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OZET

FARKLI YONTEMLER VE TASIYICI MADDELER KULLANILARAK ELDE
EDILEN SAFRAN (Crocus sativus L.) EMULSIYONLARININ DEPOLAMA
STABILITESININ ARASTIRILMASI

Negin AZARABADI
Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Feramuz OZDEMIR
Temmuz 2019; 189 sayfa

Safran, pahali ve az bulunan bir baharat olmasina ragmen 6zgiin rengi ve aromast
nedeniyle tercih edilir. Tiiketicilerin kullanima hazir gidalara yonelik artan talebi de goz
ontinde bulundurularak safran ekstraktinin kolay bulunabilir ve kullanilabilir, stabil bir
formda tiiketiciye sunulmasinin énemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada, iran’dan
temin edilen, Kategori-I simifinda tanimlanan ve ISO standardina gore 1.sif kalitede
olan safran 6rnekleri kullanilmistir. Orneklere 3 farkli safran:su orani (0.5:1, 1:1 ve 2:1,
wiv), 3 farkli sicaklik (60, 70 ve 80°C) ve 10 farkli stirede (5, 10, 20, 30, 60, 120, 180,
240, 300 ve 360 dk) islemler uygulanarak ekstraksiyon optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Optimum sartlarda elde edilen ekstrakt ile ISO’da belirtilen standart
yontemle hazirlanan ekstrakt, renklendirme giicii agisindan karsilastirilmistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda bu ekstraksiyon yontemlerinin renklendirme giicii tizerine etkisi
istatistiki  olarak o6nemli (P>0.05) diizeyde bulunmamistir. Ayrica yaptigimiz
ekstraksiyon g¢alismasinda ISO yontemine esdeger sonuglarin daha kisa siirede elde
edilebilecegi goriilmiistiir. Ancak, yiiksek sicakliktan ka¢inmak amaciyla uygulanan
ekstraksiyon igleminin oda sicakliginda gerceklestirilmesi, uluslararasi gegerliligi olan bir
yontem olmasi ve ayrica enerji tasarrufu saglamasi bakimindan da ¢alismanin diger
basamaklarinda ekstraksiyon metodu olarak ISO ydntemi tercih edilmistir.

ISO 36322 yontemi kullanilarak elde edilen ekstrakti konsantre etmek amaciyla
ultrafiltrasyon islemi uygulanmigtir. Bu islemde filtre materyali (PESU ve Hydrosart),
ayirma siniri (1, 5 ve 10 kDa), permeat:retentat orani (60:40, 70:30 ve 80:20), basing (2
ve 3 bar) ve sicaklik (4 ve 25°C) parametreleri optimize edilmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda 1 kDa ayirma sinirina sahip polietersiilfon (PESU) filtre ile 4°C sicaklik,
2 bar basing ve permeat:retentat oraninin 80:20 oldugu kosullarda elde edilen retentat
safran Orneklerinde renk bilesenleri (£° degeri diisiik ve C* degerinin yiiksek) en iyi
sekilde konsantre edilmistir. Ultrafiltrasyon islemi sonucunda elde edilen konsantre
ekstrakt (retentat), tek katmanli (Su/yag) emiilsiyon haline getirilmistir. Tek katmanli
emiilsiyonun formiilii (yag, siirfektan ve ekstrakt orani), D-optimal birlesik dizayn
kullanilarak optimize edilmis ve buna gore optimum oranlar; %67 aycicek yagi, %6
poligliserol polirisinolat (PGPR) ve %27 safran konsantresi olarak tespit edilmistir.

