yalnizca kobalamin, birinci ve dordiincii pirol halkasi
arasinda 1 koprii karbonu eksik bulundurmasi ile farklilik gosterir (Larkin, 2016).
Biitlin dogrusal tetrapiroller, halkasal tetrapirollerin parcalanmasindan olusur ve
bu nedenle yalnizca 3 adet metin kopriisii icerir. Genel olarak, tiim halkasal
tetrapirrollerin pirol halkalar1 saat yoniinde A — D olarak gosterilir. Siklik
tetrapirrollerin 6nemli bir 6zelligi, Fe, Mg, Co veya Ni gibi cesitli metal iyonlarini
selatlayabilmeleridir. Dogal olarak olusan tetrapiroller, halka diizeninin
oksidasyon durumu, selatladigi metal iyonunun dogasi1 ve halkalarinda bulunan
diger molekiiller gibi ozellikleri ile birbirinden ayrilirlar (Layer, Jahn, Deery,
Lawrence, & Warren, Biosynthesis of Heme and Vitamin B12, 2010). Dogal olarak

olusan baz tetrapirollerin kimyasal yapisi sekil 1.4’ te verilmistir.
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Sekil 1.5 Dogal olarak olusan bazi tetrapirollerin kimyasal yapis1 (Layer, Jahn,
Deery, Lawrence, & Warren, Biosynthesis of Heme and Vitamin B12, 2010)
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Sekil 1.6 Dogal olarak olusan bazi tetrapirollerin kimyasal yapisi (Layer, Jahn,
Deery, Lawrence, & Warren, Biosynthesis of Heme and Vitamin B12, 2010)
(devami)

Klorofiller, porfirin halkasinin magnezyum atomuyla selatlanmasi sonucu
meydana gelen, yesil bitkilerde bulunan, fotosentezden sorumlu bir tetrapirol
molekiiliidiir. Klorofil ayrica 4 pirol-benzeri halkanin 6tesinde bir de fitol ile
esterlesmis propiyonik asit zinciri bulundurur (Kang, Park, Jung, & Chang, 2018).
Dogada a, b, c1, c2, c3 ve d olmak {izere toplam 6 adet klorofil bulunmakladir.
Bitkilerde bulunan klorofillerin a ve tiirlerinin kloroplasttaki orani 1:3’ tiir. Gida

sanayinde klorofiller, E140i kodu bakir-klorofilleri E141i kodu le
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kullanilmaktadir. Klorofil eldesinde en yaygin olarak kullanilan bitki spirulina
(Arthrospira platensis)’ dir. Kaba yonca bitkisi, endiistriyel olarak kullanilan bir
diger klorofil kaynagidir. Klorofil eldesi icin ekstraksiyon sonrasi, ham ekstrakt
bakir tuzlarni varliginda asidifiye edilerek suda c¢oziiniir olmast icin
sabunlastirilmaktadir. Klorofiller, basta icecekler ve sekerlemeler olmak iizere
dondurma, buzlu sekerlemeler, yogurt, puding, toz iiriinler ve muhallebi gibi

bir¢ok farkl gidada kullanilmaktadir (Viera, Pérez-Galvez, & Roca, 2019).
1.1.3.3  N-heterosiklik bilesikler (Betalainler)

Betalainler, kimyasal olarak azotlu-fonksiyonel gruplara dayali, kirmizi mor
betasiyaninler ve sar1 turuncu betaksantin olarak siniflandirilan suda ¢oziiniir
pigmentlerdir (sekil 1.5). Betalainler, betalamik asidin siklo-Dopa (cyclo-3,4-
dihydroxyphenylalanine) ve amino bilesikleri ile imonyum konjugatlaridir. En
onemlileri, kirmiz1 pancardan elde edilen betanin (betanidin-5-O-f-glikozit) ve
kaktiis meyvesinden elde edilen indikaksantin’ dir (de Mejia, Zhang, Penta,
Eroglu, & Lila, 2020; Rodriguez-Amaya, 2019). Betaninler, siit iiriinleri, firincilik
tirtinleri, icecekler gibi bircok alanda yaygin bir bicimde kullanilmaktadir (Khan,
2016). Betanidin, betasiyaninlerin ¢cogunlugunun temel yapisini olusturur. Ardin
betanidinlerin C15 epimeri olan izobetanidinin gelir. Betanidinlerin herhangi bir
hidroksil grubunun glikozidasyonu ile yiiksek sayida betasiyanin elde edilebilir.
Betaksantinler, farkli proteinojenik ve proteinojenik olmayan amino asitlerden
meydana gelir ve betalamik asidin biyojenik amin-konjuge kismidir.
Betaksantinlerin en bilineni olan indikaksantin kaktiis meyvelerinden elde edilir
(Delgado-Vargas, Jiménez, & Paredes-Lépez, 2000). Betalainler, yiiksek su
¢ozlinirligi ve iyi bir pH stabilitesi sunmasina ragmen sicaklik ve isiktan

etkilenirler (de Mejia, Zhang, Penta, Eroglu, & Lila, 2020).
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Betasiyanin Betaksantin
Sekil 1.7 Betalainlerin kimyasal yapisi1 (Napoleon, Swetha, & Angajala, 2013)
1.1.3.4  Karamel ve Kinonlar (karmin)

Karamel, sekerlerin gida kullanimi uygun asitler, alkaliler, amonyum ve silfit
bilesikleri ile kontrollii olarak isitilmasindan elde edilir. Karamel boyasi,
indirgeyici sekerler ve amino bilesiklerinin neden oldugu Maillard
reaksiyonlarinin son iiriintidiir. Saridan, kirmizi1 kahverengi ve koyu kahverengiye
kadar degisen toplamda 4 adet karamel mevcuttur. Karamelin tiim tiirleri
kolloidal yiikleri bakimindan ayrilsa da tamami suda ¢oziiniir formdadir (Pintea,
2008). I. siif karamel (Class I) amonyum ya da silfit kullanilmadan farkli
karbonhidrat oranlarina sahip sekerlerden elde edilir ve kismen negatif kolloidal
ylikse sahiptir. %70’e kadar alkol iceren coziiciilerde stabildir ve alkollii icecek ve
kahve yapiminda kullanilir. II. Sinif (Class II) karamel iiretiminde birincisinden
farkli olarak siilfit bilesikleri kullanilir. Tamamen negatif kolloidal yapiya
sahiptirler ve %70’ e kadar olan alkolde stabildir. Tanin iceren konyak gibi alkollii
ickilerin yapiminda kullanilirlar. III. sinif (Class III) karamel iiretiminde siilfitler
kullanilmazken amonyum bilesikleri kullanilir. Pozitif kolloidal yiike sahip olup
bira gibi pozitif yiiklii protein orani yiiksek iirtinlerde ¢cokelmeleri engeller. Son

grup olan IV. Sinif karamelde hem amonyum hem de siilfit bilesikleri kullanilir.
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Negatif kolloidal yiikliidiir ve asit, tuz ve alkol stabilitesi yiiksektir. Diinya geneli
karamel tiretiminin %70’ i dordiincii sinif karameldir (Cunha, Barrado, Faria, &
Fernandes, 2011). Karamel, sekerin 100°C’ye 1sitilmasi, tiirline gore reaktan
ajanlarin eklenmesi, tekrar 1sitma, asitlik ve yogunluklarin ayarlanmasi, 80°C’ye
getirme ve ardindan filtreleme asamalar1 kullanilarak iiretilmektedir. Karamel,
alkollii ve alkolsiiz iceceklerde, sekerlemelerde, firincilik {iriinlerinde, makarna ve
eriste gibi tirtinler, bebek gidalar1 ve suruplar gibi bircok alanda yaygin bir bicimde

kullanilmaktadir (Delgado-Vargas, Jiménez, & Paredes-Lépez, 2000).

Kinonlar, bazi yiiksek canlilarda ve mikroorganizmalarda renk vermeden
sorumludurlar. Kinonlar, bu canllarda omurga, kabuk ve yumurtalarin
pigmetasyonuna katk: saglar (Aly & Hassan, 2014). Karminik asit, Opuntia tiiri
kaktiislerde yasayan kosineal (Dactylopius coccus Costa) gibi boceklerde bulunan
kirmizi kinon yapida bir renk pigmentidir. Karmin, 7-D-glukopiranozil- 3,5, 6, 8-
tetrahidroksi 1- etil-9-10- dioksoantrasen-2-karboksilik asit molekiil yapisindadir
(sekil 1.6).

Sekil 1.8 Karminin kimyasal yapis1 (Wrolstad & A Culver, 2012)

Gida boyasi olarak kullanilan kosineal ekstrakti, boceklerin disilerinin viicudunun
hidroalkolik olarak ekstraksiyonu ile elde edilir. Ekstraksiyon sonrasi karminik asit
amonyum ve sodyum karbonat tuzlari ile kaynatilir. Filtreden gecirildikten sonra
karminik asit, aliiminyum siilfat ile muamele edilerek karminik asidin kalsiyum ya
da kalsiyum-aliiminyum golii elde edilir ki bu da karmindir (Wrolstad & A Culver,
2012). Karminik asidin siv1 cozeltisi pH:4’ te sar1 turuncu renklerinde iken
aliminyum ya da kalsiyum ile kompleks olusturdugu zaman bu renk kirmizi-mor
olmaktadir. Karmin alkolde ¢6ziinmez ve suda ¢oziiniirliigii de cok azdir. Karmin

de en az %50 oraninda karminik asit iceren bir boyadir. Karmin, icecekler, siit
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tirtinleri, sekerlemeler, et tiriinleri, recel ve islenmis gidalar gibi bircok gidada

kullanilmaktadir (Villafio, Garcia-Viguera, & Mena, 2016).
1.1.3.5 Benzopiranlar (antosiyaninler ve diger flavonoidler)

Ayni zamanda kromenler olarak da adlandirilan benzopiranlar, benzen ve piranin
doyma ve oksidasyon reaksiyonlari sonucu bir araya gelmesi ile olusan bisiklik
heterosiklik bir sistem olup meyve ve sebzelerde cokca bulunur. Benzopiranlar,
flavonoidler, antosiyaninler, kumarinler ve alkoloidler gibi bir¢ok farkl
polifenoliin omurgasini olusturur (AHMED, 2015; PIYUSH, KULDEEP, AZIZUR,
MISBAHUL, & PRANAY, 2018). Bazi benzopiranlarin kimyasal yapisi sekil 1.7’ de

verilmistir.

Flavonoidler, C¢Cs-Cs yapisina sahip, bitkilerin kok, yaprak, tohum, cicek ve
meyvelerinde bulunup onlara farkli renkler veren ikincil bir metabolittir
(Havsteen, 2002). B halkasinin C halkasina baglandig1 bolgeye, oksidasyon ve C
halkast bulundurup bulundurmama durumlarina goére antosiyanidin, flavon,
auronlar, sar1 flavonoller, renksiz flavonoller, flavon-3-ol, flavonon, izoflavon ve
chalcone gibi alt gruplara ayrilmaktadirlar (Gonzalez-Paramas, Ayuda-Duran,

Martinez, Gonzalez-Manzano, & Santos-Buelga, 2019).
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Flavononol Izoflavon

Kalkon Antosiyanin

Sekil 1.9 Benzopiranlarin kimyasal yapis1 (Corradini, ve digerleri, 2011)
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1.1.4 Antosiyaninler

Antosiyanin ifadesi, yunanca c¢icek anlaminda gelen anthosve koyu mavi anlamina
gelen kyaneos kelimelerin birlesiminden gelmektedir. Antosiyaninler, flavonoid
grubu suda ¢oziiniir vakuolar polifenolik pigmentlerdir ve bitkilerin yapraklarina,
ciceklerine ve meyvelerine kirmizi-turuncudan mavi mora kadar olan renkleri

verir (Wallace & Giusti, 2015).

Kimyasal olarak antosiyaninler, glikozitlere bagli bir aglikon biriminin
(antosiyanidinler) heterozitleri olarak tanimlanabilir. Dogada, flavilyum iyonu
(sekli 1.8)ya da 2-fenil benzopirilyumdan tiiretilmis glikozitlesmis polihidroksi

ve/veya polimetoksi tiirevleri olarak bulunurlar.

Antosiyaninler, oksitlenmis hetero halkada 3 karbon ile baglanmis iki adet
aromatik halkadan olusur (Prior & Wu, 2006). Antosiyanidinler farkli organik
asitler ile acillenebilen 1 ya da daha fazla sekerle bagli halde bulunurlar.
Halkalarda seker ya da hidroksil grubunun bulunmasi bilesigin su, etil alkol ya da
metil alkol gibi coziiciilerde ¢ozlinirligi ile dogrudan iliskilidir (Escribano-

Bailon, Santos-Buelga, & Rivas-Gonzalo, 2004).

Dogada yaklasik glikozitlenebilecek 30 farkli antosiyanidin tespit edilmistir ve bu
bilesikler halkalarindaki hidroksilasyon ve metoksilasyon derece ve yoluna gore
birbirinden ayrilmaktadirlar. Tablo 1.3’ te antosiyanidinler, kimyasal yapilar1 ve
verdikleri renkler yer almaktadir. Her gecen giin artmakla birlikte dogada 700’den
fazla antosiyaninin yapisi tamamen aydinlatildi ve 200’ den fazlasinin da yapilari
kismen belirlendi (Santos-Buelga & Gonzalez-Paramds, 2019). Antosiyaninler,
baglanan sekerlerin sayisi, yeri ve pozisyonu, hidroksil gruplarinin sayisi ve
sekerlere baglanmis aromatik ve alifatik asitlerin dogas1 gibi faktorler ile farklilik
gostermektedir (Kong, ve digerleri, 2003). Antosiyanidinlerin sayilari1 ¢cok fazla
olmasina ragmen dogada yalnizca en yaygin olanlari yalnizca 6 tanedir ve toplam
antosiyaninlerin %90’ 11 olusturur. Bunlar, siyanidin, pelargonidin, delfidin,
malvidin, peonidin ve petunidindir (Castafieda-Ovando, Pacheco-Hernandez,
Pdez-Herndndez, Rodriguez, & Galan-Vidal, 2009). Bu antosiyanidinlerin meyve

ve sebzelerdeki dagilimina bakildig1 zaman %50’ sinin siyanidin en az olmalari ise
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%7 oraninda malvidin ve petunidin olup digerlerinin orani ise her biri yaklasik
%12’ dir (Castafieda-Ovando, Pacheco-Herndndez, Pdez-Herndndez, Rodriguez, &
Galdn-Vidal, 2009). Antosiyaninlerin bu formlar1 sekerler ve organik asitler ile
konjuge olarak farkli renklerdeki antosiyaninlere doniisiir. Renkleri, B halkasi ¢cok
fazla hidroksil grubu icerirse maviye, cok fazla metoksil grubu icerirse de kirmiziya
donmektedir (He & Giusti, 2010). Antosiyanidinlerin kimyasal yapisi ve verdikleri

renkler tablo 3’ te verilmistir.
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Sekil 1.10 Flavilyum Katyonu (Mattioli, Francioso, Mosca, & Silva, 2020)

Tablo 1.3 Antosiyanidinler, molekiil yapisi ve verdigi renkler

Molekiil Modeli
Adi Kisaltmasi Renk
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Apigeninidin Ap H OH H OH H OH H Turuncu
Arrabidin Ab H H OH OH H OH OCHj;
Aurantinidin Au OH OH OH OH H OH H Turuncu
Capensinidin Cp OH OCH; H OH OCH; OH OCH; Mavi-Kirmizi
Carajurin @] H H OH OH H OCH; OCH;
Turuncu-
Siyanidin Cy OH OH H OH OH OH H
Kirmizi
Delfinidin Dp OH OH H OH OH OH OH Mavi-Kirmizi




8¢

Tablo 1.4 Antosiyanidinler, molekiil yapisi ve verdigi renkler (devami)

Molekiil Modeli
Adi Kisaltmasi Renk
Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7
Europinidin Eu OH OCH; H OH OCH;4 OH OH Mavi-Kirmizi
Hirsutidin Hs OH OH H OCH; OCH; OH OCHj; Mavi-Kirmizi
Luteolin Lt H OH H OH OH OH H Turuncu
Malvidin Mv OH OH H OH OCHj;4 OH OCHj; Mavi-Kirmizi
Turuncu-
5-MethylCy 5-MCy OH OCH, H OH OH OH H
Kirmizi
Pelargonidin Pg OH OH H OH H OH H Turuncu
Turuncu-
Peonidin Pn OH OH H OH OCH; OH H
Kirmizi
Petunidin Pt OH OH H OH OCH,4 OH OH Mavi-Kirmizi
Pulchellidin Pl OH OCH, H OH OH OH OH Mavi-Kirmizi
Riccionidin A RiA OH H OH OH H OH H -
Rosinidin Rs OH OH H OCH,4 OCH,4 OH H Kirmizi
Tricetinidin Tr H OH H OH OH OH OH Kirmizi

(Santos-Buelga & Gonzalez-Paramas, 2019)



Antosiyaninler, icecekler, siit iirtinleri, firincilik tirtinleri, sekerlemeler gibi farkli
bircok gida grubunda kullanilan pH ya bagl olarak degisen renklerde popiiler bir
dogal gida boyasidir (Cortez, Luna- Vital, Margulis, & Gonzalez de Mejia, 2017).
Antosiyaninler E163 kodu ile sunulmaktadir. Siyanidin: E163a, delfidin: E163b,
malvidin: E163c, pelargonidin: E163d, peonidin: E163e ve petunidin: E163f
(Khoo, Azlan, Tang, & Lim, 2017).

Antosiyaninlerin temel fonksiyonu olan pembeden, kirmizi, menekse ve koyu
maviye varan renkler saglamasinin yaninda diger hayvanlar1 cezbetmesiyle de
tozlasma ve tohum dagilimina da yardimci olmaktadir. Ayrica bitkiler i¢in UV 151k
koruyucusu, antioksidan, antimikrobiyal ve bazi boceklerden de koruyucudurlar
(Kong, ve digerleri, 2003). Antosiyaninler, insan saglig1 iizerine de antioksidan
kapasite, antiinflamatuvar etki, diyabet onleyici, kardiyovaskiiler hastaliklara
kars1 koruma gibi olumlu etkileri de vardir. Antosiyaninlerin gida endiistrisinde
dogal renklendirici olarak kullanimi, bu bilesiklerin sicaklik, 1sik, oksijen, enzim
ve pH durumlari gibi etmenlere duyarli oldugu icin zordur ve kullanim miktarlar
kisithdir. Bu nedenle iireticiler antosiyaninlerin stabilitesinin artirilmasi iizerine

calismalara agirlik vermektedir (Eiro & Heinonen, 2002).

2018 yilinda antosiyaninlerin toplam piyasa degeri 205 milyon dolar olarak
aciklanmis olup bu degerin 2023 yilina kadar yaklasitk %4,7 artacagi

tahminlenmistir (Belwal, ve digerleri, 2020).
1.1.5 Antosiyanin Ekstraksiyon Metotlar1

Antosiyaninler bircok dis etmenden etkilendigi ve kolayca degrede olabildigi i¢in
kullanilacak metotlar énem arz etmektedir. Ornegin yiiksek sicaklik ve pH’da

antosiyanin konsantrasyonu azalmaktadir (Cacace & Mazza, 2006).

Antosiyaninlerin ekstraksiyon ile ilgili olarak metotlar literatiirde 2 ana baslik
altinda toplanmistir. Birincisi antosiyaninlerin tanimlanmasi ve karakterize
edilmesi icin kullanilan ekstraksiyon metotlari, ikincisi ise gida endiistrisine
uyarlanabilecek ekstraksiyon metotlaridir. Antosiyanin molekiilleri polar 6zellikte
oldugu icin etanol, metanol, aseton ve su gibi polar c¢oziiciilerde rahatca

coziinebilir. Antosiyaninler oldukca reaktif molekiiller olduklari icin uygun
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¢ozgenin secilmesi 6nem arz etmektedir. En verimli ekstraksiyon soliisyonlari,
formik asit, fosforik asit ya da sitrik asit ile asidifiye edilmis etanol, metanol ve
asetonitril gibi organik coziiciilerdir (Ongkowijoyo, Luna-Vital, & Gonzalez de

Mejia, 2018).

Antosiyanin  ekstraksiyonu  Oncesinde  uygulanan  On-islemler  hiicre
organellerinden antosiyaninlerin salinmasina yardimci olup erisebilirligi
artirmaktadir. Yiizey alanini artirarak kati partikiillerin kolayca sivi ortama
gecmesini kolaylastiran partikiill boyutunun kiiciiltiilmesi bu metotlardan bir
tanesidir. Diger metotlara da kurutma ve liyofilizasyon 6rnek olarak verilebilir

(Lorenzo, ve digerleri, 2018).