Optimum formiil ile hazirlanan tek katmanli emiilsiyon, ayrica ¢ok katmanl
emiilsiyon sistemi elde etmek i¢in de kullanilmigtir. Ancak UF islemi ¢ok katmanli
emiilsiyon i¢in gerekli konsantrasyonda ekstrakt elde edilmesi i¢in yeterli olmamistir. Bu



sebeple ve ¢alismanin amact goz Oniinde bulundurularak safran oran1 daha yiiksek bir
ekstrakt hazirlanmis ve c¢ok katmanli emiilsiyonun iiretiminde kullanilmistir. Cok
katmanli emiilsiyon formiilii optimizasyonunda farkli tastyicilar (maltodekstrin,
peyniralt1 suyu proteini izolat1 (WPI) ve B-siklodekstrin (BSD)) ve bunlarin farkli oranlari
bagimsiz degisken olarak se¢ilmistir. Renk degerleri ve pargacik boyutu degerleri géz
oniinde bulundurularak; i¢ faz1 optimum kosullarda hazirlanan S/Y emiilsiyonunun; dis
faz1 ise WPI-BSD kompleksinin ve tek basina B-siklodekstrinin olusturdugu 2 farkli
SIYIS ¢oklu emiilsiyon sistemi hazirlanmis ve bunlarda da depolama analizleri
gerceklestirilmistir.

Optimizasyon verileri dogrultusunda, toplamda 7 farkli formiil 2 tekerriir halinde
iretilmis ve 35 giin boyunca 3 farkli sicaklikta depolama (5, 25 ve 45°C)
gerceklestirilmistir. Depolama siiresince 6rneklerde her 5 giinde bir; pargacik boyutu (D43
ve aciklik), model gidada renk (L*, h° ve C¥*), stabilite (ESI), krosin saliimi (%FR),
enkapsiilasyon etkinligi (%EE), mikroskop ile pargacik boyutu goriintiileme (0. giin ve
35. giin), krosin igerigi (0. glin ve 35. giin) ve duyusal analiz (0. giin ve 35. giin, 25°C’de
depolanan 6rneklerde) gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda emdiilsiyon
formunda olmayan Orneklerde depolama sicaklifina ve siiresine bagli olarak renk
bilesenleri ciddi oranda zarar goérmiis ve bu Ornekler model gida olarak kullanilan
pilavlari renklendirmede basarili olamamistir. Ancak emiilsiyon formunda olan
orneklerin yiiksek sicakliklarda uygun siire depolama kosullarinda dahi model gidada
renklendirme yetenekleri devam etmistir. Bu emiilsiyonlarin stabilitesi tiizerinde;
emiilsiyonda kullanilan hidrokolloidlerin ve mekanik karistiricilarin da etkisinin oldugu
tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Cift katmanl emiilsiyon, Ekstraksiyon, Safran (Crocus
sativus L.), Stabilite, Tek katmanli emiilsiyon, Ultrafiltrasyon, Ultrasonikasyon
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ABSTRACT

STORAGE STABILITY OF SAFRAN (Crocus sativus L.) EMULSIONS
OBTAINED BY DIFFERENT METHODS AND CARRIERS

Negin AZARABADI
PhD Thesis, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Feramuz OZDEMIR
July 2019; 189 pages

Saffron, due to its characteristic color and aroma, is a demanded spice despite
being expensive and rare. It is thought to be important to supply it in a stabilized and
readily available form considering the growing demand of consumers for ready-to-use
foods. In this study, saffron samples, obtained from Iran, classified in Category-I class
according to ISO standard and defined as first grade quality, were used. Extraction
optimization was conducted using 3 different saffron: water ratios (0.5: 1, 1: 1 and 2: 1,
w/v), 3 different temperatures (60, 70 and 80°C) and 10 different time periods (5, 10, 20,
30, 60, 120, 180, 240, 300 and 360 min). Extracts prepared at optimum conditions was
compared to the extract prepared according to standard method of 1SO. There was
insignificant difference (P>0.05) between two extractions in terms of coloring power.
Furthermore, it was seen by the optimization study that the equivalent values that of a
standard method could be achieved in shorter time periods. However, ISO method was
chosen as an extraction method for following stages of the study to avoid high
temperature since it is applied at room temperature, providing energy saving and
recognized at globally.

Ultrafiltration was applied to concentrate the saffron extracts, obtained using by
method of 1ISO 3632-2. In this stage, parameters of filter material (PESU and Hydrosart),
cut off value (1, 5 and 10 kDa), permeate: retentate ratio (60:40, 70:30 and 80:20),
pressure (2 and 3 bar) and temperature (4 and 25°C) were optimized. Color compounds
of saffron extracts were concentrated in best form (low #° with high C* value) as retentate
by using optimum conditions determined as 1 kDa of cut off value with PESU filter at 2
bar and 4°C with the permeate: retentate ratio of 80:20. Following subsequent to
ultrafiltration, single layer emulsion (water/oil) was prepared using concentrated extract
(retentate). Formula of single layer emulsion was optimized by using D-optimal
integrated design approach and constituents of emulsion was determined as 67% of
sunflower seed oil, 6% of polyglycerol polyricinoleate (PGPR) and 27% of saffron
concentrate.

Single layer emulsion with optimum formula was also used in preparation of
multi-layer emulsion. But ultra-filtered extract did not meet the required concentration
for preparation of multi-layer emulsion. Thus, an extract with higher saffron content was
prepared to use in multilayer emulsion formula. Different hydrocolloids (maltodextrin,
whey protein isolate (WPI) and B-cyclodextrin (BCD)) and their ratio in the emulsion
were used as independent variable in optimization of multi-layer emulsion. One inner



phase of w/o emulsion was chosen as inner phase with two different outer phases as WPI-
BCD complex and only BCD to prepare w/o/w multi-layer emulsion system considering
color and particle size values and analyses were conducted during storage.

Eventually, 7 different formulas were produced in 2 replicates and stored for 35
days at 3 different temperatures (5, 25 and 45°C). Throughout storage, analyses such as
particle size (D43 and agiklik), color in model food (L*, h® and C*), encapsulation
stability index (ESI), fraction of released crocin (FR%), encapsulation efficiency (EE%)
were conducted every fifth day, while microscopic monitoring of particle size, crocin
content and sensorial analyses were conducted in the beginning and end of storage. Color
compounds of samples maintained as only saffron concentrate were significantly
degraded and those samples were found to be unfavorable to color pilaf used as model
food. But coloring ability of saffron concentrate in emulsion form was preserved even at
high temperatures during storage. Mechanical mixers and preferred hydrocolloids were
determined to be significantly efficient on emulsion stability.

KEYWORDS: Double Layer Emulsion, Extraction, Saffron (Crocus sativus L.), Single
Layer Emulsion, Stability, Ultrafiltration, Ultrasonication
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Prof. Dr. Ayhan TOPUZ
Prof. Dr. Yusuf YILMAZ
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ONSOZ

Diinya iizerinde belirli bolgelerde yetistirilebilmesinin, toplanmasimnin ve
liretiminin yogun bir emek gerektirmesi, genis alanlardan miktarca ¢ok az {iriin
alimabilmesi safrani diinyanin en pahali baharati yapmaktadir. Safran; pahali ve az
bulunan bir baharat olmasina ragmen rengi ve aromast nedeniyle kullanimi oldukca
yaygindir. Tiiketicilerin kullanima hazir gidalara artan talebi de goz Onilinde
bulundurularak safran ekstraktinin siirekli bulunabilir, kolay kullanilabilir ve stabil bir
formda tiiketiciye sunulmasinin 6énemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada farkli
tastyict maddeler (maltodekstrin, peyniralti suyu proteini izolati, B-siklodekstrin, PGPR
vd) kullanilarak tretilen safran emiilsiyonlarinin (S/Y ve S/Y/S) kalite ozellikleri ve
stabilitesi arastirilmistir.

Akdeniz Universitesi, Gida Miihendisligi Béliimii’nde yiiksek 6grenim firsatini
saglayan ve bu siire¢ igerisinde beni yonlendiren, her tiirli imkani1 saglayan, bilgi ve
tecriibelerinden yararlandigim basta danisman hocam Sayin Prof. Dr. Feramuz
OZDEMIR olmak iizere, calismamiz siiresince tavsiye ve yardimlarmni esirgemeyen Prof.
Dr. Ayhan TOPUZ ve Prof. Dr. Yusuf YILMAZ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Arastirma kapsaminda laboratuvar kapilarin1 bana acan, tavsiyelerde bulunan ve
desteklerini esirgemeyen Prof. Dr. Mustafa KARHAN ve Prof. Dr. Ahmet
KUCUKCETIN’e, Prof. Dr. Mustafa ERBAS ve Dog. Dr. Irfan TURHAN’a tesekkiir
ederim. Akdeniz Universitesi, Gida Miihendisligi Béliimii’'nde egitime basladigim
giinden itibaren destegini esirgemeyen Ve yliksek 6grenim firsatini saglayan Sayin Prof.
Dr. Muharrem CERTEL’e tesekkiirlerimi sunarim.