Antosiyaninler icin, maserasyon ve soxhlet ekstraksiyonu geleneksel ekstraksiyon
metotlaridir. Bu metotlarin, uzun ekstraksiyon siiresi, diisiik saflikta ekstraksiyon,
diisiik ekstraksiyon seciciligi, yiiksek miktarda solvent ve termal degradasyonu
hizlandirmasi gibi olumsuz 6zellikleri; arastirmacilar ve tireticileri yeni metotlara
yoneltmektedir (Selvamuthukumaran & Shi, 2017). Daha yiiksek verim, daha kisa
siire, daha selektif ekstraksiyon ve daha az solvent gibi avantajlar1 olan yeni
tekniklere yiiksek ses, vurgulu elektrik alan, mikrodalga, siiper-kritik akiskan
ekstraksiyon metotlar1 6rnek verilebilir (Mane, Bremner, Tziboula-Clarke, &

Lemos, 2015).
- Ultrasonik Ekstraksiyon (UE)

Ultrasonik ekstraksiyon, 20 kHz ile 2000 kHz arasinda bir siddette ses
uygulamasidir. Yiiksek ses ile meydana gelen akustik kavitastonun mekanik etkisi
hiicre duvar1 gozeneklerinin genislemesine neden olan bitkinin hidrasyonunu
tetikler ve hiicre duvarinin yikimlanmasina yardimei olur. Bu kiitle transferine
yardimci olur ve ekstraksiyon verimini artirir (Galvan D’Alessandro, Dimitrov,
Vauchel, & Nikov, 2014). Ultrases uygulamasinin diisiik enerji kullanimi, daha az
¢ozilicli kullanimi, yiiksek ekstraksiyon verimi, diisiik degradasyon gibi bircok
avantaji vardir. Ayrica yesil bir teknoloji olup kolayca endiistriye de uygulanabilir
(Vieira, Cavalcanti, Meireles, & Hubinger, 2013). Sivinin mikrojetleri ile olusan

akustik kavitasyon hiicre duvarinin yiizeyinde hava kabarciklarinin asimetrik
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olarak patlamas: ile sicaklik anlik olarak 70°C’ ye kadar cikabilmektedir
(Golmohamadi, Moéller, Powers, & Nindo, 2013). Bu da antosiyanin stabilitesini
olumsuz etkilemektedir (Tiwari, O’ Donnell, Patras, & Cullen, 2008). Basta seker
pancari (Chen, Zhao, & Yu, 2015), ahududu (Teng, Lee, & Choi, 2014), bogiirtlen
(Oancea, Grosu, Otto, & Stoia, 2013), portakal kabugu (Khan, Abert-Vian,
Fabiano-Tixier, Dangles, & Chemat, 2010) ve sogan (Katsampa, Valsamedou,
Grigorakis, & Makris, 2015)gibi farkli bircok meyve ve sebzeden ultrason

uygulamasi ile dan antosiyaninlerin elde edildigi literatiirler mevcuttur.

Antosiyaninlerin en yiliksek verimde ekstraksiyonu i¢in sonikasyon siddeti ve
siiresi, sicaklik, solvent miktar1 ve konsantrasyonu gibi parametrelerin optimize
edilmesi gerekmektedir. Ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu deneysel
ya da istatistiki metotlar ile gerceklestirilmektedir. Deneysel ortalamalar ile
kiyaslandig1 zaman istatistiki metotlar daha az test sayis1 ile parametrelerin
etkilesimlerini dogrulayabilir ve ayni1 anda birkag¢ yanit icin en uygun kosullar
belirleyebilir. Yanit yilizey yontemi (Response surface methodology: RSM),
siirecleri optimize etmek ve iyilestirmek icin kullanilan en popiiler dizayn

metotlarindan biridir (Myers, Montgomery, & Anderson-Cook, 2016).
- Vurgulu Elektrik Alan ile Ekstraksiyon

Vurgulu elektrik alan ile ekstraksiyonda ornek, 1 ile 10 kV/cm ve 10 kj/kg ve 5 ile
50 arasi vurgu ile olusturulan elektrik alana maruz birakilmaktadir. Uygulanan bu
elektriksel yiik hiicre membranlarinin elektroporasyonuna ve boylece daha
gecirgen olmasini saglamaktadir. Normal ekstraksiyona oranla 2,5 kat daha fazla
antosiyanin verimi saglamaktadir (Corrales, Toepfl, Butz, Knorr, & Tauscher,
2008). Vurgulu elektrik alan meyve suyu iretiminde, degerli bilesenlerin
ekstraksiyon verimini artirdig: icin ideal bir metot olarak kabul edilmektedir

(Eshtiaghi & Knorr, 2000).

Kirmizi pancardan betanin (Chalermchat, Fincan, & Dejmek, 2004; Fincan,
DeVito, & Dejmek, 2004; Lépez, Puértolas, Conddén, Raso, & Alvarez, 2015) ve
liziim ve kara lahanadan antosiyanin (Gachovska, ve digerleri, 2010) eldesinde

ekstraksiyon verimini artirdigi ile ilgili calismalar mevcuttur.
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- Mikrodalga ile Ekstraksiyon

Hedef 0rnegin esit olarak hizlica 1sitilmasini saglayan mikrodalgalar yardimi ile
ekstraksiyon islemi gerceklesmektedir. Mikrodalga enerjisi molekiillerin
hareketini degistirir ve 6rnegin ve solventin ¢ok hizli isinmasina neden olan kalic
dipole neden olur (Buldini, Ricci, & Sharma, 2002). Sivi iceren dokularda su
enerjiyi absorbe eder ve isinarak hiicrenin yapisinin bozulmasina neden olur
(Garofuli¢, Dragovi¢-Uzelac, Rezek Jambrak, & Juki¢, 2013). Mikrodalga ile
ekstraksiyon, daha kisa siiren, daha ¢6ziicii gerektiren ve iyi bir tekrarlanabilirligi
olan bir yontemdir (Armenta, Garrigues, Esteve-Turrillas, & de la Guardia, 2019).
Kullanilabilecek solventlerin yelpazesinin az olmasi teknigin
dezavantajlarindandir (Eskilsson & Bjorklund, 2000). Matriksten solvente
bilesiklerin difiizyonu hizlanirken bazen istenmeyen bilesiklerin de ge¢mesi s6z
konusu olmaktadir (Garofulié¢, Dragovi¢-Uzelac, Rezek Jambrak, & Juki¢, 2013).
Belirli bir degere kadar sicaklik artisi ve irradyasyon artisi antosiyanin verimini
artirmaktadir. Sonrasinda ise belirgin bir bicimde diisiirmektedir (Garofulic,
Dragovi¢-Uzelac, Rezek Jambrak, & Juki¢, 2013). Siyak kusburnu (Odabas &
Koca, 2021), yaban mersini (Routray & Orsat, 2014), hibiskus (Cassol, Rodrigues,
& Zapata Norefia, 2019), iiziim kabugu (Liazid, Guerrero, Cantos, Palma, &
Barroso, 2011) ve frenk tizimi (Li, ve digerleri, 2016)farkli bitkilerden

mikrodalga ekstraksiyon ile antosiyanin eldesi gerceklestirilmistir.
- Yiiksek Hidrostatik Basing ile Ekstraksiyon

Yiiksek hidrostatik basin¢g 100 ile 800 Mpa arasindaki soguk izostatik hidrolik
basin¢ uygulamasi ile gerceklestirilen bir prosestir (Shouqin & Changzheng,
2005). Bu yiiksek basin¢ uygulamasi sivinin bitkideki hava bosluklarina niifuz
etmesini saglar ve boylelikle hiicre membranina zarar verir ve bilesenlerin
membrandan ¢ikmasini kolaylastirir (Garcia, Butz, & Tauscher, 2001). Ayn1 anda
yliksek basin¢ yiiklii gruplarin deprotonasyonuna, hidrofobik baglarin ve tuz
kopriilerinin kirllmasina neden olarak protein denatiirasyonuna yol acar.
Ekstraksiyon islemi esnasinda bitkideki molekiillerin deprotonasyonu ile ortam

pH’ s diisiirebilir. Boylece yiiksek basin¢ uygulamasi, kiitle transferini ve
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antosiyaninlerin stabilitelerini artirir (Jun, 2013). Yiksek hidrostatik basing
uygulamasi ile antosiyanin ekstraksiyonu ile literatiirde cilek ve yabani cilek
muslari, nar suyu (Ferrari, Maresca, & Ciccarone, 2011), ahududu
(Suthanthangjai, Kajda, & Zabetakis, 2005), Vitis amurensis Rupr. (He, ve
digerleri, 2018) gibi farkli bitkilerden antosiyanin eldesinde YHB kullanildig:

mevcuttur.
- Siiperkritik Akigkan ile Ekstraksiyon

Stiper kritik akiskan tekni8i, bir gazin (¢ogunlukla CO,) kritik sicaklik ve
basincinin iizerinde kullanildig1 ve gazin gecissel olarak sivi ve gaz arasinda
davranarak ekstraksiyon coziiciisii olarak kullanildig1 bir metottur (Galanakis,
2012). Bu metot, 151k ve hava olmadan biyokomponentlerin ekstraksiyonuna
imkan tanidig1 icin degradasyon reaksiyonlari ¢cok azdir. Karbonik asit, etraksiyon
matriksinde su ile CO» den tiretilir ve disaridan asit kullanimina gerek kalmaz
(Paes, Dotta, Barbero, & Martinez, 2014). Fakat, CO,’ in polar olmayan karakteri
nedeni ile bazen diisiik konsantrasyonlarda da olsa etanol, metanol gibi yardimci
cozgenler kullanilabilir (Barba, Zhu, Koubaa, Sant'Ana, & Orlien, 2016).
Stiperkritik akigskan ekstraksiyonunun miirver posasi (Seabra, Braga, Batista, & de
Sousa, 2010), yaban mersini (Paes, Dotta, Barbero, & Martinez, 2014), ve iiziim

kabugu (Ghafoor, Park, & Choi, 2010) antosiyaninlerinin eldesinde kullanilmuistir.
- Enzimatik Ekstraksiyon

Hiicre duvarinin pektinaz, seliilaz, proteaz ve a-amilaz gibi enzimler ile degrade
edilmesi hiicre yapisim1 bozarak antosiyaninler gibi hiicre ici bilesiklerin
ekstraksiyonunu kolaylastirir (Puri, Sharma, & Barrow, 2012). Enzimler yardimi
ile ekstraksiyon, diisiik enerji kullanimi, daha az solvent gereksninimi ve daha
yiiksek geri kazanim gibi avantajlar sunmaktadir. Ham ya da saf olarak pektinaz,
viskozim ve celucast gibi enzimler yardimi ile meyve ve sebzelerden antosiyanin
ekstraksiyon verimini artirmaktadir. Enzimler tek basina kullanilabilecegi gibi
birlikte kullanilarak sinerjistik bir etki gormek de mtimkiin olmaktadir (Kumar, ve
digerleri, 2019). Basta antosiyaninler (Buchert, ve digerleri, 2005) ve flavonlar

olmak iizere enzimatik ekstraksiyonun fenolik bilesiklerin izolasyonunda verimli
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bir metot oldugu bildirilmektedir. Literatiirde siyah frenk iiziimii (Landbo &
Meyer, 2001), yaban mersini (Lee & Wrolstad, 2004) ve iizimden (Kammerer,
Claus, Schieber, Carle, & Carle, 2005) antosiyanin eldesinde basarili bir bicimde

kullanildig1 calismalar mevcuttur.
1.1.6 Antosiyanin Stabilitesini Etkileyen Faktorler

Dogal gida renklendiricileri icerisinde onemli bir yeri olan antosiyaninlerin
stabilitelerinin sicaklik, 151k, pH, enzimler, oksijen nem, askorbik asit, seker, siilfit
tuzlarn ve veya siilfiir dioksit gibi faktorlerden kolayca etkilenmesi nedeniyle
endiistriyel boyutta kullanimi kisitlanmaktadir (Vinha, Rodrigues, Nunes, &

Oliveira, 2018).
- Askorbik asit

Askorbik asidin oksidasyonu, antosiyaninlerin pirilyum halkasini parcalayabilen
serbest radikallerin olusumuna neden olur. Ayrica askorbik asit antosiyaninler ile
kondanse olarak filavilyum pigmenti kaybini tetikler. Askorbik asidin bu etkinligi
hem aerobik hem de anaerobik ortamda gerceklesebilmektedir (Howard,
Brownmiller, & Prior, Improved color and anthocyanin retention in strawberry

puree by oxygen exclusion, 2014).
- Enzimler

Polifenol oksidaz, fenolikleri kinonlara oksitleyerek dolayli olarak antosiyanin
bozulmasina neden olur. Bu tepkime ile antosiyaninler kahverengi bilesiklere
doniisiir. Antosyainince zengin bitki ekstraktlarinda enzim inhibitéri kullanmak
renk kaybina neden olacak oksidatif enzimleri durdurur (Terefe, Yang, Knoerzer,

Buckow, & Versteeg, 2010)
- Isik

Isik, antosiyaninin benzopirilyum ve C-2 bagl penil halkasindan ve benzoik asitten
2,4,6 tirhidroksibenzaldehit olusmasina neden olarak, antosiyaninlerin
degredasyonuna ve rengin acilmasinda neden olur (Carlsen & Stapelfeldt, 1997).
Isik, antosiyanin stabilitesine etki eden dig faktorlerden biridir. Isik,

Antosiyaninlerin yarilanma siireleri (t %2) 1s1ik olan ortamda karanlikta bekletilene
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gore kayda deger bicimde azdir (Bordignon-Luiz, Gauche, Gris, & Falcao, 2007).
Isiga maruz kalma ile antosiyanin degredasyonu arasinda lineer bir orant1 vardir

(Amr & Al- Tamimi, 2007).
- Sicaklik

Gidalar, tiiketime hazir hale gelmeden 6nce bircok asamadan gecmektedir. En
temel gida isleme asamalarindan biri de gidalarin istenilen 6zelliklere ulagmasi
icin pH’ sina bagh olarak uygulanan 50 ile 150°C arasindaki 1s1l islemdir. Sicaklik,
antosiyanin stabilitesini etkileyen en onemli faktorlerden biridir. Genel olarak
sicaklik 60°C’ nin tizerine c¢iktigt zaman antosiyaninler calkon yapisina
doniismekte, stailite diismekte ve renksiz bir hal almaktadirlar (Liu, ve digerleri,
2018). Cozeltinin pH degeri diisiik olmasina ragmen 40°C’ nin iizerinde sicaklik
antosiyanin rengini kirmizidan turuncuya doniistiirmektedir (West & Mauer,
2013). Baz1 durumlarda, orta dereceli (50°C’ ye kadar) 1sitma antosiyaninlerin
oxidasyonunu engellemektedir. Fenolik bilesiklerce zengin ekstraktlarda, orta
dereceli 1sitma polifenol oksidazin aktivitesini durdurmakta ve bu da
antosiyaninlerin enzimatik olarak degrede olmasini engellemektedir (Patras,
Brunton, O'Donnell, & Tiwari, 2010). Sicaklikla antosiyanin miktarindaki degisim
birinci derece kinetik model ile ifade edilmektedir. Aritmetik sicaklik artisi ile
logaritmik bir antosiyanin azalmasi gériilmektedir (Kirca, Ozkan, & Cemeroglu,

2007).

- pH

Antosiyaninler, ortamin pH degerine bagli olarak farkli kimyasal formlarda
olurlar. Flavilyum katyonu pH 1 degerinde baskindir ve rengin mor-kirmizi
olmasina neden olur. pH 2 ve 4 araliginda ise hizli proton kaybina bagl kuinoidal
kirmizi-mavi bilesikleri olusmaktadir. pH degeri 5 ile 6 arasinda sirasiyla renksiz
karbinol psodobaz ve calkon tiirevleri olusmaktadir. 7 ve tizeri pH degerlerinde
ise antosiyaninler ikame gruplarina bagli olarak degrede olmaya baslarlar
(Fleschhut, Kratzer, Rechkemmer, & Kulling, 2006). pH 4-6 noktasinda susuz

kuinoidal bazi, Flavilyum katyonu, renksiz karbinol bazi ve soluk sar1 renkli calkon
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olusur. pH yiikseldiginde susuz baz miktar1 da artar ve daha asidik kosullar altinda
baskin tiir kirmiz1 flavylium iyonu olur (Cooper-Driver, 2001). Antosiyanidin
stabilitesi, B halkasindaki molekiil ve n6tr ortamda aglikon stabilitesini diistiren
hidroksil ve metoksil gibi gruplarin varligindan etkilenir. Bu nedenle en stabil
aglikon pelargonidindir (Fleschhut, Kratzer, Rechkemmer, & Kulling, 2006).
Aglikonlarin aksine monoglikozitler ve cogunlukla diglikozitler nétr pH degerinde
daha stabildir. Ciinkii seker molekiilleri karasiz molekiillerin fenolik asit ve aldehit
bilesiklerine doniismesini engeller (Fleschhut, Kratzer, Rechkemmer, & Kulling,
2006). pH’ nin antosiyaninlerin stabilitesine ve renk varyasyonlarina etkisi alkalin
bolgede daha belirgindir. Ciinkii bu bélgede molekiillerin stabilitesi cok diistiktiir
(Cabrita, Fossen, & Andersen, 2000). Flavilyumun tahmini pKa degerleri 1-3,
kuinoidalin 4-5 ve calkon monoanyonlarin ise 7,5-8 dir. Flavilyum ve kuinoidal
baz kirmizi iken, kuinoidal monoanyon ve dianyon mor ve mavi seklinde

gozlemlenebilir (Asenstorfer, GIland, Tate, & Jones, 2003).

Antosiyanin pigmentlerinin cogu asidik kosularda daha yiiksek stabiliteye sahiptir.
Siyanidin ve delfinidin en iyi 6érneklerdir. Daha yiiksek pH degerlerinde petanin
gibi baz1 antosiyanidinler pH 8 de bile degradasyona dayaniklidirlar. Bu nedenle
petanin bitki kokenli icecekler i¢in iyi bir renklendiricidir (Fossen, Cabrita, &

Andersen, 1998).
1.1.7 Antosiyanin Stabilite Artirma Metotlar1

Gida sanayinde onemli bir yeri olan antosiyaninlerin, sicaklik, pH, 1s1k, oksijen,
enzimler ve askorbik asit gibi dis etmenlerden kolayca etkilenmesi kullanimini
kisitlamaktadir. Bu nedenle endiistriyel ve akademik calismalar, molekiiliin daha
stabil hale gelmesi {izerine yogunlasmistir (Castafieda-Ovando, Pacheco-
Hernandez, Pdez-Hernandez, Rodriguez, & Galan-Vidal, 2009). Kopigmentasyon,
antosiyaninlerin baska bilesikler ile kompleks olusturmasi prensibine dayanan bir
stabilizasyon metodudur. Bu amacla, metaller, fenolik bilesikler, amino asitler,
polisakkaritler ve organik asitler gibi bircok molekiill antosiyanin
kopigmentasyonunda kullanilmistir (Cortez, Luna- Vital, Margulis, & Gonzalez de

Mejia, 2017).
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1.1.7.1 Molekiiler Kopigmentasyon ve Kompleks Olusturma
- Metal-Antosiyanin Kompleksleri

Farkli konsantrasyonlarda demir, aliiminyum, bakir gibi farkli metal katyonlar ile
antosiyanin ~ kompleksleri olusturularak, antosiyaninlerin stabilitesi
artirllmaktadir. Metal katyonlari, antosiyanin B halkasinda orto-dihidroksil diizeni
olusturmasi ile stabiliteye katki saglamaktadir. Bu metalloantosiyaninler, bir
sitokiyometrik oran ile kendiliginden olusan ve sulu ¢6zeltide hemen ayrilan bir
yapiya sahiptirler. Bu nedenle olusan kompleksin daha da stabil olmasi icin pektin
gibi polisakkaritleri de metal-antosiyanin kopigmentasyonuna dahil edildigi
calismalar mevcuttur. Bu kompleks, siyanidin, delfidin ve petunidin
antosiyanidinleri ile olusurken, pelargonidin, malvidin ve peonidinde
olusamamaktadir (Cortez, Luna-Vital, Margulis, & Gonzalez de Mejia, 2017;

Tachibana, Kimura, & Ohno, 2014).

Patlican, ahududu, kirmizi lahana, aronya, siyah kus iiziimii ve kara havug
bitkilerinden izole edilen siyanidin ve delfidin tiirevleri iizerine aliiminyum
tuzlarinin (0.057, 0.2288, ve 0.4576 M) etkisinin arastirildigi bir calismada,
aliminyum-antosiyanin komplekslerinin pH 3-6 araliginda biitiin bitki ve
antosiyanin tiirlerinde gerceklestigi bildirilmistir. Her bir antosiyanin aliiminyum
katyonlar1 ile muamele edildiginde batokromik ve hiperkromik etkilesim
gostermistir. Diisiik antosiyanin konsatrasyonlarinda, artan aliiminyum tuzu
miktar1 belirgin bir fark olusturmamistir. Ornek antosiyanin miktarlarinin 25, 50
ve 100 uM olarak alindig1 calismada optimum tuz konsantrasyonu 100-500X
antosiyanin oldugu bildirilmistir. pH degeri yiikseldikce antosiyanin
degradasyonu artmis ve metalloantosiyanin kompleksleri zayiflamistir (Sigurdson

& Giusti, 2014).

Metal iyonlarinin Tachibana ve ar. (2014), demir, aliminyum ve kalsiyum
anyonlarinin (FeCl3, FeCl2, AlCI3 ve CaCl2) siyanidin-3-glukozit, pelargonidin-3-
glukozit ve delfidin-3-glucosit antosiyaninlerinin stabiliteleri {izerine etkisini
inceledigi benzer bir calismada 30 uL antosiyanin soliisyonu, 6 uL of 100 mM

metal tampon c¢oOzeltisi ve 10 uL. 10 g/l polisakkarit tampon cozeltisi ile
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karigtirilarak metal-antosiyanin kompleksi olusturulmustur. Fe*® anyonu siyanidin
ve delfidin molekiillerinin termal stabilitesini belirgin bir bicimde artirmistir.
Pelargonidinde B halkasindaki hidroksil grubunu az olmasi nedeni ile etkin
olamamuistir. Siyanidin-metal komplekslerinden yalnizca kalsiyum tuzu termal
stabilitede fazla etkinlik gostermemistir. Termal stabilteyi artirma siralamasi
Fe**> AI’* >Fe’* seklinde olusmustur. Her bir metal iyonu yaninda katilan pektin,
aljinat ve karregenan stabiliteye olumlu katki saglamistir (Tachibana, Kimura, &

Ohno, 2014).

Mikroenkapsiilasyon oncesi, metal kopigmentasyonun kirmizi lahana
antosiyaninlerinin termal stabiltesi {izerine etkisinin incelendigi baska bir
calismada, 1:1 oraninda metal anyonu (Al™®, Ca*?, Fe™ ve Sn*?) antosiyanin
kompleksleri olusturulup sprey kurutucu ile enkapsiile edilerek termal
degradasyon parametreleri incelenmis. Aliiminyum katyonu haric, diger biitiin
metaller antosiyaninlerin yarilanma siirelerini kontrole goére azaltmistir. K
degerleri kiyaslandiginda Sn** anyonu iceren 6rnek en yiiksek olarak saptanmistir

(Ratanapoompinyo, Nguyen, Devkota, & Shrestha, 2017).
- Fenolik Bilegikler ile Kopigmentasyon

Antosiyaninlerin fenolik bilesikler ile molekiiler bazda kompleks olusturmasi,
bitkilerde dogal olarak var olan renk-stabilizasyon mekanizmasidir. Flavonollar,
konsantrasyon artisi ile paralel olmak ile en etkili kopigmentlerdedir (Rustioni,
BedgoodJr., Failla, Prenzler, & Robards, 2012). Kopigmentler, antosiyanin
iskeletine kovalent baglanmaktadir. Fenolik bilesiklerin sandvi¢-tipi-toplanma gibi
antosiyaninler ile olusturdugu sterik konformasyon niikelik ataklarin
engellenmesine ve antosiyanin molekiiliiniin daha stabil olmasina katki
saglamaktadir (Stintzing, Stintzing, Carle, Frei, & Wrolstad, 2002).
Antosiyaninler ile stabilite edici ajanlar arasinda olusan kompleksler ya m—r
etkilesimlerini iceren dikey kiimelenmis molekiiler agregaratlar ya da CH-m
etkilesimleri temelli daha dik hizalanmalar seklinde olmaktadir. Su ile
etkilesimleri en aza indirmek icin fenoliklerin birbirleriyle birlestigi hidrofobik

etkilesimler dahil olmak {izere zayif molekiiler kuvvetler s6z konusudur.
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Iyonlasabilen kofaktorlerin dahil oldugu bitartrat gibi karsi iyonlarin da muhtemel
katkilar1 vardir. Fenolik kofaktorler yardimi ile renkteki iyilesme sinnamik asit i¢in
%60-70 civarinda iken bu oran rutin ile %1000’ e ulasmaktadir (Rustioni,
BedgoodJr., Failla, Prenzler, & Robards, 2012). Fenolik acil kisimlarinin 7—mr
etkilesimleri ile antosiyanidinler ile molekiiller arasi kompleksler olusturdugu
bilinmektedir. Molekiil ici ko-pigmentasyon olarak da adlandirilan bu fenomen,
pirilyum halkasinin C2 pozisyonundaki suyun niikleofilik saldirisin1 bloklayarak
pH artisi ile renksiz hemiketallerin olusumunu kismen Onler veya geciktirir (Gras,
Nemetz, Carle, & Schweiggert, 2017). Genel olarak, kopigmentler ya 7—m
etkilesimlerinin olusumuna zemin hazirlayan yeterince genisletilmis 7-konjuge
sistemlere ya da hidrojen bag: vericisi/alicis1 olabilecek OH ve C-O gibi gruplara
sahip olmalidir. Hidrolize edilebilir taninler, flavonoidler ve fenolik asitler iyi birer
kopigment olarak bilinirler. Flavonoid kopigmentler igerisinde flavonolleri
flavonlar, flavonoller ve hatta dihidroflavonoller yer alir. 7-konjugasyonlarinin
tiim trisiklik ¢ekirdek yapilar1 (A, B ve C halkalar1) {izerine yayilmasi nedeniyle,
flavonlar ve flavonoller (6rn., kuersetin, kaempferol, izokuercitrin ve rutin) en

verimli kopigmentler olarak karsimiza ¢cikmaktadir (Trouillas, ve digerleri, 2016).

Gras ve ark. (2017) mor tath patates antosiyaninlerinin stabilitesi iizerine farkl
konsantrasyonlarda klorojenik asit, rozmarinik asit ile elma ve biberiye
fenoliklerinin etkisini incelemistir. Klorojenik asit ve rozmarinik asit ¢ozeltileri 1,
2.5 ve 10 g/L konsantrasyonunda; elma ve biberiye ekstratlari ise 1.3, 2.6 ve 12.7
g/L konsantrasyonunda hazirlanmis ve antosiyanin:fenolik orani1 1:013 olarak
ayarlanmistir. Diisiik pH degerlerinde tatli mor patates antosiyaninleri ile fenolik
asitler ve ekstraktlar hiperkromik degisim gostererek kopigmente olmuslardir.
Kopigmentasyon orani katilan ajana bagli olarak %50’ ye kadar gelebilmistir.
Antosiyaninlerin pKH degerleri kopigment ilavesi ile 3.28’ den 4.71 e kadar

cikmistir (Gras, Nemetz, Carle, & Schweiggert, 2017).

Uziim kabugu antosiyaninlerinin 1s1l ve 1s1k stabilitesini {izerine kuersetagetin
ilavesinin etkisinin incelendigi bir ¢alismada, antosiyaninler 1’e 10, 20 ve 40
oraninda kuersetagetin ile kopigmente edilip 70°C, 80° ve 90°C’ de 1s1l islem
uygulanmistir. Sonuclar birinci derece kinetik model ile aciklanmistir.
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Kuersetagetin konsantrasyonunun artmasi ile antosiyaninlerin yarilanma stireleri
uzamistir. Ayrica 151k ile renk azalmasi kopigmente edilmis 6rneklerde kontrole
nazaran daha az olmustur. Ayrica rutin, mirisitrin ve cay polifenolleri ile
kiyaslandig1 zaman kuersetagetin en etkili kopigmentasyon ajani olmustur. 90°C’
de 1:40 oraninda kopigment iceren orneklerin k degerleri 0.003 ile 0.0021
arasinda degismistir. Kontrolde bu degerler 0.0019 ve 0.0027 arasinda
degismistir. pH’ nin artmasi ile de beklenildigi {izere hem kontrol grubunda hem
de kopigmente edilmis orneklerde degradasyon daha da artmistir (Xu, Liu, Yan,

Yuan, & Gao, 2015).

Benzer bir calismada Gras ve ark. (2016) siyah havug antosiyaninlerine klorojenik
asit, fenolikce zengin kahve ekstrakti ve siyah havuc¢ fenoliklerini 1:0-1:162
oraninda katarak kopigmente etmislerdir. 90°C’ de 5 saat 1sil islem uygulayip
degradasyonu birinci derece kinetik model ile degerlendirmislerdir. Kontrol
grubunun 5 saat sonunda toplam antosiyanin kaybi %37.6 olarak olciilmiistiir.
1:0.4-1:0.36 arasinda kopigmentasyon ajani katilmis 6rneklerde bu deger 38.1-
39.2% arasinda bulunmus ve cok bir fark gézlemlenmemistir. Fakat daha yiiksek
konsantrasyonlarda ilave edildiginde ise daha dayanikli antosiyaninler (5.6% ve
8.7% oraninda daha az kayip) elde edilmistir. En yiiksek konsantrasyonda
kopigment iceren 6rnegin yarilanma siiresi 4.72 saat ile kontrolden (3.63) ¢ok

daha yiiksek olmustur (Gras, Bogner, Carle, & Schweiggert, 2016).

Giivercin bezelye yapraklarindan izole edilen flavonoid-C-glukozitleri olan
viteksin ve orientin’ in yaninda rutinin yabanmersini antosiyaninleri ve rengi
lizerine etkisi Pan ve ark. (2014) tarafindan incelenmistir. 30 mL yaban mersini
suyuna 1:0.1, 1:0.5 ve 1:1 oraninda fenolik bilesikler katilmistir. Kopigmentlerin
ilavesi, goriintir dalga boyunda (450-600 nm) absorbansi artirmistir bu da
hiperkromik etkinin oldugunun gostergesidir. 7. Giiniin sonunda viteksin, orientin
ve rutin iceren kopigmente meyve suyu ornekleri renklerini koruyabilmislerdir.
Rutin ilaveli 6rnek, diger orneklere nazaran biraz daha zayif kalmistir. 1:1
oraninda rutin ve fenolik ekstrakti iceren Ornekler ve 1:05 oraninda fenolik
ekstrakt iceren Ornekler daha uzun yarilanma siiresine (t1/2) ve daha kii¢iik
degradasyon sabitine (k) sahip oldugu gozlemlenmistir. Yarilanma siireleri 10.7
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ile 12.7 d arasinda degismistir. K degerleri ise 0.0603 ile 0.0709 d—1 arasinda
degismistir (Pan, ve digerleri, 2014).

Benzer bir calismada 4 farkli tiir izimden (Tempranillo, Syrah, Cabernet
Sauvignon ve Graciano) izole edilen fenoliklerin kirmizi {iziim antosiyaninleri ile
kopigmente edilmesi ile elde edilen meyve sularinin stabiliteleri incelenmistir.
Graciano tiirii iiziimden elde edilen fenolikler ile kopigmente edilen {iziim sular1
en yiiksek k (0.0094) degerine sahipken en diisiik de yarilanma siiresine (73.2)
sahip olduklar1 bildirilmistir. Diger taraftan, syrah tiirii izim fenoliklerinin
oldugu 6rnek termal olarak en dayanikli olarak gozlemlenmistir. Dolayisi ile en
diisiik k (0.0042 d—1) degerine sahip iken; yarilanma siiresi (165.0 d)de en
yiiksek 6rnek olmustur. Uziim tiirlerinden Temperanillove Syrakn fenoliklerinin
yliksek konsantrasyonda iceren ornekler en yiiksek yarilanma siirelerine sahip
ornekler olurken; en diisiik oranda Graciano tiirii fenolik iceren 6rnekler en diisiik

yarilanma siirelerine sahip olmustur (Gordillo, ve digerleri, 2018).

Bimpilas ve ark. (2015) saraplarin stabilitesi iizerine rozemarinik asit ve
hidroksisinamik asidin etkisini inceledikleri benzer bir calismada, kopigmente
saraplarin renk yogunlugu ve antosiyanin stabilitesini incelemislerdir. Rozmarinik
asit disaridan temin edilirken hidroksinamik asit kekik, O. vulgare ssp. hirtum ve
S. Thymbr’ dan izole edilmistir. Kofaktorler, ¢ozeltideki toplam konsantrasyonlari
650mg/L olacak sekilde 20 mL sarap orneklerine katilmistir. Kopigmentasyon,
olgunlasmamis saraplarda maksimum absorbe edilen dalga boyunu 5-20 nm
artirarak batokromik etki gostermistir. Ilerleyen safhalarda daha yogun renk
olusmasina neden olmustur (hiperkromik etki). Depolama siiresi boyunca
kopigmente edilmis triinler daha stabil sonuclar verirken; sarap orneklerinin
rengine %15-50 arasinda katki saglamislar (Bimpilas, Panagopoulou,

Tsimogiannis, & Oreopoulou, 2016).

Tath patates antosiyaninlerinin stabilitesi {izerine gallik, ferulik ve kafeik asidin
etkisinin incelendigi benzer bir calismada Qian ve ark. (2017) 1:100
antosiyanin:fenolik 6rnekleri hazirlamislardir. Son ¢ozeltideki toplam antosiyanin

miktar1 22,5 mg iken gallik, ferulik ve kafeik asit miktarlar1 siras1 ile 851, 971 ve
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901 mg olarak ayarlanmistir. 95°C’ de sicaklik uygulanan orneklerin termal
parametreleri birinci derece kinetik model ile hesaplanmistir. Mor patates
orneklerinin renk yogunluklari ferulik asit ile %26,5 oraninda artarken, kafeik asit
ile %20,1, gallik asit ile de %19,1 oraninda artmistir. Ornegin yarilanma siiresi
2.72 s olurken; gallik asit ve ferulik asidin yarilanma siireleri 3.4 h civarinda iken

kafeik asitte bu deger 2.29 s olmustur (Qian, Liu, Zhao, Cai, & Jing, 2017).

Sun ve ark. (2010) ahududu antosiyaninlerinden siyanidin 3-glukozit ve siyanidin
3-soforozit’ i izole ederek sinapik asit, ferulik asit, kafeik asit, kumarik asit ve gallik
asit olmak tizere 5 farkli fenolik asit ile kopigmente etmis. Kopigmentasyonda
antosiyanin:fenolik asit orani 1:20, 1:40, 1:60, 1:80 ve1:100 olarak ayarlanmistir.
Tiim antosiyanin:fenolik kompleksleri batokromik ve hiperkromik kayma
gostermistir. Konsantrasyon degisimi ile kopigmentasyon oranlari da degismistir.
En kuvvetli kopigmentasyon, 1:100 olan maksimum konsantrasyonda

gerceklesmistir (Sun, Cao, Bai, Liao, & Hu, 2010).

Erik antosiyaninlerinin rutin ile kopigmentasyonu ile elde edilen model iceceklerin
raf 6mrii sliresi boyunca renk ve stabilite durumlari incelenmistir. 20 mL ham erik
ekstrakti ile 15 mL rutin ¢ozeltisi karistirilarak icecekler elde edilmistir. 7 haftalik
depolama siiresin sonunda sade ekstraktin H* degeri rutin ile zenginlestirilmisten
¢ok daha yiiksek bulunmustur. Ham antosiyanin ekstrakti 5. Haftanin sonunda
toplam antosiyaninin %60’ in1 kaybetmistir. Rutin iceren 6rneklerde bu kayip %50

civarinda gozlemlenmistir (Hernandez-Herrero & Frutos, 2015).

Weber ve ark. (2017) bogiirtlen antosiyaninlerini sprey kurutma oncesi rutin ve
ferulik asit ile kopigmente etmis ve stabilitelerini incelemislerdir.
Antosiyanin:fenolik oram ferulik asitte 1:0.43 (w/w) iken rutinde 1:1.48 (w/w)
seklinde ayarlandi. Sprey kurutulmus biitiin 6rnekler %1-40 arasi bir kayip
gostermislerdir. Saf antosiyanin 6rneginde kayip %37-38 civarinda iken feriilk
iceren Ornekte bu deger %35; rutin iceren Ornekte ise %25-28 civarlarinda
gozlemlenmistir. Yarilanma siireleri kiyaslandiginda ise saf 6rnegin yariulanma
siiresi 151 giin iken, ferulik asit iceren 6rnegin 158 ve rutin iceren 6rnegin ise 193

giin olarak hesaplanmistir (Weber, Boch, & Schieber, 2017).
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- Siklodekstrinlerin ilavesi ile Stabilite Artirma Metotlari

Siklodekstrinler a-(1 — 4) baglar ile baglanmis (3-d-glikopiranozil tinitelerinden
olusan siklik oligosakkaritlerdir. En yaygin olanlari sirasi ile 6, 7 ve 8 glikoz iinitesi
barindiran a-, 8- and y-siklodekstrindir. Siklodekstrin molekiilleri, hidrofobik bir
bosluk olusturmak i¢in siklik diizende dizilirler ve boylelikle antosiyaninler ile
kompleks olusturarak, antosiyanin molekiillerini hidrasyon ve polimerizasyon
reaksiyonlarindan koruyarak stabilitelerine katkida bulunurlar. Bu etkilesim,
antosiyanin yapisi, ortam pH degeri ve siklodekstrinlerin konsantrasyonu ile

iligkilidir (Fernandes ve digerleri, 2018).

Idaho ve Otomi tiirii iki adet siyah fasulye kabuklarindan elde edilen
antosiyaninlerin, sporcu icecegi olarak kullanimi icin [-siklodekstrin ile
kopigmentasyonu gerceklestirilmistir. (-siklodekstrin orneklere % 2 oraninda
katilmistir. Ornekler, Idaho tiiriinden elde edilen 25 mg saf antosiyanin ve Otomi
tlirtinden elde edilen 65 mg saf antosiyanin ve Otomi tiiriiniin kabugundan elde
edilen 1.5 g siv1 soliisyon ile hazirlanmustir. Orneklerin 151tk muamelesi ve raf dmrii
siiresince termal stabilitesi 1. Derece kinetik diizen ile ifade edilmistir. Karanlik
ortamda tiim Orneklerdeki antosiyanin kayiplar1 az olup, -siklodekstrin iceren
orneklerde daha da az olmustur. K degerleri en diisiigii 0.0455 giin-1 olmakla
birlikte kayda deger bicimde diismiistiir. Yarilanma siireleri -siklodekstrin ilavesi
ile Otomi orneklerinde 9.8 giinden 15.2 giine, Idaho 6rneklerinde ise 7.5 giinden
9.4 giine cikmistir. Raf 6mrii stiresi boyunca, $-siklodekstrin iceren tiim 6rneklerin
yarilanma siireleri artmistir. Idaho Orneginde 31.8 haftadan 77.8 haftaya
cikarken; Otomi 6rneginde ise bu deger 36.10 haftadan 96.42 haftaya ¢ikmistir
(Aguilera ve digerleri, 2016).

Benzer bir calismada Quan ve ark. (2020) mor tath patates antosiyaninlerini farkl
konsantrasyonlarda [-siklodekstrin ile zenginlestirerek termal degradasyon
parametrelerini incelemistir. 500 mg/L ve 2500 mg/L’ lik B-siklodekstrin
cozeltileri ile patates antosiayninleri kopigmente edilmistir. 100°C’ de 30 dakikalik
151l islemin ardindan 500 mg/L B-siklodekstrin iceren 6rnekte termal degradasyon

kontrolden daha fazla olmustur. Fakat 2500 mg/L (-siklodekstrin iceren Ornekte
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bu deger diismiistiir. Kontrolde toplam kayip %42.5 iken 500 mg/L (3-siklodekstrin
iceren ornekte %50.2 ve 2500 mg/L B-siklodekstrin iceren ornekte ise %34.7
olarak gozlemlenmistir. Kontrol 6rneklerinde k degeri 1103 min-1 ve t 2 degeri
de 36,3 dakika olarak bulunmustur. Diisiik konsantrasyonda 3-siklodekstrin iceren
ornekte k degeri 1413 iken yiiksek konsantrasyonda 0.988 min -1 olarak
Olciilmiistiir. K ve t Y2 degerlerinden de konsantrasyon artisi ile daha stabil bir

iirtin elde edildigi anlasiimaktadir (Quan, ve digerleri, 2020).

Howard ve ark. (2013) -siklodekstrin ile aronya antosiyaninlerinin
kopigmentasyonunu gerceklestirmis ve stabilite degisimini incelemislerdir. %0,5,
1 ve 3 oraninda B-siklodekstrin ilavesi gerceklesmistir. PastOrizasyon islemi
esnasinda [-siklodekstrin ilavesi antosiyanin kayiplarini azaltmistir. En yiiksek
konsantrasyondaki (%3) B-siklodekstrin ilavesi diisiik pH degerinde cok fazla
kayda deger koruma saglamazken; daha yiiksek pH degerlerinde kayiplari
azaltmistir. 8 aylik depolama sonrasinda %3 B-siklodekstrin iceren 6rneklerdeki
antosiyanin miktarinin kontrole gore %49 daha fazla oldugu bildirilmistir. 2-8
aylik periyotta %3 B-siklodekstrin iceren 6rnekler toplam antosiyaninlerinin %95’

i gibi biiytlik bir kismin1 muhafaza etmislerdir.
- Diger Stabilizasyon Metotlar1

Antosiyaninlerin stabiliteleri {izerine gam arabik ilavesinin etkileri Guan ve Zhong
(2015) tarafindan incelenmistir. Kopigmentasyon i¢in 0,51 mg/mL antosiyanin
ornegi ile 10 mg/mL gam arabik pH 5’ te karistirilmis ve 80 ve 126°C’ de 80 dakika
151l islem uygulanmistir. Kontrol grubu orneklerinde b* degeri 6nemli o6lgiide
artarken a* degeri ise azalmistir. Gam arabik ekli 6rnekte a* ve b* degerlerindeki
degisim ¢ok fazla olmamis ve renk degerleri sabit kalmistir. Gam arabik ilavesi ile
80 ve 126°C’ deki k degerleri sirasiyla %61 ve %45,3 oraninda diismiistiir. 80°C’
de kontrol 6rneginin k degeri 0.41*10° dakika™ iken yarilanma siiresi de 221,47
dakika olarak bulunmustur. Bu degerler gam arabik ilavesi yapildiginda sirasiyla
0.16 *10* dakika™ ve 445,13 dakika olarak ol¢ililmiistiir. Aym sekilde 126°C’de
kontrol 6rneginin k ve t % degerleri 4.28 10* dakika® ve 16,58 dakika olarak
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olciiliirken; gam arabik ilavesi sonrasi bu degerler sirasi ile 2.34 10* dakika™ ve

30.14 dakika olmustur (Guan & Zhong, 2015).

Kopigment olarak narenciye, elma ve seker pancari pektinlerinin kullanildigi bir
calismada Buchweitz ve ark. (2013) cilek antosiyaninlerinin stabilitesini
incelemislerdir. Koruyucu olarak potasyum sorbatin eklendigi 6rnek gruplarinda
oranlar 500 mg/kg antosiyanin, 1% (w/w) pektin ve 0.2% (w/w) sorbat olmustur.
Raf omrii siiresi boyunca elma ve seker pancari pektini antosiyanin kaybini
azaltirken narenciye pektinleri ¢ok fazla etkin olmamistir. Kontrol grubu icin 18
haftan1 sonunda yarilanma siiresi 38 giin ve %90 oraninda pigment kayb1
gozlemlenmistir. Elma pektini eklenen 6rneklerde bu deger 48.2 ve 52.9 arasi
olurken; seker pancari pektinlerinde bu siire 47.2 ile 48,5 giin arasi olmustur.
Narenciye pektini iceren orneklerde yalnizca 4-5 giinliikk bir iyilesme olmustur

(Buchweitz, Speth, Kammerer, & Carle, 2013).