Tezin her asamada tecriibelerinden yararlandigim ve hicbir konuda yardimini
esirgemeyen Ogr. Gor. Atike Nur DURAK ’a, ¢alisma siiresince her tiirlii yardimima
kosan Gida. Yiik. Mith. Ecem VURAL’a ve destegini daima hissettigim Dr. Hanife
Aydan YATMAZ a, Gida. Yiik. Miih. Sinem SALMAN’a ve Gida. Miih. Ali OZCAN’a
tesekkiir ederim.

Arastirma esnasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, Ogr. Gor. Dr. Ash
ARSLAN KULCAN’a, Dr. Firuze ERGIN’e, Kimya Yiik. Miih. Taner ERKAYMAZ’a,
Gida. Yiik. Miih. Ahmet HACIOGLU na ve manevi destegini esirgemeyen biitiin yiiksek
lisans ve doktora 6grencisi arkadaslarima tesekkiir ederim.

Tez calismamu finansal olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.

Uzaktan moral destegini esirgemeyen, sevgi ve sefkatleri ile her an yanimda
hissettigim sevgili ablam Dr. Niloufar AZARABADI, enistem Miih. Adel LOTFIPOUR
ve evimizin nese kaynaklar1 Yasmin ve Benyamin LOTFIPOUR ’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Son olarak bu tezi hayattaki en biiylk sansim olan annem Tahere
BEHRAVESH ve babam Dr. Sirous AZARABADI ye armagan ediyorum.
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AKADEMIK BEYAN

Doktora Tezi olarak sundugum “Farkli yontemler ve tasiyict maddeler
kullanilarak elde edilen safran (Crocus sativus L.) emiilsiyonlarinin depolama
stabilitesinin arastirilmasi” adli bu ¢alismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun
olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagin
gosterdigimi beyan ederim.