Siit a ve B- kazeinlerinin malvidin-3-O-glikozit antosiyanini {izerine etkisinin
incelendigi bir calismada tiziim kabugu antosiyaninlerine 0.05, 0.1 ve 0,15 mg/mL
konsantrasyonlarinda kazeinler 1:1 oraninda ilave edilmistir. Daha sonra bu
ornekler 1sitma, oksitleme ve 1s1¢a maruz birakma olmak iizere 3 farkl isleme tabi
tutulmuslardir. Isil islem esnasinda antosiyanin degradasyon oranlarina bakildigi
zaman en az (%46) degradasyon 0.1 kazein iceren ornekte gozlemlenirken
kontrolde bu oran %74,19 olarak gézlemlenmistir. Oksidasyon isleminde kontrol
grubundaki antosiyanin kayb1 %96,18 iken 0.1 mg/mL kazein 6rneginde bu oran
% 78.49 a diismiistiir. Son olarak 15181n antosiyanin degradasyonu oranlarina
bakildiginda kontrolde kayip %92,21 olarak, 0.1 mg/mL kazein 6rneginde %
65.13 olarak Olctilmiistiir. 0.15 mg/mL kazein iceren 6rneklerin etkinlikleri 0.1

oraninda icerenlerden daha az olmustur (He, Xu, Zeng, Qin, & Chen, 2016).

Fernandes ve ark. (2016) oenin antosiyaninin stabilitesi {iizerine pektik
polisakkaritlerin etkisini inceledikleri bir ¢calismada narenciyelerden elde edilmis
diisik molekiilli pektik polisakkaritler ile 1:0, 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 ve 1:40
oranlarinda kopigmente edilmistir. Pektik polisakkaritlerin oenin molekiiliine

baglanmasi rengi kuvvetlendirmektedir.
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1.1.7.2  Mikroenkaspiilasyon

Antosiyaninlerin stabilitelerini artirmada kullanilan bir diger yontem de
enkapsiilasyondur. Bu amacla mikro ve nano boyutta uygulanan farkli teknikler
bildirilmistir. Bunlardan birincisi sprey kurutma, liyofilizasyon ve elektrospin gibi
0zel bir ekipman yardimi ile gerceklestirilen yontemlerdir. Bunlara ilave olarak da
su-yag emiilsiyonlar1 ve lipozomlardan bahsedilebilir. Son olarak da atomizasyon
ya da ekstriizyon temelli enkapsiilasyon yOntemi olan iyonik jellesme ile
hazirlanan nano ve mikro tasiyicilar gelmektedir. Teknikten bagimsiz olarak
bircok biyopolimer bazli tasiyicilar da antosiyanin enkapsiilasyonunda
kullanilmaktadir. Bunlara da karbonhidrat temelli gamlar, nisasta ve
maltodekstrin ve protein temelli jelatin, whey proteinleri ve soya proteinleri 6rnek
olarak verilebilir (Sharif, Khoshnoudi-Nia, & Jafari, 2020). Sprey kurutmaya siyah
havuc¢ (Ersus & Yurdagel, 2007), yaban mersini posas: (Flores, Singh, & Kong,
2014), lipozoma siyah havuc (Guldiken, Gibis, Boyacioglu, Capanoglu, & Weiss,
2017) ve keci yemisi (Zhao, Temelli, & Chen, 2017), liyofilizasyona bogiirtlen
(Yamashita, ve digerleri, 2017), emiilsiyona hibiskus (de Moura, Berling, Germer,
Alvim, & Hubinger, 2018)gibi farkli gida 6rneklerinin antosiayninleri 6rnek olarak

verilebilir.

1.1.8 Karamuk (Berberis crataegina DC.)

Karamuk (Berberis crataegina DC.) Berberidacaeae ailesine ait, genellikle Anadolu
bolgesinde yabani kosullarda yetisen endemik bir bitkidir. Yore halki tarafindan
dogrudan tiiketildigi gibi icecegi, receli ya da marmelati da yapilmaktadir
Meyvelerinin rengi koyu mordan siyaha degismekte olup kuvvetli bir eksiligi
vardir. Yaprakli bir cali gibi olan bitki 2metre uzunluga ulasabilmektedir.
Yapraklar kiiciik oval olup, cicekleri saridir. Meyveleri, yaz sonlar1 ya da sonbahar
baslarinda tam olgunlasmaya erisir. Demir icerigi zengin topraklarda yetisir
(Develi Isikli & Yilmaz, 2014). Biyoaktivitesi yiiksek olan bitki, antosiyanince, ¢
vitaminince, taninlerce ve organik asitlerce zengindir. Bu o6zelliklerinden dolay1
iltihap onleyici, diiiretik, antioksidan 6zellik gibi bircok fonksiyonu bulunmaktadir

(Yesilada & Kiipeli, 2002). Yetistigi bolgeler arasinda farklilik gostermekle birlikte
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448-148 pg fenolik madde ve yaklasitk 4684 mg/L antosiyanin icermektedir
(Sarraf, Beig- babaei, & Naji-Tabasi, 2019). Karamuk bitkisi icermis oldugu
alkoloidler ile giiclii bir antifungal etki gostermektedir. Soguk alginligi, bronsit ve
seker hastaligi gibi hastaliklarin tedavisinde ekstraktlarinin kullanildig:
bildirilmektedir. Ayrica koklerinin yakilmasiyla elde edilen kiillerin tereyagina
katilmasi ile elde edilen merhemin yaralar iyilestirdigi bildirilmektedir (Toroglu

& Cenet, 2006; Savran, Bagci, & Kargioglu, 2009)

1.2 Tezin Amaci

Renk, gidalarin fark edilen ilk duyusal 6zelligi olmasinin yaninda tiiketici
tercihlerinin ve dolayisi ile gidada kalite algisinin da ilk belirleyicisidir. Bitkisel
kaynakli boyalar, ilk ¢aglardan bu yana gidalarin goriiniisiiniin iyilestirilmesinde
kullanilmaktadir. 1800lerden sonra artan boya ihtiyacini karsilamak icin gida
boyalarinin kimyasal olarak sentezlenmesi popiilarite kazanmis ve giiniimiizde de
cok biiyiik oranda kullanilan sentetik boyalar iiretilmeye baslanmistir. FDA
tarafindan onayli olan sentetik boyalar, proses sartlarindan en az sekilde
etkilenerek katildiklar1 iiriiniin rengini iyilestirmektedirler. Son yillarda artan
tliketici bilinci, sentetik boyalarin insan saghigl {izerindeki sorgulatmaya
baslamistir. Bu kapsamda yiiriitiilen bircok akademik calisma bu boyalarin basta
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, obezite, alerjik reaksiyonlar ve
Hiperaktivite gibi hastaliklar1 tetiklediklerini ortaya koymustur. Yapay boyalarin
zararh etkileri tiiketiciyi dogal olan alternatiflerine yoneltmistir. Bitkilerden farkl
yollarla elde edilen antosiyaninler, klorofiller, karotenler, betaninler ve likopen
gibi dogal bilesenler gidalarda kullanilmaya baslanmistir. Antosiyaninler,
pembeden, kirmiziya; mordan, maviye degisen renklere sahip, gida endiistrisinde
siklikla kullanilan dogal boyalarin en 6nemlilerindendir. Fakat antosiyaninlerin
gida isleme esnasinda maruz kaldiklarn sicaklik, 1sik ve oksijen gibi etmenlere
dayaniksiz olmalari, akademik ve endiistriyel arastirmalar1 bu boyalarin
stabilitelerini  artirmaya  yoneltmistir. ~ Molekiiler = kopigmentasyon ve
mikroenkapsiilasyon yontemleri en ¢cok kullanilan yontemlerdir. Kopigmentasyon,

antosiyaninlerin fenolik bilesikler, metal iyonlari, siklodekstrinler ve proteinler
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gibi farkli molekiiller ile kompleks olusturarak ortam sartlarina dayanikli hale
getirilmesini saglayan bir metottur. Molekiiler kopigmentasyon, iiziim, siyah
lahana, siyah havuc, ahududu, yaban mersini, cile ve berberin tiirleri gibi bircok
farkli gidadan elde edilen antosiyaninlerin stabilizasyonunda denenmis ve olumlu
sonuglar alinmistir. Karamuk (Berberis crataegina DC.) bitkisi, Anadolu'nun farkh
yorelerinde kendi basina yetisen, dikenli calilarda mor-siyah meyveler veren
endemik bir bitkidir. Yiiksek antosiyanin icerigi, kirmizi ve tonlarinda dogal boya
olabilme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Fakat biitiin dogal
pigmentlerde oldugu gibi karamuk antosiyaninleri de proses sartlarina dayanikl
degildir.

Bu caligsma ile;

- Karamuk bitkisinin antosiyaninlerinin ekstraksiyonu ic¢in optimum sartlarin
belirlenmesi,

- Optimum sartlarda ekstrakte edilen antosiyaninlerin saflastirilmasi,

- Saflastirilan antosiyaninlerin farkli molekiiller ile kopigmente edilerek 1s1l

stabilitesinin artirilmasi hedeflenmektedir.

Elde edilen stabil boya ile,

- Basta gida sektorii olmak {izere ilag ve tekstil sanayinde kullanilacak farkl
ozellikte dogal boyalarin iiretilmesi,

- Katildigi gida driiniinlin rengini korumasinin yaninda fonksiyonel
ozelliklerinin de artiracak bir iiriin eldesi,

- Yapay boyalar ve karmin gibi helallik durumu siipheli iiriinlere alternatif
bir tiriin eldesi,

- Ulkemizin boya ithalatinin azaltilip, potansiyel bir ihracat kalemi olabilecek
bir iirtin sunulmasi,

- Yetisen yorelerimiz icin yeni bir tarim bitkisi haline getirilerek, yore

halkimiza istihdam saglanmasi hedeflenmektedir.
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1.3 Hipotez

Berberis crataegina DC., antosiyanince zengin bir bitki olmasinin yani sira icermis
oldugu bilesenler ile de fonksiyonel bir bitkidir. Bitki yetisme kosullar1 itibari ile
sulu ve susuz yerlerde rahatca yetisebilmekte ve 1slahi da kolay olmaktadir. Bu
gibi ozellikleri, bitkinin endiistriyel hammadde olarak kullanim potansiyelini
artirmaktadir. Icermis oldugu yiiksek miktarda antosiyanin ile verimli bir dogal

renk maddesi bitkisidir.

- Antosiyaninler, polar ¢oziiclilerde daha iyi ¢c6ziindiigii icin ekstraksiyonun
metanol ile gerceklestirilmesi verimi artiracaktir. Ayrica, antosiyaninler
aglikonlarin seker tuzlari oldugu icin ¢oziici de bir miktar suyun olmasi da
¢ozlinlirligl artiracaktir. Antosiyaninler diisiik pH degerinde renklerini daha iyi
koruduklarindan ekstraksiyon c¢ozeltisinin asidifiye edilmesi rengi daha iyi

muhafaza etmeye katki saglayacaktir.

- Yiiksek ses ile ekstraksiyon islemi, diisiik sicaklikta daha iyi bir verim
saglayacagi icin tercih edilecektir. En uygun ultrases uygulamasi parametreleri
yanit yiizey yontemi ile belirlenecek ve calismanin sonraki siireclerinde

ekstraksiyon o parametreler ile gerceklestirilecektir.
- Ekstrakte edilen antosiyaninlerin, fizikokimyasal 6zellikleri belirlenecektir.

- Optimum ekstraksiyon sartlarinda ekstrakte edilen antosiyaninler, stabilite
calismalarina gecilmeden once saflastirilacaktir. Antosiyanin disindaki, seker ve
diger organik asitler gibi  bilesikler, antosiyaninlerin = molekiiler
kopigmentasyonunu olumsuz etkileyeceginden uzaklastirilacaktir. Bu amacla

antosiyanin adsorbe edici resinler kullanilacaktir.

- Elde edilen yiiksek safliktaki antosiyanin farkli ajanlar ile kopigmente
edilerek 1s1l stabilitesi birinci derece kinetik ile ifade edilerek, her bir ajanin en

verimli konsantrasyonu belirlenecektir.

- Calisma sonucunda bitkinin fizikokimyasal 6zelliklerinin aydinlatilmasina

katki saglanacak.

- Alternatif bir dogal boya kaynagi daha stabil bir hale getirilecektir.
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2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Karamuk (Berberis crataegina DC.) meyveleri, Kayseri yoresinden agustos sonu
eylil basi gibi toplanmistir. Meyvelerin, uzunlugu 5,5-7 mm ve cap1 da 2,5-3 mm
seklindedir. Meyveler, toplandiktan sonra ekstraksiyon yapilana kadar
dondurucuda muhafaza edilmistir. Biitiin kimyasallar Sigma-Aldrich’ ten temin

edilmistir.

2.2 Metot

2.2.1 Ekstraksiyon
2.2.1.1  Ultrasonik Ekstraksiyon Dizayni

Antosiyaninlerin ekstraksiyon optimizasyonu icin yanit ylizey yontemi ile 3-
seviyeli Box Behnken deneme dizayni kullanilmistir (Ferndndez-Barbero, ve
digerleri, 2019). Deneme dizayninda (-1) diisiik, (0) orta ve (+1) yiiksek olmak
tizere 3 farkli seviyede 3 bagimsiz degisken calisilmistir (tablo 2.1). Bagimsiz
degiskenler ve seviyeleri tabloda verilmistir. Degerlerin spesifik araliklarini
belirlemede Karasu ve ark. (2019) yilinda antosiyanin ve fenolik bilesenlerin
ekstraksiyonu calismasindan yararlanilmistir (Karasu, Bayram, Ozkan, & Sagdic,
2019). Yanit degiskenleri toplam antosiyanin ve toplam fenolik madde icerigi
olmustur. 17 farkl1 deneme noktasi her biri 3 tekrarli olmak iizere 3 merkezi nokta
ile caligildi. Ornekler ultrasonik su banyosu (WiseClean, DH.WUC.D10H,
Almanya; 40 kHz, 258 W) yardimu ile ekstrakte edildi. 5 mg 6rnek 50 ml %80:20
metanol (v/v) ile karistirilarak deneme dizayninda verilen sartlara gore
ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Daha sonra 10000 rpm’ de 3 dakika Ultra-

Turrax (Daihan, HG-15D, Giiney Kore) yardimi ile homojenize edildikten sonra
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4500 rpm’ de santrifiij edildi. Son olarak 0.25 pm filtrelerden gecirildikten sonra
analizler icin 4°C’ de sakland1 (Gazeran, Tajalli, & Sani, 2016).

Tablo 2.1 Box-Behnken dizayni icin bagimsiz degiskenler ve degiskenlerin

seviyeleri
Seviyeler
Semboller Bagimsiz Degiskenler
1 0 1
X1 Gig, A 20 60 100
X2 Sicaklik, °C 20 40 60
X3 Stire, dakika 10 15 20

2.2.1.2 Kopigmentasyon icin Antosiyanin Ekstraksiyonu

Antosiyaninlerin ekstraksiyonu, degassing fonksiyonu olan bir ultrasonik
(ISOLAB, 10L; 320W, 40 kHz) su banyosu ile gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon
sicaklig1 antosiyaninlerin termal degradasyonunu oOnlemek icin 30+5°C’ de
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon i¢in %0.1 formik asit ile asidifiye edilmis %75
metanol/su (v/v) soliisyonu kullanilmistir. 50 g 6rnek 100 mL cozgen ile
karistirilmis ve su banyosunda 20 dakika siire ile %100 siddette ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Daha sonra whatman no.1 filtre kagidindan gecirilerek ilerleyen
asamalarda kullanilmak iizere 4°C’ de muhafaza edilmistir (Chaturvedi & Yadav,

2019).
2.2.2 Seperasyon Kolonunun Hazirlanmasi ve Antosiyanin Saflagtirma

Antosiyanin seperasyonunda Amberlite XAD-7Hp resini kullanilmistir. Inaktif
olarak gelen resin, %95 etanol:su (v/v) solventinde 1 gece boyunca oda
sicakliginda karistirilmistir. Son olarak 40°C’ de kurutulduktan sonra ayirma
kolonuna doldurularak (sekil 2.1) ekstraktlarin kolondan gecirilme islemine
gecilmistir (sekil 2.2). Ornekteki antosiyaninler resine tutundurulduktan sonra
resin, seker, organik asitler ve diger suda ¢oziinen bilesiklerin uzaklastirilmasi icin
asidifiye saf su ile yitkanmistir. Daha sonra resine adsorbe edilen antosiyaninler

metanol ile yikanarak alinmistir (sekil 2.3). Son asamada 30°C’ de vakumlu
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evaporator yardimi ile c¢ozgenden antosiyaninler alinarak kopigmentasyon
calismalarina gecilmistir (Zhao, ve digerleri, 2017; Miiller-Maatsch, Gurtner,

Carle, & Steingass, 2019).

Resin ozellikleri

Matriks: Makroretikiiler alifatik Parcacik boyutu: 0,56 ile 0,71
Fiziksel form: Yar1 saydam beyaz Yiizey alani: 380 m?/g
boncuk seklinde

Dislama smir1 gozenekliligi >0,5
Ozgiil agirhik: 1,06 ile 1,08 ml/ml

Sekil 2.1 Seperasyon kolonunun hazirlanmasi
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Sekil 2.2 Ornegin kolondan gecirilmesi
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Sekil 2.3 Kolonun yikanmasi ve resinin alinmasi



2.2.3 Kopigmentasyon

Kopigmentasyon isleminde, metal iyonlar1 (ferrik sodyum tuzu, aliiminyum kloriir
ve magnezyum oksit, fenolik bilesikler (rutin, klorojenik asit, kuersetin), o- ve -
siklodekstrin kullanilmistir. Hazirlanan 6rneklerde antosiyanin:kopigment orani
1:5, 1:10 ve 1:20 olacak sekilde ayarlanmistir. Orneklerin renk yogunlugunu daha
iyi korumak amaci ile son pH degeri 3.5-4 olarak ayarlanmis ve 3 saat karanlikta
oda sicakliginda karigmaya birakilmistir. Daha sonra oksidatif bozulmay1 6nlemek
ve daha iyi bir Homojenizasyon icin 25°C’ de 15 dakika ytiksek uygulanmistir. Son
olarak ornekler 20°C’ de 10000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edilerek analizlere
gecilmistir (Pan, ve digerleri, 2014; Quan, ve digerleri, 2020).

2.2.4 Toplam Antosiyanin Miktarinin Belirlenmesi (pH degisim metodu)

Orneklerin monomerik antosiyanin icerikleri pH degisim metodu ile belirlenmistir.

pH: 1 ve pH: 4.5 olmak iizere 2 adet tampon ¢ozelti hazirlanmstir.

A: pH 1.0 tampon ¢ozeltisi (potasyum klorit, 0.025M): 1.86 g KCl alinip iizeri 980
mL saf su ile tamamlanmistir. Daha sonra tamponun pH degeri derisik HCl ile1’ e

ayarlanmistir.

B: pH 4.5 tampon cozeltisi (sodyum asetat, 0.4M): 54.43 g CH,CO,Na-3H,O
tartilarak {izeri 960 mL saf su ile tamamlanmistir. Daha sonra ¢ozeltinin pH degeri

derisik HCl ile 4.5’ e ayarlanmustir.

1 ml 6rnek alinarak 4 ml hazirlanmis tampon c¢ozeltileri ilave edilerek kontrollii
sartlar altinda bekletilip absorbanslar1 UV-Spektrofotmetre (Shimadzu UV-1280
model, BK) ile 520 ve 700 nm’ de &l¢iilmiistiir. ilk 6lciimlerde, yiiksek antosiyanin
konsantrasyonu nedeni ile Olctimler alinamadigi icin oOrnekler seyreltilerek
calismaya devam edilmistir. Her bir tampon cozeltisi icin elde edilen absorbans
degerleri not edilip asagidaki esitlik (1) yardimi ile antosiyanin miktarlar

siyanidin-3-glikozit ekiivelani (mg/L) cinsinden belirlenmistir.

AXMAXSFx103

Monomerik Antosiyanin mikatri = ”
€

2.1)

A (Absorbans): (A520nm)u;-(A720nm) p1-(AS520nm) puas+ (A7200Mm) puas
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MA: siyanidin-3-glikozitin molekil agirligi=449.2g/mol

SF: Seyreltme Faktorii

L= kiivetin 151k yolu

£:26 900 cm™

10%: gramdan miligrama cevirme katsayisi (Lee, W Durst, & Wrolstad, 2005)
2.2.5 Toplam Fenolik Madde Miktar

Orneklerin toplam fenolik madde icerikleri Singleton & Rossi (1965) tarafindan
bildirilen Folin-Ciocalteu metodunun kii¢iik modifikasyonu ile gerceklestirilmistir.
Orneklerin toplam fenolik madde miktarlarinin dl¢iimiine gecilmeden once
konsantrasyonu belli (0, 25, 50, 75 ve 100 mg/L) gallik asit cozeltisi ile
kalibrasyon egrisi cizilmistir (sekil 3.1). Her bir konsantrasyondan 1 ml gallik asit
alinip tizerine %10’ luk Folin-Ciocalteu cozeltisi konularak 2 dakika
vortekslenmistir. Daha sonra 4 ml Na,CO; (75g/L) cozeltisi konularak toplam
karisim 10 mL’ ye tamamlanip tekrar 2 dakika vortekslenmistir. Karisim 35°C’ de
30 dakika calkalamali karistirici yardimu ile karistirilip 765 nm dalga boyunda UV-
Spektrometre (Shimadzu UV-1280 model, UK) ile kore karsi 6l¢lim yapilmistir.
Benzer prosediir ekstraktlar icin de uygulanarak toplam fenolik madde miktari

ug/100g gallik asit ekiivelan1 olarak ifade edilmistir (Singleton & Rossi, 1965).
2.2.6 Toplam Flavonoid Icerigi

Toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi icin aliiminyum klorit kalorimetrik
metodu kullanilmistir. Kuersetin, referans flavonoid olarak kullanilmistir. Fenolik
madde icerigine benzer sekilde oncelikli olarak konsantrasyonu belli (0-100
mg/L) kuersetin ile standart egrisi olusturulmustur. Her bir konsantrasyondan 1
ml alinarak 3 ml %95 etanol, 0.2 mL AICl; ¢ozeltisi (%10 w/v), 0.2 ml 1M
potasyum asetat tampon ¢ozeltisi ve son olarak da 5.6 ml saf su ile toplam hacim
10 ml olacak sekilde ayarlanmis ve her bir ilaveden sonra 1 dakika
vortekslenmistir. Karisitm oda sicakliginda 30 dakika bekletilip UV-VIS
Spektrofotometrede (Shimadzu UV-1280 model, UK) 415 nm’ de kore karsi
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okunmustur. Flavonoid icerigi ug/100g kuersetin ekiivelani olarak ifade edilmistir

(Chang, Yang, Wen, & Chern, 2002).
2.2.7 Antioksidan Aktivite Tayini (DPPH)

Orneklerin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal temizleme aktivitesi Kim ve
ark. (2002)’ ye gore yapilmistir. %80 sulu metanolde 100 uM DPPH reaktifi
hazirlanmistir. 0.1 mL 6rnek ekstraktlar: 2.9 mL DPPH c¢o6zgeni ile karistirilmis ve
oda sicakliginda 30 dakika boyunca karanlikta bekletilmistir. Daha sonra
absorbanslar 517 nm’ de UV-VIS Spektrofotometre yardimi ile 6lciilmiistiir. 0.1
mL %80 sulu metanol ve 2.9 mL DPPH cozeltisi kontrol olarak kullanilmistir.
DPPH radikal temizleme aktivitesi TE mg/100g olarak ifade edilmistir (Kim, Lee,
Lee, & Lee, 2002).