12/07/2019

Negin Azarabadi
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Simgeler

cm

kDa
kHz
kg

kPa

Z@

MHz
mg
mL
mm
m/z

nm

ppm

°C

%

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Santimetre

: Santimetrekiip

: Kilodalton

: Kilohertz

: Kilogram

: Kilopaskal

- Litre

. Yercekimi kuvveti
: Gram

: Molar

: metre

: Megahertz

: miligram

- Mililitre

: Milimetre

: kiitle/ytiik orani
: Nanometre

: Milyonda bir kisim
: Saniye

. Alfa

: Beta

: Dolar

. Santigrat derece

: Yiizde



pum

uM

Kisaltmalar
ABD
Alg
BSD
CAC
CAR
Cs
CSL
DAD
d/dk
dk
DVvVB
DE
EE
ESI
FA

FR
GC-MS
HLB
HPLC
HTCC
ISO

: Mikro
: Mikrometre

: Mikromolar

: Amerika Birlesik Devletleri

> Aljinat

: Betasiklodekstrin

. Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu

: Carboxen

: Kitosan

: Kalsiyum stearoil laktilat

: Diyot Dizi Dedektorii

: Devir/Dakika

: Dakika

: Divinylbenzene

: Dekstroz esdegerligi

: Enkapstilasyon Etkinligi

: Enkapsiilasyon Stabilite Indeksi

. Yag asitleri

: Krosin salinimi

: Gaz Kromatografisi - Kiitle Spektrometresi
: Hidrofilik-Lipofilik Denge

: Performansli S1vi Kromatografisi

- 4-hidroksi-2,6,6-trimetil-1-karboksaldehit-1-siklohekzen

: Uluslararas1 Standartlar Teskilat



KO : Kareler ortalamasi

LC-MS/MS : Sivi Kromotografisi-Kiitle/Kiitle Spektrometresi

MD : Maltodekstrin

MF : Mikrofiltrasyon

MO : Milattan 6nce

MWCO : En Son Tutulan Molekiil Agirligi
NF : Nanofiltrasyon

PDMS : Polidimetilsiloksan

PESU : Polietersiilfon

pH : Hidrojenin Giicii

PGE : Poligliserol Esterleri

PGPR : Poligliserol Polirisinolat
PVP : Polivinilpirrolidon

SD : Serbestlik derecesi

SPME : Kat1 faz mikroekstraksiyonu
SSL : Sodyum stearoil laktilat
SIY : Su/Yag

SIYIS : Su/Yag/Su

TLC : Ince Tabaka Kromatografisi
TO : Ters Ozmoz

UF : Ultrafiltrasyon

uv . Ultraviyole

usS : Ultrasonik ses

vd : Ve digerleri

VK : Varyasyon kaynagi

Y/S : Yag/Su

Xi



YISIY : Yag/Su/Yag
WPI : Peyniralt1 suyu proteini izolati

WPC : Peyniralt1 suyu proteini konsantresi

*Tezde ondalik ayiract olarak nokta (.) kullanilmistir.

xii
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1. GIRIS

Safran Iridaceae familyasina ait Crocus sativus L. (Sekil 1.1), ¢igeklerinin koyu
kirmizi stigmalarinin kurutulmasi sonucu elde edilen diinyanin en pahali (50-60 ABD$/Q)
baharatinin elde edildigi bitkidir (Amanpour vd. 2018). Safran Fars ve Araplar tarafindan
Za'afarn (sar1 gigek) olarak adlandirilirken, diinyanin bazi bolgelerinde ise kirmizi altin
olarak anilmakta (Ramadan vd. 2012; Shahi vd. 2016) ve yetistiriciligi MO 1500-2500
yillarina dayanmaktadir. Giiniimiizde Cin, Iaglkhkya, halya, Hindistan, Pakistan,
Tiirkiye, Fransa, Isvicre ve Yunanistan gibi bir¢ok iilkede yetistirilen safranin mensei iran
olarak bilinmektedir. Nitekim Iran giiniimiizde safran1 en ¢ok iireten iilke olup, diinya
safran ihtiyacinin %80’ini karsilamaktadir. iran’da toplam safran iiretiminin %951 ise
Horasan bolgesinde gergeklestirilmektedir (Ramadan vd. 2012; Shahi vd. 2016).

v—osﬁgma
NG AW Stamen

*Tag yapraklar

Sekil 1.1. Safran (Crocus sativus L.)

Tiirkiye’de safran yetistiriciligi, Safranbolu il¢esinde bulunan 15 kdyde yaklagik
55 dekarlik alanda ve 50 cift¢i aile tarafindan gergeklestirilmektedir. Karabiik Gida Tarim
ve Hayvancilik Miidiirliigii’niin 2017 yilinda yayinladig: ¢‘Diinyanin En Pahali Baharat:
Safranbolu Safran1” adli proje raporuna gére 2016 yilinda bu bolgede toplamda 12 kg
safran iiretimi gerceklestirilmistir. 2014 yilinda Eskisehir Gegit Kusagr Tarimsal
Aragtirma Enstitiisti Midiirliigii tarafindan yapilan bir calisma sonucu Tiirk safrani
Karaarslan adi ile tescillenmistir (Anonim 1 ; Arslan 2016).

Safran bitkisinin yas agirliginin %86.42°sini tag yapraklar (petal), %5.93’iini
erkek organlar (stamen) ve %7.64’inii disi organlar (stigma ve style (boyuncuk))
olusturmaktadir (Sekil 1.1) (Rouhani vd. 2015). Bir ¢igekte 3 adet (2-3 cm uzunlugunda)
stigma bulunmakta olup, bu stigmalarin toplamda yaklasik 2 mg agirliginda oldugu
bildirilmektedir. Safran olarak bilinen baharat aslinda safran bitkisinde bulunan bu
stigmalarin toplanmasi ve kurutulmasi ile elde edilir (Shahi vd. 2016).

Safran yetistiriciligi olduk¢a zahmetli olup; 1 kg kuru safran, 80 kg taze ¢igekten
(110000- 165000 adet cigek) elde edilmektedir. Uriiniin kalitesi; yetistirme, isleme
teknolojisi (¢igeklerin toplanmasi, ayiklanmasi ve kurutma), depolama ve ekstraksiyon
kosullari ile dogrudan iliskilidir (Gracia vd. 2009; Shahi vd. 2016).

Safran ekstrakti; Crocus sativus L. ciceginin kirmizi renkli stigmalariin
kurutulup 6giitiildiikten sonra belirli bir siire (5-10 dk) sicak suda bekletilmesi ile elde
edilmektedir. S6z konusu ekstrakt; icerdigi renk, aroma ve lezzet bilesenleri nedeni ile
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bir¢ok gidanin (et, tavuk, balik, deniz mahsulleri, pilav, salata soslari, tatlilar, lokum, cay,
alkollii ve alkolsiiz i¢ecekler vd.) hazirlanmasi ve iiretiminde kullanilmaktadir (Sekil 1.1).

Glinilimiizde insanlar vakitlerinin biiyiik bir kismini1 ¢alisarak harcamaktadirlar.
Bu nedenle yemek yaparken ihtiya¢ duyduklart malzemelerin olabildigince kullanima
hazir olmasini tercih etmektedirler. Geleneksel yontemle hazirlanan safran ekstraktinin
cevresel faktorlere bagl (1s1, 151k, oksijen vd.) olarak raf omrii (stabilitesi) distktiir.
Ayrica ekstraksiyon sartlarina bagli olarak renk ve aroma kayiplarinin meydana gelmesi
ve nispeten uzun ekstraksiyon siiresi gibi bazi olumsuz faktorler de s6z konusudur. Bu
sebeplerden dolay1 safran; marketlerde kurutulmus stigma formuna alternatif olarak
safran tozu, safran spreyi, kapsiillenmis safran gibi formlarda da tiiketime sunulmaktadir.
Safran pahali bir baharat oldugundan tiiketiciye sunulurken maliyet avantaji saglamak
amaciyla katkilanan dogal ve/veya yapay renklendiriciler iirliniin tagsisine neden
olmaktadir. Cesitli koruyucu katki maddelerinin de raf omriinii artirmak igin tiriine
eklendigi bilinmektedir.

Safran; pahali ve az bulunan bir baharat olmasina ragmen yogun rengi ve aromasi
nedeniyle kullanim1 olduk¢a yaygindir. Tiiketicilerin kullanima hazir gidalara yonelik
artan talebi de goz oOniinde bulundurularak safran ekstraktinin kolay bulunabilir ve
kullanilabilir, stabil bir formda tiiketiciye sunulmasinin 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
Bu ¢alismada, Iran’dan temin edilen, Kategori-I smifinda tanimlanan ve ISO standardia
(Anonymous2) gére 1.sinif kalitede olan safran &rnekleri kullanilmistir. Orneklere; 3
farkli safran:su oran1 (0.5:1, 1:1 ve 2:1, w/v), 3 farkli sicaklik (60, 70 ve 80°C) ve 10 farkli
stire (5, 10, 20, 30, 60, 120, 180, 240, 300 ve 360 dk) islemleri uygulanarak ekstraksiyon
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Optimum sartlarda elde edilen ekstrak ile 1ISO’da
belirtilen yontemle hazirlanan ekstrakt renklendirme giicii agisindan karsilagtirilmistir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda bu ekstraksiyon yontemlerinin renklendirme giicii
tizerine etkisi istatistiki olarak énemli (P>0.05) diizeyde bulunmamuistir. ISO ydntemi;
hem uluslararasi gecerliligi olan bir yontem oldugu, hem de uygulanan ekstraksiyon oda
sicakliginda gerceklestirildigi ve bu da enerji tasarrufu sagladigi i¢in ¢alismanin diger
basamaklarinda ekstraksiyon metodu olarak tercih edilmistir. I1ISO 3632-2 yontemi
(Anonymous?2) kullanilarak elde edilen ekstraktt konsantre etmek amaciyla
ultrafiltrasyon islemi uygulanmistir. Bu islemde; filtre materyali (PESU ve Hydrosart),
ayirma sinir1 (1, 5 ve 10 kDa), permeat:retentat oran1 (60:40, 70:30 ve 80:20), basing (2
ve 3 bar) ve sicaklik (4 ve 25°C) parametreleri optimize edilmistir. Ultrafiltrasyon islemi
sonucunda elde edilen konsantre ekstrakt (retentat), tek katmanli (Su/Yag) emiilsiyon
sistemine doniistiriilmistir. Tek katmanl emiilsiyonun formiilii (yag, siirfektan (PGPR)
ve ekstrakt), D-optimal birlesik dizayn yontemi kullanilarak optimize edilmistir.
Optimum formiil ile hazirlanan tek katmanli emiilsiyon, ¢ok katmanli emiilsiyon sistemi
elde etmek i¢in kullanilmistir. Ancak ultrafiltrasyon (UF) islemi ¢ok katmanli emiilsiyon
icin gerekli konsantrasyonda ekstrakt elde edilmesi i¢in yeterli olmamustir. Bu sebeple ve
caligmanin amact goéz Oniinde bulundurularak safran orami daha yiiksek bir ekstrakt
hazirlanmis ve ¢ok katmanli emiilsiyonun iiretiminde kullanilmistir. Cok katmanl
emiilsiyon formiilii optimizasyonunda farkli tasiyicilar (maltodekstrin, peyniraltisuyu
proteini izolati, B-siklodekstrin) ve bunlarin farkli oranlart bagimsiz degisken olarak
secilmistir. Optimum olarak belirlenen ilk 2 formiile sahip emiilsiyona ultrasonikasyon
islemi uygulanmistir. Son olarak bu 2 ayr1 formiildeki emiilsiyon sistemleri 35 giin
boyunca 3 farkli sicaklikta depolanarak depolama stabiliteleri aragtirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Safran (Crocus sativus L.)
2.1.1. Yetistirme ve isleme teknolojisi