2.2.8 Antosiyanin Profilinin HPLC ile Belirlenmesi

Antosiyanin profili Simdes ve ark. (2009) bildirdikleri calismadaki metodun
modifiye edilmesi ile belirlenmistir. Analiz parametreleri asagidaki gibi

ayarlanmistir.

Kolon: C18 Supelco

Dalga boyu: 520 nm

Sicaklik: 20°C

Mobil faz A: %7,5 formik asit iceren asetonitril
Mobil faz B: %7,5 formik asit iceren saf su

Akis hizi: 1 mL

Enjeksiyon hacmi: 20 ppm

Akis programi:

1 dakika: 3% A + 97% B

11 dakika: 3-15% A + 97-85% B (toplam 12 dakika)
12 dakika: 15-25% A + 85-75% B (toplam 24 dakika)

4 dakika: 25-30% A + 75-70% B (toplam 28 dakika)
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7 dakika: 30% A + 70% B (toplam 35 dakika)
10 dakika: %3 A + 97% B (toplam 45 dakika) (Simoes, ve digerleri, 2009).
2.2.9 Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Kopigmente edilmis 6rnekler ve kontrol grubu 6rnekleri 70, 80 ve 90°C’ de 210 ve
90 dakika siireyle su banyosuna konulup; kontrol icin her 10 dakikada,
kopigmente Ornekler icin ise her 30 dakikada numune alinmis ve ileri bir
degradasyonu oOnlemek icin soguk suya daldirilmistir. Sogutulan oOrneklerin
antosiyanin miktarlari ile asagidaki esitlikler (2;3) yardimi ile termal degradasyon

parametreleri hesaplanmustir (Kirca, Ozkan, & Cemeroglu, 2006).

—InCt
—kt = o (2.2)
t, = In0.5 (2.3)

k

k: tepkime hiz sabiti

t: stire

Co: baslangi¢ antosiyanin miktari
C.: t stiredeki antosiyanin miktari
2.2.10 Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon islemi, sprey kurutucu yardimu ile gerceklestirildi (sekil 2.4). Duvar
malzemesi olarak maltodekstrin (DE17-20) ve gam arabik kullanildi. Oran 60:40
(w/w) seklinde ayarlandi. Ekstraksiyon ve kopigmentasyon sonrasi 6rnegin brix°
degeri 9.7 olarak olciildi. Brix° degeri 4.8 olan duvar materyalleri ile 2 saat
kanistirildiktan sonra cihaza verildi. Unopex B15 model (Tiirkiye) mini sprey
kurutucu ile gerceklestirilen enkapsiilasyonda islem parametreleri asagidaki gibi

ayarlandi.
Giris sicakligi: 140°C
Gikis sicakligi: 65-70°C

Besleme: 7ml/dak.
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Nozul: 5-8 saniye

Kurutma sonrasi nem: 2,92 (Tolun, Artik, & Altintas, 2020).
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Karamuk Bitkisinin Ultrasonik Ekstraksiyonu

Toplam fenolik madde (TFM) ve toplam antosiyanin (TA) ekstraksiyonu Ultrases
uygulamasi ile gerceklestirilmistir. Uygulanan sicaklik degerleri 20, 40 ve 60°C;
siddet degerleri 20, 60 ve 100 iken siire de 10, 15 ve 20 dakika olmustur.
Calismada 17 adet farkli ekstraksiyon modeli uygulanarak elde edilen TFM ve TA

ait veriler tablo 3.1’ de verilmistir.

Tablo 3.1 17 farkli ekstraksiyon modeli uygulanarak elde edilen TFM ve TA ait

veriler

Run X1 X2 X3 TFM (mg GA/100g) TA (mg/L)
1 20 20 10 10,76 785,23
2 60 20 15 45,64 1.593,91
3 100 20 10 42,89 2.076,51
4 20 60 10 16,77 1.087,93
5 20 40 15 14,33 1.524,48
6 100 40 15 46,31 2.247,67
7 20 20 20 11,44 1.004,44
8 60 40 15 23,2 1.967,38
9 100 60 10 34,04 2.020,50
10 60 40 15 24,83 1.658,20
11 100 20 10 62,95 2.463,98
12 60 60 15 28,6 1.999,69
13 60 40 15 22,21 1.654,86
14 100 60 20 57,87 2.659,30
15 20 60 20 11,68 1.190,63
16 60 40 10 20,24 1.291,99
17 60 40 20 30,82 1.670,14

TFM: toplam fenolik madde, TA: toplam antosiyanin, GA: Gallik asit
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Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi
1,4

y =11,292x + 0,032
R?=0,9959

1,2

1
0,8
0,6

Absorbans

0,4
0,2

0
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120

Gallik Asit (mg/100 mL)

Sekil 3.1 Gallik asit kalibrasyon egrisi

Elde edilen sonuclara gore TFM icerigi 70,76 ile 62,95 mg/100g, toplam
antosiyanin icerigi de 785,234 mg/L ile 2659,297 mg/L arasinda degismistir. En
yiiksek fenolik madde en yiiksek fenolik madde ve antosiyanin miktar1 100A
ultrasonik giicte elde edilmistir. Fenolik madde ve antosiyanin ekstraksiyonu icin
uygulanan parametrelerin etkisi kuadratik modele uygun olmustur (tablo 3.2).
Modelin uyumlulugunu dogrulamak ic¢in kullanilan uyum eksikligi (Lack of fit)
degeri Onemsiz c¢ikmis (p>0,05) ve deney verilerine uymustur. Biitiin
parametreler TFM ve TA miktarim1 etkilemistir. Tablo 3.2’ ye gore R2 ve
diizeltilmis R2 degerleri TFM icin 0,9892 ve 0,9654 iken TA i¢in 0,9638 ve 0,9171
olarak Olciilmiis ve uyum eksikligi de onemsiz olmustur (p>0,1). Sonuclar
quadratic model TFM ve TA ekstraksiyonu i¢in basarili bir bicimde uygulanmuistur.
3 boyutlu ekstraksiyon parametrelerinin ve bu parametrelerinin birbiri ile

interaksiyonunun TFM miktar1 iizerine etkisi sekil 3.2’ de verilmistir.

62



SRS

TS
A0S

TFM (mg/100g)
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Sekil 2.2 TFM iizerine ultasonik islem parametrelerinin 3-boyutlu yanit yiizey
verileri

TFM iceriginin sabit siddet ve sicaklikta arta siire ile dogrusal olarak bir egilimi
gozlenmektedir. Rami¢ ve ark. (2015) aronya meyvelerinin fenolik bilesiklerinin
ultrasonik ekstraksiyonunda ultrasonik giiciin artmasiyla TFM miktarinin arttigini
belirtmislerdir. 3 boyutlu ekstraksiyon parametrelerinin ve bu parametrelerinin

birbiri ile interaksiyonunun TA miktari tizerine etkisi sekil 3.3” de verilmistir.

“ 1%
C:Slre (dak)

Sekil 3.3 TA miktari tizerine ultrasonik islem parametrelerinin 3-boyutlu yanit
ylizey verileri

Sekil 3.3” ten de goriildiigii gibi ultrasonik gii¢ artisi dogrudan TA miktarini
artirmistir. Benzer sekilde sabit sicaklik ve siddette siire artist da TA miktarini
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dogrudan artirmistir. En yiiksek siddet en ideal ekstraksiyon degeri olmustur.
Ghafoor ve ark. (2010) {iziim antosiyaninleri {izerine yaptiklar1 bir ¢alismada sabit
siire ve siddette sicaklik artisinin antosiyanin miktarini artirdigini belirtmislerdir

(Ghafoor, Park, & Choi, 2010).
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Tablo 3.2 ANOVA yanit yilizey quadratic model

Regresyon Katsayilari df e ™

Ortalama Kare F P Ortalama Kare F P
Model 9 455,64 72,54 <0,0001 4,68x10° 20,68 0,0003
X;-Siddet 1 1482,74 232,81 <0,0001 1,57x10° 69,66 <0,0001
X-Sicaklik 1 91,22 14,32 0,0069 1,84x10° 8,14 0,0246
Xs-Siire 1 281,55 44,21 0,0003 2,83x10° 12,5 0,0095
Caprazlama
XX, 1 18,52 2,91 0,1319 1,96x10* 0,87 0,383
XiX3 1 324,01 50,87 0,0002 5,99x10* 2,65 0,1478
XoXs5 1 32,56 5,11 0,0582 594,71 0,026 0,08759
Quadratic
X2 1 108,67 17,06 0,0044 4,36x10° 1,93 0,2076
Xy? 1 22,84 3,59 0,1001 8791,76 0,39 0,5532
X352 1 5,24 0,82 0,3944 2,29x10° 10,13 0,0154
Uyum eksikligi (Lack of fit) | 5 8,22 4,69 0,185 1,8x10* 0,59 0,7281
R2 0,9892 0,9638
Adj-R2 0,9654 0,9171




3.1.1 Kopigmentasyon ic¢in Antosiyanin Ekstraksiyonu

Seperasyon prosesi, hazirlanisi ve uygulanisi ve antosiyanin saflastirmasi islemi
dahil olmak {izere asagidaki sekillerde 6zetlenmistir. Etanolle aktiflestirilmis
resinler ayirma kolonuna doldurulmus ve {iizerine ekstrakt yavas yavas ilave
edilmistir. Ekstrakt miktar1 kolon ytiiksekligine gelince yiikleme tamamlanmis ve
bir siire beklenmistir. Toplam ekstraktin resine orani 20 ml:2 g seklinde
ayarlanmistir. Daha sonra vakum yardimi ile ekstrakt alinmistir. Kolona adsorbe
olan antosiyaninleri almak icin kolondaki resin bosaltilmis ve yeni resin ile
degistirilmistir. Bu islem altta kalan kisim rengini kaybedene kadar devam
etmistir. Yikama isleminde kullanilan asidifiye etanol miktarinin resine orani ise
40 ml:2 g seklinde olmustur. Kolondan gecirme islemi tamamlandiktan sonra
antosiyaninlerin adsorbe oldugu resin saf su ile yikanarak seker ve organik asitler
gibi bilesenler uzaklastirilmistir. Daha sonra resinler etanol yardimi ile yikanarak

antosiyaninler alinmig ve sonraki calismalar icin +4°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.3 Farkli oranlarda etanol ile aktiflestirilen kolonun verimi

Toplam Antosiyanin Miktar1 (mg/L)

Kolon Tiiri ES KK % verim
%100 Etanol 2083,819 1868,480 %89,67
%50 Etanol/su (v/v) 2154,8855 1720,758 %79,85

ES: Ekstraksiyon sonrasi, KK: Kolonda kalan

Karamuk (Berberis crataegina DC.) ekstraktlarinin seperasyon oOncesi ve
seperasyon sonrasi toplam antosiyanin miktarlar1 tablo 3.3’ teki gibidir. %100
etanol ile aktiflestirilen Amberlite XAD-7Hp kolonunun %100 etanol ile
aktiflestirmesi toplam antosiyanin verimi 89,67 iken %50 etanol ile hazirlanan
resinin verimi 79,85 olarak hesaplanmistir. Hua ve ark. (2013) Bridelia retusa (L.)

bitkisinin antosiyaninlerini saflastirdiginda ayni kolon ve ayni aktiflestime
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yontemi ile %92,34’ liik bir verim almistir (Hua, ve digerleri, 2013). Mor patates
antosiyaninlerinin Amberlite XAD-7HP resini ile saflastirildig1 bir diger calismada
vakum evaporasyonu sonrasi toplam antosiyanin miktar1 1750 mg/L olarak ifade
edilmistir. Amberlite XAD-7HP Glikoz molekiillerini hi¢ tutmadig icin iyi bir seker
uzaklastirma adsorbentidir. %98,8’ e kadar glikoz basari ile uzaklastirilmistir.
Seperasyon verimi kolondan yikama isleminde etanol miktarinin artmasina bagh
olarak artmistir (Heinonen, ve digerleri, 2016). Kang ve ark. (2014) siyah piring
antosiyaninlerini Amberlite XAD-7HP ile saflastirdiklar1 benzer bir calismada %10’

luk bir kayip ile antosiyaninleri alabilmislerdir (Kang, Jung, & Lee, 2014).

3.2 Antosiyanin Profilinin HPLC ile Belirlenmesi

Karamuk Orneklerine ait HPLC sonuglar1 tablo 3.4’ de verilmistir. Grafige gore
malvidin 3-o-glikozit klorit en baskin olarak bulunan antosiyanin olmustur. Diger
molekiillerin miktarlar1 birbirine yakin cikmistir. Malvidin-3-oglikozit miktari
421,7 mg/100g iken siyanidin 3-o-glikozit ve delfidin-3-o-glikozit miktarlari
sirasiyla 85,4 ve 82,0 mg/100g seklinde Ol¢iilmiistiir. Petunidin-3-o-glikozit 1,48
mg/100g ile en diisitk miktardaki antosiyanin olmustur. Siyanidin 3-o-glikozit ve
peonidin-3-o-rutinozid miktarlarn yaklasitk olarak 49 mg/100g olarak

hesaplanmustir.
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Tablo 3.4 Karamuk 6rnegine ait antosiyanin miktarlari1 (mg/100g)

Antosiyanin Sinonim Molekiil Formiili Molekl Alnma Miktar Molekdl
Agirhigi Zamani (dak.) (mg/100g) Yapisi
Delfidin 3-0- glikozit Delfidin Klorit C21H21CIO12 500.84 15.7 82,0 i Lo
Siyanidin 3-o-glikozit Kuromanin Klorit C21H2:ClO11 484.84 175 (4) 85,4 L
Pelargonidin 3-o-glikozit Kallistefin Klorit C21H21Cl010 468.84 19 19,7 A
Peonidin 3-o-glikozit Glukopeonidin Kilorit C22H2301:Cl 498.86 20.5 49,9 yeu
Malvidin-3-o-glikozit Oenin Klorit C23H25012Cl 528.89 215 4217 “ .




Antosiyanin standatlarina ait HPLC kromatogrami sekil 13, 6rnege ait HPLC

kromatogrami ise sekil 14’ te verilmistir.
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1.Siyanidin-3,5-di-O-glikozit (siyanin klorit); 2. Delfidin 3-o- §-D- glikozit klorit (delfidin
klorit); 3. Siyanidin 3-o-glikozit klorit (Kuromanin klorit); 4. Siyanidin 3-o-rutinozit klorit
(kerasiyanin klorit); 5. Pelargonidin 3-o-glikozit klorit (kallistefin klorit); 6. Peonidin 3-
o-glikozit klorit (Glukopeonidin klorit); 7. Malvidin-3-o-glikozit klorit (oenin klorit)

Sekil 3.4 Antosiyanin standartlarina ait HPLC kromatogrami
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2. Delfidin 3-o- B-D- glikozit klorit (delfidin klorit); 3. Siyanidin 3-o-glikozit klorit
(Kuromanin klorit); 5. Pelargonidin 3-o-glikozit klorit (kallistefin klorit); 6. Peonidin 3-

o-glikozit Klorit (Glukopeonidin klorit); 7. Malvidin-3-o-glikozit klorit (oenin klorit)

Sekil 3.5 Karamuk 0rnegine ait HPLC kromatogrami
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4 farkl miirver ¢esidinin antosiyanin profili HPLC ile belirlenmistir. Siyanidin 3-
o-glikozit miktar1 31-91 ile 181,76 mg/100 g araliginda degismistir (Mikulic-
Petkovsek, ve digerleri, 2014). Bae ve ark. (2015) Kore’ de yetisen beriler {izerine
yapmis olduklari ¢alismada iiriinlerin antosiyanin profilini ¢cikarmislardir. Yaban
mersini orneklerinde peonidin-3-glikozit (1,10 mg/g) ve malvidin-3-arabinozid
(0,91mg/g) en yiiksek miktarda cikmistir. Defidin-3-arabinozid ve delfidin-3-
galaktozid miktarlann ise sirasiyla 0,67 ve 0,85 mg/g olmustur. Ahududu
orneklerinde ise siyanidin-3-rutinosid 16,12 mg/g ile en yiiksek miktarda olan
antosiyanin olmustur. Dut 6rneklerinde siyanidin-3-glikozit 10,12 mg/g ile en
baskin antosiyanin olmustur (Bae, ve digerleri, 2016). Zhao ve ark. (2010) normal
ve beriler ile hibrit edilmis {iziim tiirleri antosiyaninleri tizerine yapmis olduklar1
bir calismada hasat zamanmi alinan orneklerde en baskin olarak Malvidin-3,5-
diglikozit antosiyanini bulmuslardir (Zhao, Duan, & Wang, 2010). Costa ve ark.
(2014) yilinda 24 fakl {iziim 6rneginin antosiyanin profilini incelemislerdir.
Uziimlerde en baskin olarak bulunan antosiyanin malvidin-3-glikozit olmustur.
Malvidin miktar1 0,62 ile 6,09 mg/g araliginda degismistir. Ayrica peonidin-3-
glikozit 1,34-0,01 mg/g araliginda petunidin-3-glikozit de 0,01 ile 1,03 mg/g
araliginda degismistir (Costa, Cosme, Jordao, & Mendes-Faia, 2014). Malvidin
tlirevi antosiyaninler oksidatif strese dayanikli olduklari1 icin bulunduklar
gidalarin stabilitelerini olumlu olarak etkilerler (Ribéreau-Gayon, Dubourdieu,

Doneche, & Lonvaud, 2006).

3.3 Toplam Flavonoid icerigi

Orneklerin toplam flavonoid icerigi kuersetin cinsinden belirlenmistir. Bu amacla
farkli konsantrasyonlarda kuersetin iceren c¢ozeltiler kullanilarak kalibrasyon

egrisi olusturulmustur.
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Kuersetin Kalibrasyon EJrisi

y =72,48x + 0,0646
R?=0,9987

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Kuersetin mg/100 mL

Sekil 1.6 Farkli konsantrasyonlarda kuersetinin kalibrasyon egrisi

Farkli ekstraksiyon parametrelerinde ekstrakte edilen 6rneklerin toplam flavonoid

madde icerigi tablo 3.5’ te verilmistir.

Tablo 3.5 Toplam flavonoid icerigi

Ornekler X1 X2 X3 Flavonoid (mg QE/100g)
1 20 20 10 28,366
2 60 20 15 39,404
3 100 20 10 57,064
4 20 60 10 45,475
5 20 40 15 31,678
6 100 40 15 53,753
7 20 20 20 35,541
8 60 40 15 48,786
9 100 60 10 62,583
10 60 40 15 49,890
11 100 20 10 55,408
12 60 60 15 63,135
13 60 40 15 51,545
14 100 60 20 70,861
15 20 60 20 47,130
16 60 40 10 43,267
17 60 40 20 52,097
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Farkli ekstraksiyon parametrelerinde elde edilen ekstraktlarin toplam flavonoid
icerigi tablo 8 de verilmistir. Tabloya gore orneklerin toplam flavonoid icerigi
28,366 mg QE/100g ile 70,861 mg QE/100g arasinda degismistir. En yiiksek
miktarda flavonoidin ekstrakte edildigi ultrases uygulamasi 100A siddet 60°C ve
20 dakika olarak gozlemlenmistir. En diisiik degerlerin oldugu ekstraksiyonda
elde edilen flavonoid icerigi de en diisiik seviyede olmustur. Cosmulescu ve ark.
(2017) farkl tiirlerde antosiyanince zengin yenilebilir ve vahsi meyveler {izerine
yaptiklar1 arastirmada 6rneklerin toplam flavonoid igerigini 17,27 mg QE/100g
ile 165.55 mg QE/100g arasinda bulmuslardir. Yabani bogiirtlenlerde bu degeri
55.82 mg QE/100g olarak bulmuslardir (Cosmulescu, Trandafir, & Nour, 2017).
Sariburun ve ark. Ahududu ve boégiirtlenler ile yaptiklar1 benzer bir calismada
Bursa 1 tiirii bogiirtlen 6rneklerinin metanol ile ekstraktlarinin toplam flavonoid
miktarini 51,9 mg CTE/100 g olarak; Chester tiirti bogiirtlenlerin ise 56,1 mg
CTE/100 g olarak bulmuslardir. Ahududu 6rneklerinde ise aksu kirmizisi tiirtiniin
metanol ekstraktina ait flavonoid degeri 38,2 iken heritage tiiri 6rneklerin 25,3
mg CTE/100 g olmustur (Sariburun, Sahin, Demir, Tiirkben, & Uylaser, 2010).
Benzer sekilde Huang ve ark. (2012) antosiyanince zengin berri tiirlerinin
flavonoid iceriklerini inceledikleri bir calismada yabanmersininde 36,08 mg
rutin/g, bogiirtlende 11,83 mg rutin/g ve cilekte de 7,04 mg rutin/g toplam
flavonoid bildirmislerdir (Huang, Zhang, Liu, & Li, 2012).

3.4 DPPH- Radikal Siipiirme Aktivitesi

Seperasyon oOncesi ve Seperasyon sonrasi karamuk (Berberis crataegina DC.)
orneklerinin DPPH radikal siipiirme aktivitesi sirasiyla %79,5 ve %84,3 olmustur.
Cilek, yaban mersini ve bogiirtlen ekstraktlarinin radikal siipiirme aktivitesinin
incelendigi benzer bir calismada 6rneklerin aktivitesi sirasiyla %58,32, %96,96 ve
%95,37 olmustur (Huang, Zhang, Liu, & Li, 2012). Bae ve ark. (2016) Kore’ de
yetisen farkli tiirdeki berry meyvelerinin radikal siiplirme aktivitelerini
incelemistir. Biitiin 6rnekler %65 ve lizeri oranda etkinlik gostermistir. Crowberry
%65, siyah ahududu ise %58,4 etkinlik gostermistir (Bae, ve digerleri, 2016).

Guerrero ve ark. (2010) vahsi ve 1slah edilmis berry meyveleri {izerine yaptiklari
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bir calismada 1slah edilmis meyvelerin DPPH radikal siipiirme aktivitesini %76,0
ile %92,3 arasinda bulmustur. Vahsi meyvelerde ise %67,8 ile %95,3 arasinda

Olclilmistiir (Guerrero, ve digerleri, 2010).

3.5 Termal Degradasyon Calismalari

Kontrol grubuna ait termal degradasyon verileri ve antosiyanin kayiplarina ait
veriler tablo 3.6 ve sekil 3.5’ te verilmistir. Tablo 7 ye gore kontrol 6rneginde
70°Cde k degeri 0,00288 k * 10*(dak™) 80°C’ de 0,006468 k * 10*(dak’) ve
90°C’de de 0,00740 k * 10%*(dak’) olmustur. Yarilanma siireleri kiyaslandiginda
ise sicaklik artisi ile yarilanma siireleri azalmistir. 70°C’ de 239, 970 dakika olan

bu deger 90°C’ de 93, 580 dakikaya diigsmiistiir.

Tablo 3.6 Kontrol 6rneginin termal degradasyon parametreleri

Sicaklik (°C) k * 10%*(dak™) t,» (dakika) R? Kayip (%)
70 0,002888 239,970 0,980 45,67
80 0,006468 107,159 0,91 67,55
90 0,007407 93,580 0,92 76,72
Kontrol
A
1

2090
y=-4.8863x +2248.1
R2=0.9774

1590

1090
=£7.6099% +1910.4

Toplam antosiyanin (mg/1.)

a7o°Cc
ABO°C
090°C

y=-7.2616x +2197.7
R2=0.9196

0 50 100 150 200 250
Stire (dak)

Sekil 3.7 Kontrol 6rnegine ait antosiyanin kayiplari

3.5.1 Fenolik Bilesiklerin ilavesi
3.5.1.1  Rutin ilavesi

Farkli konsantrasyonlarda rutin iceren Orneklere ait termal degradasyon

parametreleri tablo 3.7’de ve sekil 3.6’ da verilmistir. Her bir sicaklikta kontrole
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ait k degerleri en yiiksek olarak gozlemlenmistir. 70°C’ de kontrol 6rneginin k
degeri 0,00288 (dak') ile en yiiksek iken; 0,000975 (dak') ile 1:20
konsantrasyonunda rutin iceren Ornegin k degeri en kiiclik olarak
gozlemlenmistir. 70°C hari¢ diger tiim sicaklik degerlerinde konsantrasyon
artisina bagli olarak k degerleri azalmistir. En yiiksek oranda rutin iceren
orneklerin k degerleri tiim sicaklik degerlerinde en kiiciik olarak gozlemlenmistir.
80°C’ de kontrole ait k degeri 0,00640 (dak™) iken rutin ilave edilen 6rneklerde
bu deger sirasiyla 0,001917, 0,001561 ve 0,1766 (dak™) olarak hesaplanmigtir.
90°C’ de en yiiksek konsantrasyonda rutin iceren 6rnegin k degeri kontrolden
yaklasik 3,5 kat daha az (0,002052) olarak kaydedilmistir. Yarilanma stireleri
kiyaslandiginda beklenildigi iizere kontrol 6rnegi tiim sicaklik degerlerinde 70, 80
ve 90°C’ de sirasiyla 239,970, 107,159, 93,5800 dakika seklinde en diisiik olarak
gozlenmistir. Rutin iceren orneklerin yarilanma siireleri konsantrasyon artisi ile
artmakla birlikte 1:20 konsantrasyonda azalmistir. Bunun sebebi ise rutin
konsantrasyonu arttikca, rutinin ¢ozelti icinde ¢6zlinmesi azalmis ve daha bulanik
bir yapt olusmustur. Bu da aglikonlar ile rutin arasinda gerceklesecek
baglanmalarin daha zayif olmasina neden olmustur. 70°C’ de kontrol 6rnegine ait
t degeri 239,970 dak olarak olciiliirken 1:5 konsantrasyonda 639,385 dak, 1:10
konsantrasyonda 752,401 dak ve 1:20 konsantrasyonda 711,048 dak olarak
Olctilmistiir. 80°C’ de kontrol 6rnegine ait t degeri 107,159 dak iken rutin iceren
orneklerin t degerleri konsantrasyon artisina gore 361,666 dak, 444,041 dak ve
392,507 dak olarak degismistir. 90°C’ de kontrolde t degeri 93,580 dak iken 1:20
oranindan rutin iceren Ornekte 337,869 dak ile en yiiksek olarak oOlctlmiistiir.
Farkli sicaklik degerlerinde tutulan o6rneklerin % kayiplar1 incelendiginde,
beklenildigi iizere kopigmente edilmemis kontrol gurubunda bu deger en yiiksek
olarak kaydedilmistir. 70°C’ de kontrolde olan % 45,67’ lik kayip %14,12 degerine
kadar distirilmistiir. 80°C’ de %67,55 olan kayip miktar1 %26,37’ ye 90°C’ de ise
%76,72 olan kayip %34,94 e kadar disiirilmiisttir.
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Tablo 3.6 Farkli konsantrasyonlarda rutin iceren 6rneklerin termal degradasyon parametreleri ve kayip miktarlar

SL

Sicaklik (°C) Konsantrasyon k*10? (dak™) t1,» (dak) R? % Kay1p
(v/v)
Kontrol 0,002888 A 239,970 D 0,98 45,67
. 1;5 0,001080 B 639,385 C 0,89 28,54
70°¢ 1;10 0,000921 BC 752,401 A 0,96 19,74
1;20 0,000975 C 711,048 B 0,89 14,12
Kontrol 0,006401 A 107,159 D 0,91 67,55
. 1;5 0,001917 B 361,666 C 0,92 31,50
SC 1;10 0,001561 C 444,041 A 0,9 29,82
1;20 0,001766 D 392,507 B 0,92 26,37
Kontrol 0,007407 A 93,5800 D 0,92 76,72
. 1;5 0,004558 B 152,150 C 0,98 62,00
0C 1;10 0,004147 C 167,329 B 0,98 45,80
1;20 0,002052 D 337,869 A 0,93 34,94




Farkli konsantrasyonlarda rutin ile kopigmente edilmis karamuk antosiyaninlerine

ait grafik sekil 16’ da verilmistir.
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Sekil 3.8 Frakli oranlarda rutin iceren 6rneklere ait antosiyanin kayiplari

Uziim kabugu antosiyaninleri iizerine farkli fenoliklerin etkisinin incelendigi
benzer bir calismada Xu ve ark. (2015) rutin ilavesi ile 70°C’ de k degerini 0,0007;
80°C’ de 0,0009 ve 90°C’ de de 0,0016 dak’ olarak bulmustur. Yarilanma
stirelerini ise 70, 80 ve 90°C’ de siras1 ile 1366.0, 770.0 ve 503.1 dak. olarak

bulmustur. Elde ettigi sonuclarin ¢calismamuz ile kiiciik farklhiliklar gostermesinin
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nedeni bekleme siiresinin bizim ¢alismamizdan daha kisa olmasidir (Xu, Liu, Yan,
Yuan, & Gao, 2015). Benzer bir calismada Pan ve ark. (2014) yabanmersini suyu
antosiyaninlerini rutin ve baska fenolikler ile kopigmente ederek raf Omrii
boyunca termal degradasyonlarini takip etmislerdir. Rutin iceren 6rneklerin k
degeri 0.0603 ile 0.0709 arsinda degisirken yarilanma stireleri de 11.3 giin olarak
bulunmustur. Fakat renk konusunda rutin iceren 6rneklerin digerlerine nazaran
daha diisiik seviyede kaldigini bildirmislerdir (Pan, ve digerleri, 2014). Bogiirtlen
antosiyaninleri {izerine rutin ve ferulik asidin stabilite artiric1 etkisinin incelendigi
bir diger calismada Weber ve ark. (2017) kontrolde raf émri siiresince meydana
gelen toplam kaybin %40 seviyelerinden rutin ilavesi ile %25-28 seviyelerine
cekmislerdir. Ayrica yarilanma siireleri de 151 giinden 193 giine ¢ikmistir (Weber,
Boch, & Schieber, 2017). Benzer bir calismada rutin ilavesinin 50, 70 ve 90°C’ de
bogiirtlen antosiyaninlerinin stabilitesine etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda
kontrol ile kiyaslandiginda daha stabil bir iiriin elde edilmistir. 16, 29,6 ve 88,3
10-3 sa™ Olan kontrol k degerleri rutin ilavesi ile 11,9, 25,1 ve 64,4 sa™ e
diismiistiir. Yarilanma siireleri de 70°C’ de 43,4 80°C’ de 23,4 ve 90°C’ de 7,8
saatten sirasiyla 58,4, 27,6 ve 11,8 saate cikmistir. Rutin, 5 aromatik halkas1 ve
iyi bir H verici (11 adet) olmasindan dolay1 yeterli elektrona sahip olmayan
filavilyum iceren antosiyaninler gibi molekiiller ile ¢ok iyi bir kopigmentasyon

gerceklestirir (Fan, Xie, Zhang, Li, & Zhou, 2019).
3.5.1.2 Kuersetin Ilavesi

Farkli oranlarda kuersetin iceren orneklere ait termal degradasyon parametreleri
tablo 3.8 ve sekil 3.7’ de verilmistir. Kontrol 6rnegine ait k degerleri 70°C, 80°C ve
90°C’ de sirasiyla 0,00288 dak”, 0,00640 ve 0,00740 dak™ olarak o6l¢iilmiistiir.
70°C’ de kopigmentasyonda konsantrasyon artisi ile k degerleri azalmis olup; 1.10
ve 1:20 konsantrasyonlarda birbirine istatistiki olarak yakin oldugu gortilmiistiir.
En diisiik k degeri 0,000851 dak™ degeri ile 1:20 konsantrasyonda kersetin iceren
ornekte gozlemlenmistir. 70°C’ deki yarilanma siireleri de benzer sekilde
konsantrasyon artisi ile artmistir. Kontrol 6rneginde 239,970 dak. olarak ol¢iilen
t degeri en yiiksek derisimde kersetin iceren Ornekte 814,389 dak. olarak
Olciilmiistiir. Ayni sekilde 70°C’ deki % antosiyanin kaybi1 %45,67’ den %14,29’ a
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kadar diismiistiir. 80°C’ deki termal degradasyon verileri 70°C’ deki degerlerden
daha belirgin sekilde farkli olarak gozlemlenmistir. Kontrol 6rneginden sonra en
yiiksek k degeri 0,002134 dak-1 ile 1:5 konsantrasyonda kersetin iceren ornekte
gozlemlenmistir. En diisiik k degerine sahip 6rnek en yiiksek konsantrasyonda
kersetin iceren 6rnek (0,001088 dak-1) olarak karsimiza ¢ikmistir. Yarilanma
siirelerinde 80°C’ de kersetin konsantrasyonunun artis1 dogrudan etkili olmustur.
Konsantrasyon artisi ile yarilanma siireleri uzamistir. 107,159 dak. Olan kontrol
orneginin yarilanma siiresi, 1:20 kersetin ilavesi ile 637,801 dakikaya cikmistir. %
toplam antosiyanin kaybi kersetin ilavesi ile 3’ te 1 oranina kadar diisiiriilmiistiir.
En yiiksek sicaklik degerinde % kayip kontrolde %76,72 iken bu deger kersetin
ilavesi ile %37,29 a cekilmistir. K degerleri konsantrasyon artisi ile azalmis ve t
degerleri de artmistir. 0,00740 dak-1 olan kontrol k degeri 0,002117’ ye kadar
diismiistiir. 90°C’ de kontrol 6rneginin 93,580 dak. Olan yarilanma siiresi 1:20

kersetin ilavesi ile 312,689 dakikaya cikmistir.
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Tablo 3.7 Farkli konsantrasyonlarda kuersetin iceren 6rneklerin termal degradasyon parametreleri

Sicaklik (°C) Konsantrasyon k*10% (dak™) t1,» (dak) R? % Kay1p

(v/v)

Kontrol 0,002888 A 239,970 D 0,98 45,67

. 1;5 0,001335 B 519,361 C 0,93 18,44

e 1;10 0,000868 C 798,797 B 0,96 15,79

1;20 0,000851 C 814,389 A 0,96 14,29

Kontrol 0,006401 A 107,159 D 0,91 67,55

. 1;5 0,002134 B 324,846 C 0,95 32,00

o0 1;10 0,001601 C 433,044 B 0,89 30,57

1;20 0,001088 D 637,801 A 0,94 28,03

Kontrol 0,007407 A 93,580 D 0,92 76,72

. 1;5 0,004075 B 170,116 C 0,95 54,55

e 1;10 0,003994 B 173,541 B 0,96 47,21

1;20 0,002217 C 312,689 A 0,88 37,29
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Sekil 3.9 Farkli oranlarda kuersetin iceren 6rneklere ait antosiyanin kayiplari

Kersetin malvidion-3-oglikozit ile kompleks olusturma yetenegine sahip oldugu
icin malvidince zengin antosiyanin oOrneklerinin stabilitesini artirmaktadir
(Lambert, Asenstorfer, Williamson, Iland, & Jones, 2011). Benzer bir calismada
kersetin ilavesinin 50, 70 ve 90°C’ de bogiirtlen antosiyaninlerinin stabilitesine
etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda kontrol k degerleri 16, 29,6 ve 88,3 10-3
sa iken kersetin iceren orneklerin k degerleri sirasiya 12,1, 26,3 ve 85,3 10-3 sa-
1 olarak hesaplanmistir. Kersetinin 90°C’ deki etkinligi ¢ok fazla olmamuistir.
Galismada 50, 70 ve 90°C’ de kontrol orneklerinin yarilanma stireleri sirasiyla
43,4, 23,4 ve 7,8 saat olarak olciilmiistiir. Kersetin ilavesi ile bu degelerler 50°C’
de 57,1, 70°C’ de 26,4 ve 90°C’ de ise 8,1 saat olarak ol¢iilmiistiir (Fan, Xie, Zhang,
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Li, & Zhou, 2019). Lambert ve ark. (2011) yapmis olduklar: bir calismada 1 ile
100 arasinda degisen farkli oranlarda kafeik asit, katesinler, taninler ve kuersetin
ile malvidin 3-o-glikozit antosiyanini kopigmente etmislerdir. Uygulanan tiim
fenolikler icerisinde kuersetin en yiiksek stabilite sabiti ile en stabil 6rnek
olmustur. Fakat kuersetinin diisiik ¢oziiniirliigii yiiksek derisimlerde net olmayan
sonuglar vermistir (Lambert, Asenstorfer, Williamson, Iland, & Jones, 2011).
Kuersetin ve siyanidin tiirevleri sulu bir ortamda bulunurlarsa aralarinda kovalent
olmayan dimerlerin olusumu ile kendiliginden olusan bir baglanma meydana
gelir. Kopigmente olmus pigmentler 3-O-metilsiyanidin:kuersetin (C:Q), ve her bir
molekiiliin kendi dimerleri olusur. Bunlar [3-O-metilsiyanidin]2 (C:C) ve

[kuersetin]2 (Q:Q) (Di Meo, Sancho Garcia, Dangles, & Trouillas, 2012)
3.5.1.3 Klorojenik Asit Ilavesi

Farkli oranlarda Klorojenik asit iceren 6rneklere ait k, t ve % kayip degerleri tablo
3.9’ ve sekil 3.8’de verilmistir. Biitiin sicaklik degerlerinde kontrol 6rneginin k
degerleri en yiiksek iken t degerleri en diisiik olarak hesaplanmistir. 70°C’ de
kontrol 6rneginde t degeri 0,00288 dak™ olarak hesaplanirken bu deger 1:20
klorojenik asit iceren Ornekte 0,00615 dak’ olarak hesaplanmistir. 70°C’ de
Klorojenik asit konsantrasyonundaki artis k degerlerini belirgin bir bicimde
diisirmemistir. 1:5 ilavesinden sonraki her bir konsantrasyonda k degerleri
birbirine yakin olacak sekilde diismiistiir. 1:5 konsantrasyonda klorojenik asit
iceren 6rnegin k degeri 0,000717 dak™ iken bu deger 1:20 konsantrasyonda iceren
ornekte 0,000615 dak™ olarak goézlemlenmistir. 80°C’ de benzer sekilde ilk
konsantrasyonlarda alinan degerler konsantrasyon artisi ile belirgin sekilde
diismistiir. Fakat konsantrasyondaki degisim k degerlerini belirgin bir bicimde
etkilememistir. 90°C’ de 1:5 rutin ilavesi ile k degerinde yaklasik 2 katlik bir diisiis
gozlemlenmigtir. Kontrol 6rneginde 0,00740 dak olan deger klorojenik asit ilavesi
ile 0,00249 dak’ akadar diigmiistiir. Yarilanma siireleri degerlendirildiginde 70°C’
de 239,970 dak. olan kontrol t degeri 5 kata yakin artarak 1083,719 dak.
Olmustur. Konsantrasyon artisina bagh olarak yarilanma siireleri de artmustir.
80°C’ de 1:5 ve 1:10 konsantrasyonunda klorojenik asit iceren 6rneklerin t
degerleri birbirine oldukca yakin cikmistir. 1:20 klorojenik asit iceren 6rnegin t
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degeri 616,881 dak. olarak hesaplanmistir. 90°C’ de ise 1:10 ve 1:20
konsantrasyonlarinda klorojenik asit ilavesi yakin etki gostermistir. Bu
konsantrasyonlarin t degerleri sirasiyla 269,273 ve 277,668 dak. Olarak
Olciilmiistiir. % antosiyanin kayiplar1 her bir sicaklik degerinde konsantrasyon
artisina baglh olarak artmistir. 70°C’ de %45,67 olan kayip %9,52’ ye; 80°C’ de
%67,55 olan kayip %16,35 e ve 90°C’ de %76,72 olan kayip %35,85 e

diistirtilmisttir.
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Tablo 3.8 Farkli oranlarda klorojenik asit iceren 6rneklerin termal degradasyon parametreleri

Sicaklik (°C) Konsantrasyon k*10% (dak™) ty,» (dak) R? % Kay1p

(v/v)

Kontrol 0,002888 A 239,970 D 0,98 45,67

. 1;5 0,000717 B 966,088 C 0,96 11,76

e 1;10 0,000639 BC 996,173 B 0,92 10,46

1;20 0,000615 C 1083,719 A 0,92 9,52

Kontrol 0,006401 A 107,159 C 0,91 67,55

. 1;5 0,001467 B 472,246 B 0,96 26,21

oo 1;10 0,001393 BC 497,442 B 0,98 22,85

1;20 0,001148 C 616,881 A 0,95 16,35

Kontrol 0,007407 A 93,580 D 0,92 76,72

. 1;5 0,003606 B 192,181 C 0,98 47,52

e 1;10 0,002574 C 269,273 B 0,87 37,84

1;20 0,002496 C 277,668 D 0,91 35,85
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Sekil 1.10 Frakl oranlarda klorojenik asit iceren 6rneklere ait antosiyanin
kayiplari

Gras ve ark. (2016) benzer bir calismada farkli konsantrasyonlarda klorojenik
asidin siyah havu¢ antosiyaninleri tizerine stabilite edici 06zelliklerini
incelemiglerdir. Calisma sonucunda 0.191 h™ olan k degeri 1:9,4 oraninda
klorojenik asit ilavesi ile 0,17 h™” ye; 1:85 Kklorojenik asit ilavesi ile 0,16 h'™” e ve
1: 162 klorojenik asit ilavesi ile de 0,147 h™ e diisiirmiistiir. Benzer sekilde
yarilanma stiresi de kontrol grubunda 3.63 saat iken, en yiiksek konsantrasyonda
klorojenik asit iceren Ornekte 4,72 saate c¢ikmistir. Yarilanma stireleri
degerlendirildiginde ise kontrol grubunun 5 saat sonunda toplam antosiyanin

kayb1 %37.6 iken; 1:0.4-1:0.36 arasinda kopigmentasyon ajani1 katilmis
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orneklerde bu deger 38.1-39.2% arasinda  bulunmustur. Yiiksek
konsantrasyonlarda klorojenik asit ilave edildiginde ise daha dayanikh
antosiyaninler (5.6% ve 8.7% oraninda daha az kayip) elde edilmistir (Gras,

Bogner, Carle, & Schweiggert, 2016).

S. peruviana, S. Nigra ve siyah havuc ekstraktlarina klorojenik asit katarak raf
omrii siiresi boyunca stabilitelerini incelemislerdir. 23 haftalik raf 6mri sonunda
kontrol grubu ile klorojenik asit iceren orneklerin yarilanma siireleri benzer
cikmistir. Klorojenik asit 6rnegin rengini zenginlestirse de raf omriine katkida
bulunmamistir (Pangestu, Miyagusuku-Cruzado, & Giusti, 2020). Benzer bir
calismada Su ve ark. (2017) kirmizi elma antosiyaninlerini farkli fenolikler ile
kopigmente etmislerdir. Calisma sonunda 0,1080 giin-1 olan kontrol k degeri
klorojenik asit ilavesi ile 0,0399 giin-1 olmustur. Ayrica yarilanma stiresi de 6,42
giinden 17,39 giine cikmistir. Uygulanan diger fenolikler gallik asit, ferulik asit ve
kafeik asit ile kiyaslandiginda klorojenik asit en etkili ajan olmustur (Su, ve
digerleri, 2017). Kopjar ve ark. (2009) kus iiziimii suyuna farkh
konsantrasyonlarda klorojenik asit asit katarak 30, 50, 70 ve 90°C’ de 1 saat
bekleterek termal degradasyonunu incelemistir. Kontrol 6rnegine ait k degeleri
sirastyla 0,0583, 0,1092, 0,2569 ve 0,3932 h-1 olarak bulunurken; 1:50 oraninda
klorojenik asit iceren 6rnekte bu degerler sirasi ile 0,0249, 0,0875, 0,216 ve
0,3058 h-1 olarak bulunmustur. Konsantrasyon 1:100 oldugunda ise bu degerler
0,0249, 0,0768, 0,1716 ve 0,3059 h-1 olarak bulunmustur. Yarilanma streleri
sicaklik aris1 ile kontrol grubunda 11,89, 6,35, 2,70 ve 1,76 saat olarak degisirken
bu degerler 1:50 oraninda klorojenik asit iceren o6rneklerde 27,85, 7,92, 3,2 ve
2,27 saat olarak degismistir. En yiikse konsantrasyonda klorojenik asit iceren
ornekte bu degerler 27,85, 9,02, 4,04 ve 2,27 saat olacak sekilde artmistir (Kopjar,
Pilizota, Subari¢, & Babi¢, 2009).

3.5.1.4  Fenolik Bilesiklerin Kendi Aralarinda Kiyaslanmasi

Benzer konsantrasyonlarda fenolik bilesiklerin kendi aralarinda goéstermis oldugu
etkinlige ait termal degradasyon verileri tablo 3.10’da verilmistir. Tabloya gore

70°C’ de tiim uygulanan tiim konsantrasyonlarda k degerini en etkin bicimde
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diisiiren ajan klorojenik asit olmustur. 70°C’ de 1:10 ve 1:20 konsantrasyonlarinda
kersetin ve rutin benzer etki gostermis olup t ve k degerleri birbirine yakin
cikmistir. 80°C’ de 1:5 konsantrasyonda klorojenik asit k degerini en etki diistiren
kopigment olmustur. 0,00640 dak™ olan kontrol k degerini 0,001467 dak™ e
kadar disiirmiistir. T degerlerinde ise etkinlik siras1 klorojenik
asit>rutin>kersetin seklinde olmustur. Ayni sicaklikta 1:10 konsantrasyonda k
degerlerinde fenolikler arasinda istatistiki fark gozlemlenmezken t degerlerinde
klorojenik asit yine etkili ajan olmustur. 1:20 konsantrasyonda ise k ve t
degerlerinde kersetin ve klorojenik asit birbirine yakin olarak hesaplanmistir. En
yiiksek sicaklik degeri olan 90°C’ de 1:5 ve 1:10 konsantrasyonlarda en etkili
kopigmentasyon ajani benzer sekilde klorojenik asit olurken; 1:20

konsantrasyonda rutin en etkili ajan olmustur.
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Tablo 3.9 Fenolik bilesiklerin kendi aralarinda kiyaslanmasi

1:5 1:10

Ornek k*10?% (dak™) t1,» (dak) k*10? (dak™) t1,» (dak) k*10? (dak™) ty,, (dak)

Kontrol 0,002888 A 239,970 D 0,002888 A 239,970 D 0,002888 A 239,970 D
. Rutin 0,001084 Ca 639,385 Bc 0,000921 Bab 752,401 Ca 0,000975 Bb 711,048 Cb
7oc Kersetin 0,001335 Ba 519,361 Cc 0,000868 Bb 798,797 Bb 0,000851 Bb 814,389 Ba
Klorojenik Asit 0,000717 Da 966,088 Ac 0,000615 Cab 996,173 Ab 0,000639 Cb 1083,970Aa

Kontrol 0,006401 A 107,159 D 0,006401 A 107,159 D 0,006401 A 107,159 C
. Rutin 0,001917 Ca 361,666 Bc 0,001561 Bb 444,041 Ba 0,001466 Bc 392,507 Bb
S0 Kersetin 0,002134 Ba 324,846 Cc 0,001601 Bb 433,044 Cb 0,001148 Cc 637,801 Aa
Klorojenik Asit 0,001467 Da 472,246 Ab 0,001393 Bab 497,442 Ab 0,001088 Cb 616,881 Aa

Kontrol 0,007407 A 93,580 D 0,007407 A 93,580 D 0,007407 D 93,580 D
. Rutin 0,004558 Ba 152,150 Cc 0,004142 Bb 167,329 Cb 0,002052 Cc 337,869 Aa
v0c Kersetin 0,004075 Ca 170,116 Bc 0,003994 Ba 173,541 Bb 0,002217 BCb 312,689 Ba
Klorojenik Asit 0,003606 Da 192,181 Ac 0,002496 Cb 277, 668 Ab 0,002574 Bb 269,273 Ca

Farkli biiyiik harfler benzer konsantrasyonda farkli ajanlar arasindaki istatistiki farki gosterirken farkli kiiciik harfler ayni ajanin farkl

konsantrasyonlar1 arasindaki istatistiki farki ifade etmektedir (p<0,05).



3.5.2 Metal fyonlarimin Eklenmesi

3.5.2.1  Aliiminyum Kloriir ilavesi

Aliiminyum Kkloriir ile farkli oranlarda kopigmente edilmis Orneklere ait termal
degradasyon verileri tablo 3.11’de ve sekil 3.10’ da verilmistir. Tabloya gore her
bir sicaklik degerinde konsantrasyon artis1 ile k degerleri azalirken t degerleri
artmaktadir. 70°C’ de 0,00288 dak™ olan kontrol k degeri 1:5 konsantrasyonda
0,000741 dak’, 1:10 konsantrasyonda 0,000727 dak™ ve 1:20 konsantrasyonda
da 0,000531 dak olarak 6l¢iilmiistiir. 1:10 ve 1:20 konsantrasyonda aliiminyum
kloriir iceren Orneklerin k degerleri arasinda istatistiki olarak fark
gozlemlenmemistir. 70°C’ deki yarilanma siireleri de konsantrasyon artisi ile
artmustir. Kontrole ait 239,970 dakika olan t degeri 1:5 oranda aliiminyum iyonu
ilavesi ile 904,662 dakikaya c¢ikarken bu deger 1:20 aliiminyum kloriir ilavesi ile
1305,822 dakikaya cikmistir. 80°C’ de benzer sekilde k degerleri azalma
gosterirken t degerleri ise artmistir. 0,00640 dak™ olan kontroliin k degeri 1:20
oraninda aliiminyum ilavesi ile 0,00109 dak® e kadar diismiistiir. Yarilanma
siireleri de bu sicaklik degerinde konsantrasyon artisina bagli olarak artmistir.
90°C’ deki k degerlerindeki degisim 70°C ile benzerlik gostermistir. Konsantrasyon
artisi ile k degerleri diigse de 1:10 ve 1:20 konsantrasyonun k degerleri arasinda
istatistiki olarak bir fark gozlemlenmemistir. Yarilanma siireleri ise logaritmik
olarak artmistir. % toplam antosiyanin kayiplar1 70°C’ de 45,67’ den %12,00’ ye
kadar; 80°C’ de %67,55’ ten %20,33’e kadar ve 90°C’ de de %76,72’ den %34,65’

e kadar diismiistiir.
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Tablo 3.10 Farkli oranlarda aliiminyum kloriir iceren 6rneklere ait termal degradasyon verileri

Sicaklik (°C) Konsantrasyon k*10? (dak™) ty/2 (dak) R? % Kayip
(v/v)
Kontrol 0,00288 A 239,970 D 0,98 45,67
. 1;5 0,000741 B 904,662 C 0,96 16,69
70°e 1;10 0,000727 B 953,439 B 0,96 15,3
1;20 0,000531 B 1305,822 A 0,92 12,00
Kontrol 0,00640 A 107,159 D 0,91 67,55
. 1;5 0,00210 B 329,867 C 0,99 34,86
S0°C 1;10 0,00140 C 494,775 B 0,99 28,3
1;20 0,00109 D 631,774 A 0,99 20,33
Kontrol 0,0074 A 93,580 D 0,92 76,72
. 1;5 0,00370 B 187,034 C 0,98 59,44
0 1;10 0,00236 C 346,497 A 0,98 34,2
1;20 0,00200 C 289,296 B 0,96 34,65
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Sekil 3.11 Aliiminyum kloriir iceren 6rneklerin antosiyanin kayiplari

Ratanapoompinyo ve ark. (2017) kara lahana antosiyaninleri {izerine farkl
metallerin  etkisini  inceledikleri =~ bir = calismada 1:1,7  oraninda
antosiyanin:aliminyum kloriir kompleksi hazirlayip 90°C’ de 120 dakika tutarak
birinci derece termal degradasyon parametrelerini incelemislerdir. Kontrol
grubuna it k degerini 0,00106 dak™ olarak bulurken bu deger aliiminyum iceren
ornekte ayni kalmistir. Benzer sekilde 10,9 saat olan yarilanma siiresinde
herhangi bir degisiklik olmamistir (Ratanapoompinyo, Nguyen, Devkota, &
Shrestha, 2017). Sigurdson & Giusti (2014) yilinda farkli bitki antosiayninlerine
aliiminyum klortiir tuzu ekleyerek termal stabilitelerini incelemislerdir. Patlican,

ahududu, kirmizi lahana, aronya, siyah kus {iziimi ve kara havuc
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antosiyaninlerine 0.057, 0.2288, ve 0.4576 M konsantrasyonlarinda katilan
aliminyum kloriir tuzlarinin konsantrasyon artisi ile daha iyi kompleks
olusturduklarini bildirmislerdir (Sigurdson & Giusti, 2014). Maylinda ve ark.
(2018) kirmiz1 piring antosiyaninlerini AICI3 ile kopigmente ederek stabilitelerini
UV-spektrofotometre ile gbzlemlemiglerdir. Katilan aliiminyum tuzu oranlan 1:1,
1:2, 1:3, 1:4 ve 1:5 seklinde olmustur. Farkl asitlik degerlerinde metal iyonu ile
kopigmente edilmis antosiyaninlerin daha stabil oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
konsantrasyon artisi dogrudan stabiliteyi olumlu etkilemistir (Maylinda, Rinadi,

Putri, Fadillah, & Wayuningsih, 2019).
3.5.2.2  Ferrik Sodyum Tuzu ilavesi

Farkli konsantrastonlarda ferrik sodyum tuzu iceren 6rneklere ait termal bozunma
degerleri tablo 3.12 ve sekil 3.11’ de verilmistir. Tabloya gore 70°C’ de k degerleri
kontrolden ¢ok daha kiiciik olarak olciilmiistiir. Konsantrasyon artisi ile k degerleri
degisse de istatistiki olarak konsantrasyon artisinin k degerlerine etkisi ¢cok fazla
olmamugtir. 70°C’ de 1:5 konsantrasyonda k degeri 0,00059 dak” iken bu deger
1:10 konsantrasyonda 0,00068 dak™ ve 1:20 konsantrasyonda ise 0,00061 dak™
olarak Olclilmiistiir. 80°C’ de k degerleri kontrole gore diisse de 1:10 ve 1:20
konsantrasyondaki orneklerde istatistiki olarak fark olmamistir. 0,00640 olan
kontrol 6rneginin k degeri 1:5 ferrik sodyum tuzu ilavesi ile 0,002272’ ye 1:10
ilavesi ile 0,001575’ e ve 1:20 ilavesi ile de 0,001481 dakikaya c¢ikmistir.
Uygulanan en yiiksek sicaklik degerinde 80°C’ ye benzer sekilde k degerleri metal
ilavesi ile azalirken 1:10 ve 1:20 konsantrasyonda ilave edilen kopigmentlerin
etkinligi benzer olmustur. Yarilanma siirelerine bakildig1 zaman 80°C’ de 107, 159
dakika olan deger 1:20 kopigment ilavesi ile 468,231’ e kadar ¢ikarilmistir. 90°C’
de bu deger kontrolde 93,58 dakikadan 287,410 dakikaya 1:20 kopigment ilavesi
ile gerceklestirilmistir. % toplam antosiyanin kayiplarina bakildiginda 70°C’ de
45,67 den 13,01’ e 80°C’ de %67,55’ ten %28,46’ ya ve 90°C’ de de %76,72’ den

%37,60’ a disiiriilmiistiir.
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Tablo 3.11 Farkli oranlarda ferrik sodyum tuzu iceren 6rneklerin termal degradasyon verileri

Sicaklik (°C) Konsantrasyon k*10? (dak™) ty,, (dak) R? % Kay1p
(v/v)
Kontrol 0,00288 A 239,970 D 0,98 45,67
i 1;5 0,00059 B 1175,33 A 0,96 15,76
70e 1;10 0,00068 B 1012,323 C 0,89 14,7
1;20 0,00061 B 1128,264 B 0,90 13,01
Kontrol 0,00640 A 107,159 D 0,91 67,55
. 1;5 0,002272 B 305,136 C 0,99 36,86
S0 1;10 0,001575 C 440,148 B 0,93 30,5
1;20 0,001481 C 468,231 A 0,98 28,46
Kontrol 0,00740 A 93,58 C 0,92 76,72
. 1;5 0,00294 B 236,04 B 0,96 54,99
v0°C 1;10 0,00233 C 284,022 A 0,99 40,5
1;20 0,00214 C 287,410 A 0,96 37,60
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Sekil 3.12 Farkli oranlarda ferrik sodyum tuzu iceren 6rneklerin antosiaynin
kayiplar1

Ratanapoompinyo ve ark. (2017) siyah lahana antosiyaninlerine ferrik iyonu ilave
ederek orneklerin 90°C’ de termal degradsayonunu birinci derece kinetik denklem
ile ifade etmiglerdir. Ferrik tuzu iceren 6rnegin k degerini 0,00153 (0,963) dak™
olarak ve yarilanma siiresini de 7,6 saat olarak bulmuslardir. ilginc bir bicimde
kontrol ile kiyaslandiginda k degeri artarken t degeri azalmis ve stabilite {izerinde
olumsuz etki gostermistir (Ratanapoompinyo, Nguyen, Devkota, & Shrestha,
2017). Antosiyaninlerin metal iyonlar1 ile yaptig1 selatlarin etki mekanizmasi
metallerin kinonoidal bazi stabil hale getirerek niikleofilik ataklardan korumasi ile

aciklanmaktadir (Yoshida, Kitahara, Ito, & Kondo, 2006). Genellikle metal
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iyon:antosiyanin kompleksi 1s1l islemde termal bozunmaya kars1 koruyucu etki
gostermektedir (Figueiredo, ve digerleri, 1999) ve diisiik pH degerinde bu koruma
daha da etki onmaktadir (Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2004). Demir
molekiillerinin antosiyaninler ile yaptig1 selatlar 80 dakika boyunca 60°C’ de
tutlan antosiyaninlerin bozulmasini 6nlemektedir (Patras, Brunton, O'Donnell, &
Tiwari, 2010). ilave olarak kopigment metal iyonunun kimyasal yapisi ve
antosiyanin molekiiliiniin bag olusturma potansiyeli kompleks olusumunda son
derece etkilidir (Maccarone, Maccarrone, & Rapisarda, 1985). Mavi renkli
antosiyaninlerin termal stabilitesi iizerine demir iyonu ilavesinin incelendigi
benzer bir calismada Buchweitz ve ark. (2013) 1:1 ve 1:2 konsantrasyonlarinda
ferrik tuzu ilave ederek raf 6mrii boyunca yarilanma siireleri incelemistir. Ferrik
tuzu konsantrasyonunun artmasi stabiliteyi azaltmistir. En etkin stabilite sonuclari
pH 4.5 ve antosiyanin:ferrik 1:1 oaraninda elde edilmistir (Buchweitz, Brauch,

Carle, & Kammerer, 2013).
3.5.2.3  Magnezyum Oksit flavesi

Farkli konsantrasyonlarda magnezyum oksit iceren Orneklere ait termal
degradasyon parametreleri tablo 3.13 ve sekil 3.12’ de verilmistir. Tabloya gore
70°C’ de kontrol 6rnegine ait k degeri 0,00288 dak™ iken MgO ilavesi ile bu deger
diismiistiir. Aym sicaklik degerinde konsantrasyon artisi ile k degerleri diisse de
istatistiki olarak herhangi bir farklilik gozlemlenmemistir. 0,001393 dak™ ile 1:20
konsantrasyonda MgO iceren ornek en diisiik k degerine sahip Ornek olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. 80°C’ de magnezyum oksit ilavesi ile k degerleri
diismiistiir. 0,00640 olan kontroliin k degeri kopigment konsantrasyonuna bagl
olarak azalmistir.70°C’ ye nazaran daha belirgin bir diisiis gozlemlenmistir. En
yliksek sicaklik degerindeki k degerlerine bakildig1 zaman 1:5 konsantrasyonda
metal iyonu iceren 0rnek kontrole yakin bir degere sahip olmustur. 1:10 ve 1:20
konsantrasyonda metal iyonu iceren Orneklerin k degerleri arasinda istatistiki

olarak bir fark gozlemlenmemistir. Kopigmente edilmis O6rneklerin yarilanma
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siireleri kontrol ile kiyaslandiginda artmistir. 70°C’ de 239,970 dak. Olan kontrol

orneginin yarilanma stiresi 497,422 dakikaya kadar ¢ikmistir.

Tablo 3.12 Farkli konsantrasyonlarda magnezyum oksit iceren 6rneklerin termal

degradasyon verileri

Sicakllk ~ Konsantrasyo k*10* (dak’
t;» (dak) R? % Kayip
(°C) n (v/v) D)
Kontrol 0,002880 A 239,970D 0,98 45,67
. 1;5 0,001580B 436,603 C 0,96 39,63
70°¢ 1;10 0,001518 B 456,760B 0,95 24,0
1;20 0,001393B 497,422 A 0,90 17,70
Kontrol 0,00640 A 107,159 D 0,91 67,55
. 1;5 0,00419 B 165,291 C 0,98 60,98
S0°C 1;10 0,00335 C 206,660 B 0,94 42,1
1;20 0,00227 D 305,086 A 0,98 34,95
Kontrol 0,00740 A 93,580D 0,92 76,72
. 1;5 0,00629 B 110,253 C 0,92 74,53
0°C 1;10 0,00421 C 178,074 A 0,98 55,9
1;20 0,00389 C 164,460 B 0,98 58,10
Fakat konsantrasyon artis1 ile yarilanma siirelerinde biiyiik farkliliklar

gozlemlenmemistir. 80°C’ de kontrol 6rneginin t degeri 107,159 dakika iken 1:5’
te 165,291 dakikaya 1:10’ da 206,660 dakikaya ve 1:20 konsantrasyonda da
305,086 dakikaya cikmistir. 90°C’ de 1:5 oraninda MgO iceren 6rnegin yarilanma
siiresi kontrol oOrnegine yakin olarak Olg¢iilmiistir. 90°C’ de 1:10
konsantrasyondaki 6rnek 1:20 konsantrasyondaki 6rnekten daha dayanikli olarak
gozlemlenmistir. Kontrol 6rneginin 70, 80 ve 90°C’deki % kayiplar sirasi ile 45,67,
67,55 ve 76,22 olarak hesaplanmistir. 70°C’ de bu deger %17,70’ e 80°C’ de

%34,95 e ve 90°Cde de %55,9’a kadar distrilmistir. 90°C’ de 1:20
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konsantrasyonda metal iceren 0rnegin toplam

kopigment iceren 6rnekten daha az olmustur.

antosiyanin kaybi 1:10 oraninda
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Sekil 1.13 Magnezyum oksit iceren Orneklerin antosiyanin kayiplari

Magnezyum tuzunun konsantrasyon artisi ile baglanma kabiliyeti artmaktadir.

Metal iyonlar1 antosiyaninlerin B halkasindaki serbest hidroksil gruplar ile

kolayca birlesebilmesi renk yogunlugu ve stabilite artirmaya katki saglamaktadir.

B halkasinda bir katesol yapisina sahip olan tiim antosiyaninlerin, yani tiim

siyanidin, delphinidin ve petunidin tiirevlerinin, birkac kiiciik iki degerlikli ve ii¢
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degerlikli metal katyonlar1 ile kompleks olusturma kapasitesine sahip oldugu

bilinmektedir (Li, Li, Wang, & Jiang, 2016).
3.5.2.4  Metal iyonlarimn Kendi Arasinda Kiyaslanmasi

Benzer konsantrasyonlarda farkli metallerin etkinlikleri tablo 3.14’ te verilmistir.
Tabloya gore 70°C’ de k degerleri kiyaslandiginda 1:5 konsantrasyonda en etkili
ajanlar aliiminyum kloriir ve ferrik sodyum tuzu olmustur. Fakat yarilanma
siirelerinde ferrik sodyum tuzu en etkili ajan olarak gézlemlenmistir. Ayni sicaklik
degerinde 1:10 konsantrasyonda benzer sekilde bir egilim gézlenmis olup en etkin
ajan ferrik sodyum tuzu olmustur. Fakat 1:20 konsantrasyona bakildiginda
yarilanma siirelerinin iyilestirilmesinde en etkili ajan aliiminyum kloriir olmustur.
80°C’ de k degerleri kiyaslandiginda tiim konsantrasyonlarda en etkisiz metal
iyonu magnezyum oksit olmustur. Ferrik sodyum tuzu ve altiminyum kloriir yakin
etkiyi gosterse de daha yiiksek sicakliklarda aliiminyum kloriir daha 6n plana
cikan ajan olmustur. 90°C’ de k degerlerinde ferrik sodyum tuzu en diisiik degere
sahip ajan olmustur. Yarilanma siirelerinde ise aliiminyum kloriiriin daha etkin

oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 3.13 Metal Iyonlarinin kendi arasinda kiyaslanmasi

1;5 1;10 1;20
k*10? (dak™) t1» (dak) k*10?% (dak™) t1,» (dak) k*10?% (dak™) t1,» (dak)
Kontrol 0,00288 A 239,970 D 0,00288 A 239,970 D 0,00288 D 239,970 D
. Aliiminyum 0,000741 Ca 904,662 Bc 0,000727 Ca 953,439 Bb 0,000531 Ca 1305,822 Aa
70°e Ferrik 0,000590 Ca 1175,330 Aa 0,000685 Ca 1012,323 Ac 0,000614 Ca 1128,264 Bb
Magnezyum 0,001588 Ba 436,603 Cc 0,001518 Bb 456,760 Cb 0,00139 Bb 497,422 Ca
Kontrol 0,00640 A 107,159 D 0,00640 A 107,159 D 0,00640 A 107,159 D
. Aliiminyum 0,00210 Ca 329,867 Ac 0,00140 Cb 494,775 Ab 0,00109 Dc 631,774 Aa
S0°C Ferrik 0,00227 Ca 305,136 Bc 0,00157 Cb 440,148 Bb 0,00148 Cb 468,231 Ba
Magnezyum 0,00419 Ba 165,291 Cc 0,00335 Bb 206,660 Cb 0,00227 Bc 305,086 Ca
Kontrol 0,0074 A 93,580 D 0,00740 A 93,580 D 0,00740 A 93,850 C
. Aliiminyum 0,00370 Ca 187,034 Bc 0,00200 Cb 346,497 Aa 0,002396 Cb 289,296 Ab
0C Ferrik 0,0029 Da 236,187 Ab 0,00214 Cb 284,022 Ba 0,00233 Cb 287,410 Aa
Magnezyum 0,00629 Ba 110,2533 Cc 0,00389 Bb 178,074 Cb 0,00421 Bb 164,460 Ba

Farkli biiyiik harfler benzer konsantrasyonda farkli ajanlar arasindaki istatistiki farki gosterirken farkli kiiciik harfler ayni ajanin farkli

konsantrasyonlar1 arasindaki istatistiki farki ifade etmektedir (p<0,05).



3.5.3 Siklodekstrinlerin ilavesi
3.5.3.1 a-siklodekstrin ilavesi

Farkli konsantrasyonlarda a-siklodekstrin iceren Orneklere ait termal degradasyon
verileri tablo 3.15 ve sekil 3.13’ te verilmistir. Tabloya gore tiim sicaklik
degerlerinde a-siklodekstrin ilavesi k degerlerini diisiirmiistiir. Fakat 1:10 ve 1:20
konsantrasyonda kopigment iceren orneklerin k degerleri arasinda 90°C harig
istatistiki olarak fark gozlemlenmemistir. 70°C’ de kontrole ait k degeri 0,00288’
den 1:5 a-siklodekstrin ilavesi ile 0,001422’ ye 1:10 a-siklodekstrin ilavesi ile
0,000693’e 1:20 a-siklodekstrin ilavesi ile de 0,000584’ e diistiriilmiistiir. 70°C’
deki yarilanma siireleri konsantrasyon artisina bagli olarak yiikselmis olup
239,970 olan kontroliin t degeri 1:20 a-siklodekstrin ilavesi ile 1178,236 dakikaya
cikmistir. 80°C ve 90°C’ de benzer sekilde yarilanma siireleri konsantrasyon
artisina bagl olarak artmistir. 80°C’ de 107,159 dakika olan kontrole ait yarilanma
siiresi 841,493’ e 90°C’'de 93,580 dakika olan kontrol yarilanma siiresi de 377,898
dakikaya cikmistir. % toplam antosiyanin kayiplar1 70°C’ de %45,67’ den %12,23’
e; 80°C’de %67,55’ ten %19,72’ ye ve 90°C’ de de % 76,72’ den %32,54° e

diismiistiir.

99



00T

Tablo 3.14 Farkli konsantrasyonlarda alfa siklodekstrin iceren 6rnekere ait termal degradasyon verileri

Sicaklik (°C) Konsantrasyon k*10? (dak™) ty/5 (dak) R? % Kayip
(v/v)
Kontrol 0,00288 A 239,970 D 0,98 45,67
. 1;5 0,00142 B 488,249 C 0,98 27,90
70e 1;10 0,000693 C 998,942 B 0,89 17,74
1;20 0,000584 C 1187,236 A 0,94 12,23
Kontrol 0,00640 A 107,159 D 0,91 67,55
. 1;5 0,00232 B 298,195 C 0,94 32,64
S0°C 1;10 0,000870 C 796,164 B 0,94 27,07
1;20 0,000824 C 841,493 A 0,95 19,72
Kontrol 0,00740 A 93,580 D 0,92 76,72
i 1;5 0,00285 B 242,850 C 0,95 37,58
e 1;10 0,00140 D 494,941 A 0,98 34,24
1;20 0,00183 C 377,898 B 0,97 32,54
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Sekil 3.14 Farkli konsantrasyonlarda a-siklodekstrin iceren 6rneklerin
antosiyanin kayiplari

3.5.3.2  B-siklodekstrin ilavesi

Farkli konsantrasyonlarda (3-siklodekstrin iceren 6rneklere ait termal degradasyon
parametreleri Tabblo 3.16 ve sekil 3.14’ te verilmistir. Tabloya gore tiim sicaklik
degerlerinde konsantrasyon artisina bagl olarak k degerleri azalmis ve t degerleri
artmistir. 90°C’ de 1:5 konsantrasyon ve 1:10 konsantrasyondaki orneklerin k
degerleri arasinda istatistiki olarak bir fark gozlemlenmemistir. Yarilanma siireleri

tim konsantrasyonlarda artarak devam etmistir. 70°C’ de en diisiik k degeri
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0,000375 ve en yiksek t degeri

de 1847,161 dakika olarak 1:20

konsantrasyondaki ¢rnekte gozlemlenmistir. 80°C’ de kontrol k degeri 0,00640

iken bu deger 1:20 § —siklodekstrin ilavesi ile 0,00124’ e diismiistiir. % antosiyanin

kayiplarina bakildigi zaman 70°C’ de toplam

kayip
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distrtilmustir. 80°C’ de %67,55 olan kontrole ait % kayip %19,99’ a 1:20 3 —

siklodekstrin ilavesi ile diistiriilmiistiir. 90°C’ de %76,72 olan kayip %31,56’ ya

kadar disiirtilmisttir.

Sekil 3.15 Farkli konsantrasyonlarda -siklodekstrin iceren 6rneklerin

antosiyanin kayiplari
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Tablo 3.15 Farkli konsantrasyonlarda § —siklodekstrin iceren 6rneklerin termal degradasyon parametreleri

Sicaklik (°C) Konsantrasyon k*10?% (dak™) ty,» (dak) R? % Kayip
(v/v)
Kontrol 0,00288 A 239,970 D 0,98 45,67
. 1;5 0,00155 B 447,044 C 0,96 29,77
e 1;10 0,00106 C 653,198 B 0,94 16,74
1;20 0,000375 D 1847,161 A 0,96 13,22
Kontrol 0,00640 A 107,159 D 0,91 67,55
] 1;5 0,00232 B 297,479 C 0,88 27,34
oo 1;10 0,00168 C 412,094 B 0,97 30,20
1;20 0,00124 D 550,356 A 0,89 19,99
Kontrol 0,00740 A 93,580 D 0,92 76,72
. 1;5 0,00268 B 258,168 C 0,92 34,41
e 1;10 0,00252 B 274,032 B 0,98 33,79
1;20 0,00197 C 351,275 A 0,96 31,59




Mourtzinos ve ark. (2008) [-siklodekstrin varliginda hibiskus ekstraktlarinin
termal stabilitesini incelemislerdir. Hibiskus Orneklerine 1:1 oranda -
siklodekstrin katilarak 60, 70, 80 ve 90°C’ de bekleterek antosiyanin miktarindaki
degisimi incelemiglerdir. 60°C’ de kontrol grubu 6rneginin k degeri 0,7*103 dak™
iken, yarilanma siiresi de 16,5 saat olarak bulunmustur. Bu degerler (-
siklodekstrin ilavesi ile sirasiyla 0,3 *103 dak™ ve 36,51 saat olmustur. 70°C’ de
benzer sekilde k degeri diiserken t degeri artmustir. 1,9%*103 dak™ olan kontrol k
degeri 1,4; 6,08 saat olan yarilanma siiresi de 8,25 saat olmustur. 90°C’de kontrol
k degeri 3,6*103 dak" olarak olciiliirken kopigmente edilmis 6rnekte bu deger
3,21*103 dak™ olarak hesaplanmistir. Ayrica 90°C’ deki yarilanma stiresi 3,21
saatten 6,08 saate citkmistir (Mourtzinos, ve digerleri, 2008). Fernandes ve ark.
(2018) yaban mersini antosiyaninlerine 1:10 oraninda [-siklodekstrin ilave
ederek 60 ve 90°C’ de 120 dakika bekletip termal degradasyonunu incelemistir.
60°C'de 0,8*103 dak™ olan kontrole ait k degeri B-siklodekstrin ilavesi ile
0,29*103 dak’ olmustur. Ayrica yarilanma siireleri bu sicaklik degerinde
kontrolde 14 saat iken bu deger kopigmente edilmis oOrnekte 41 olarak
ol¢lilmiistiir. 90°C’ de ise 3,2*103 dak olan kontrol k degeri B-siklodekstrin ilavesi
ile 2,6*103 dak™ e diigsmiis ve yarilanma siiresi de 2,6 saatten 4,1 saate cikmustir
(Fernandes, ve digerleri, 2018). Pastorizasyon isleminin antosiyaninler {izerine
etkisinin incelendigi bir diger calismada aronya ekstraktlar1 (-siklodekstrin ile
zenginlestirilmistir. PastOrizasyon islemi Oncesi toplam antosiyanin miktar1 95-
100 mg/ml olarak olgiiliirken pastorizasyon sonrasi bu deger 76-82 mg/ml
araligina diismiistiir. %0,5, 1 ve 3 oraninda -siklodekstrin ilave edilen tiriinlerde
pastOrizasyon sonrasi antosiyanin miktar1 incelendiginde %3’ten daha diisiik
konsantrasyonlarda ilave edilen (-siklodekstrin etkinlik gostermezken %3 ve iizeri
konsantrasyonlarda antosiyanin kayb1 azalmistir (Howard, Brownmiller, Prior, &
Mauromoustakos, Improved Stability of Chokeberry Juice Anthocyanins by -
Cyclodextrin Addition and Refrigeration, 2013). Dut antosiyaninlerinin -
siklodekstrin ilavesi ile stabilitesinin artirilmaya calisildig: bir diger arastirmada
70,80 ve 90°C’ de tutulan Orneklerin termal degradasyon parametreleri

incelenmigstir. Kontrol 6rneginde k degerleri 70, 80 ve 90°C’ de sirasiyla 1,26, 3,36
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ve 4,33 *103 dak-1 olarak olctiliirken t1/2 degerleri de sirasiyla 8,95, 3,44 ve 2,67
saat olarak Ol¢iilmiistiir. B-siklodekstrin ilavesi ile k degerleri ayni sicakliklarda
sirasiyla 0,44, 1,22 ve 1,94 *103 dak™ olarak ol¢iiliirken t degerleri de sirasi ile
26,25, 9,47 ve 5,95 saat olarak olciilmiistiir (Xie, Xu, Shishir, Zheng, & Chen,
2019). Benzer sekilde siyah fasulye kabuklarindan elde edilen antosiyaninler
tizerine B-siklodekstrin ilavesi +4°C’ de raf 6mrii boyunca antosiyaninlerin termal
yarilanma stirelerini uzatmigtir. Kontrolde 0,0218 hafta’ olan k degeri B-
siklodekstrin ilavesi ile 0,0089 hafta™ e kadar diiserken yarilanma siiresi de 31,8

haftadan 77,8 haftaya ¢cikmistir (Aguilera, ve digerleri, 2016).
3.5.3.3  Siklodekstrinlerin Kendi Arasinda Kiyaslanmasi

Siklodekstrinlerin kendi aralarinda olan termal degradasyon kiyaslama
parametreleri tablo 3.17’de verilmistir. Tabloya gore 1:5 konsantrasyonda k
degerleri kiyaslandiginda tiim sicaklik degerlerinde iki ajan arasinda istatistiki
olarak bir fark gozlemlenmemistir. Fakat yarilanma stirelerinde 70 ve 80°C’ de 1:5
konsantrasyonda a-siklodekstrin 6ne ¢ikmistir. 90°C’ de ise beta siklodekstrin daha
etkili olmustur. 1:10 ve 1:20 konsantrasyonda tiim sicaklik degerlerinde «-

siklodekstrin daha etkili ajan olarak gozlemlenmistir.
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Tablo 3.16 Siklodekstrinlerin kendi arasinda kiyaslanmasi

1;5 1;10 1;20
k*10* (dak™) ty k*10* (dak™) ty,» (dak) k*10* (dak™) t;/, (dak)
Kontrol 0,00288 A 239,970 C 0,00288 A 239,970 C 0,00288 A 239,970 C
70°C Alfa 0,00142 Bb 488,249 Ac 0,000693 Ca 998,942 Ab  0,000584 Ba 1187,236 Ba
Beta 0,00155 Ba 447,044 Bc 0,00106 Bb 653,198 Bb 0,000375 Cc 1847,161 Aa
Kontrol 0,00640 A 107,159 C 0,00640 A 107,159 C 0,00640 A 107,159 C
80°C Alfa 0,00233 Bb 298,195 Ac 0,000870 Ca 796,164 Ab  0,000824 Ca 841,493 Aa
Beta 0,00232 Ba 297,479 Bc 0,00168 Bb 412,094 Cb 0,00124 Bc 559,356 Ba
Kontrol 0,00740 A 93,580 C 0,00740 A 93,580 C 0,00740 A 93,580 C
90°C Alfa 0,00285 Ba 242,850 Bc 0,00140 Cc 494,941 Aa 0,001834 Bb 377,898 Ab
Beta 0,00268 Ba 258,168 Ac 0,00252 Bb 274,032 Bb 0,00197 Bc 351,275 Ba

Farkli biiyiik harfler benzer konsantrasyonda farkli ajanlar arasindaki istatistiki farki gosterirken farkli kiiciik harfler ayni ajanin farklh

konsantrasyonlar1 arasindaki istatistiki farki ifade etmektedir (p<0,05).



3.5.4 Ornek Uriin Denemeleri

Ornek iiriin denemelerine ilskin sonuclar asagida gorseller seklinde verilmistir.

Alfa j Yalnizca
Rutn Ferrik

Renksi. Yapay boya siklodekstrin karamuk
Sodyum Tuzu

Sekil 3.16 Stabilitesi en yiiksek konsantrasyonu iceren renklendiriciler ile
tiretilmis

Alfa

_siklodekstrin

s

Sekil 3.17 Stabilitesi en yiiksek konsantrasyonu iceren renklendiriciler ile
tiretilmis kurabiye ve hamuru
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Sekil 1.18 Stabilitesi en yiiksek konsantrasyonu iceren renklendiriciler ile
tiretilmis kek ve hamuru

Sekil 3.19 Stabilitesi en yiiksek konsantrasyonu iceren renklendiriciler ile
tiretilmis yogurt
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Sekil 3.20 Stabilitesi en yiiksek konsantrasyonu iceren renklendiriciler ile
liretilmis pasta kremasi
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SONUGC VE ONERILER

Renk, gida tercihlerinde tiiketici tarafindan ilk fark edilen 6zellik olmas1 nedeni
ile en onemli kalite parametrelerinden biridir ve tiiketici tercihlerini dogrudan
etkiler. Gidalarin renklendirilmesi ilk ¢aglardan itibaren bitkisel kaynakl: iirtinler
ile yapilirken artan niifus ve zorlasan tiiketici taleplerine cevap vermek adina
sanayi devrimi ile birlikte dogal renk maddelerine alternatif yapay olanlari
liretilmeye baslanmistir. Stabilite, ucuz olma ve gida yapisini bozmama gibi
avantajlarindan dolay1 gida endiistrisinde farkli amaclar icin uzun yillar kullanilan
yapay boyalarin sagliga olumsuz etkilerinin ortaya konmas: ile yapay boya
tiiketimine olan ilgi dogrudan bitkisel alternatiflerine kaymistir. Bu amacla farkl
bitkilerden farkli renk maddelerinin eldesi icin akademik ve endiistriyel bircok
calisma yiritiilmistiir. Bitkisel renk pigmentleri klorofil, karotenler, likopen ve
antosiyaninler gibi genis bir yelpazeye sahip olup farkli gida matrikslerinde
basarili bir bicimde kullanilmaktadir. Antosiyaninler, dogada kirmizidan
pembeye; maviden mora renk verebilme 6zelligine sahip hiicre i¢cinde ve disinda
bulunabilen aglikon glikozitleridir. Antosiyaninler, firincilik iiriinleri, siit tiriinleri,
alkollii ve alkolsiiz igecekler gibi bir¢ok farkli gida iriiniinde kullanilmaktadir.
Gida proseslerinde 1s1, sicaklik, pH degisimi gibi etmenlerden kolayca etkilenmesi
nedeni ile antosiyaninlerin stabilitesini artirmaya yonelik ¢alismalar giin gectikce
artmaktadir. Bu amacla bu ¢alismada zengin bir antosiyanin kaynagi olan endemik
karamuk (Berberis crataegina DC.) bitkisinden antosiyaninler yiiksek saflikta izole
edilip 1s1l stabilitesi artirilmaya calisilmistir. Bu amacla yiiksek ses uygulamasi
yardimi ile ekstrakte edilen antosiyaninler Amberlite XAD-7HP makro resini
yardimi ile %86 oraninda seker ve organik bilesiklerden ayrilmistir. HPLC ile
tanimlanan antosiyanin profilinde en yiiksek miktarda elde edilen antosiyanin
malvidin-3-glikozit olmustur. Daha sonra 3 farkli fenolik madde, 3 farkli metal
iyonu ve 2 farkli siklodekstrin ile kopigmente edilerek farkl sicaklik degerlerinde
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tutulup antosiyaninlerin degradasyonu incelenmistir. Calisma kapsaminda
kullanilan fenolik bilesikler rutin, kuersetin ve klorojenik asittir. Klorojenik asit,
en etkili kopigmentasyon araci olmustur. Yiiksek konsantrasyonlarda rutin daha
etkili bir ajan olmus fakat 6rnekte renk degisimine sebep olmaktadir. Calismada
kullanilan metal iyonlari, Aliminyum kloriir, magnezyum oksit ve ferrik sodyum
tuzudur. En verimli metal iyonu ferrik sodyum tuzu olmustur. Metal iyonlar1 icin
TGK'nde pastaciik malzemelerinde kullanilan renklendiricilerde kullanilabilir
ibaresi bulunmaktadir. Magnezyum oksit gida takviyeleri hazirlamada da
kullanilmaktadir. Demir oksitler icin turuncgillerden elde edilen iirtinlerde
konstrat1 artirmak icin ve tiitsiillenmis deniz tiriinleri tiretiminde kullanilir ibaresi
bulunmaktadir. Calismada siklodekstrinlerden a-siklodekstrin ve (-siklodekstrin
kullanilmistir. Calisilan biitiin kopigmentler icinde en verimli ikisi olmustur. a -
siklodekstrin en verimli olan ajan olmustur. Gida endiistrisinde uzun yillardir pek
cok farkli amaclarla kullanilmistir. Isik, oksijen ve sicakliktan etkilenen bilesenler
icin iyi birer koruyucudurlar. Beta-siklodekstrin icin TGK limit sinirlamasi
olmadan gida takviyesi iiretiminde kullanilabilecegi ibaresi yer almaktadir. Katilan
kopigmentasyon ajanlarinin konsantrasyonlarinin artmasi stabiliteyi artirmistir
fakat artan konsantrasyon son {irlinde renk ve kivam degisikligine neden
olmustur. 1:20 konsantrasyon sonrasi rutin, kuersetin ve ferrik sodyum tuzu
iceren orneklerin renkleri degisirken siklodekstrin miktarinin artmasi ile iiriin
daha yapiskan ve kivamli bir hal almistir. Calisma sonucunda 1s1l isleme dayanikli
farkli amaclar icin kullanilabilecek yiiksek antosiyanin icerikli dogal kirmizi ve
tonlarinda renk maddesi eldesi gerceklesmistir. Ticarilesmesi ile {ilke ekonomisine
katki saglayabilecek hammadde olurken; iiretiminde kullanilacak bitkinin 1slahi

ile de yore halkina yeni bir gelir imkan1 taninmis olacaktir.
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