Safran bitkisi (Crocus sativus L.); 30-50° kuzey enlemleri ile 10°bati-80°dogu
boylamlar arasinda, Akdeniz ikliminde yetisen, diinyanin en pahali baharatinin elde
edildigi bitkidir. Baz1 kaynaklara gére safranin mensei; iran, Yunanistan, Tiirkiye ve baz1
Asya iilkeleri olarak bilinmektedir (Kazemi vd. 2011). Bu kaynaklara gore safrani ilk defa
[ranlilar; Yunanlilar, Romalilar, Cinliler ve Araplara ihra¢ etmislerdir. Aym zamanda
siirgiine giden Iranlilar tarafindan Suriye’de (Sam) ilk defa safran ekimi yapilmustir.
Onuncu yiizyilda Iagiklikyollar safran yetistiriciligini Araplardan 6grenmislerdir. Safran,
satig birimi ton ve kilogram yerine miskal olan tek bitkidir (Kazemi vd. 2011). Bir miskal,
4,722 g’a esdegerdir (Hinz 1990). Giiniimiizde ise Safran satisinda daha ¢ok gram
kullanilmaktadir. Taciklikyollardan sonra 18. yiizyilda Ingiltere’de Walden bélgesinde
safran yetistiriciligi gelismis ve glinimiizde bu bolge halen Saffron Walden olarak
bilinmektedir (Kazemi vd. 2011).

Crocus sativus L.’nin de iginde yer aldigi “Iridaceae” familyasi; rizomlu,
yumrulu, kormlu ve soganli, ¢ok yillik otsu bitkilerden olugsmaktadir. Iridaceae familyasi
yeryliziinde yaklasik 60 cins ve 1500 tiir igeren oldukg¢a biiyiik bir familyadir (Behnia
2012; Mauseth 2014). Crocus cinsinin genellikle Akdeniz bolgesine dagilmis 100 kadar
tirti bulunmakta ve cicekleri gilizel olmasi nedeni ile genelde siis bitkisi olarak
kullanilmaktadir (Behnia 2012; Vurdu ve Cigek 1992; Warburg 1957). Crocus sativus L.
sogani; yuvarlak, sert, etli, i¢i beyaz, dis1 kahverengi, 0.5-60 g agirliginda, yapraklar
yesil, ince ve yaklasik 10 cm uzunlugundadir. Safran ¢icekleri ise 6 adet mor renkli tag
yaprak (petal), 3 adet sar1 renkli erkek organ (stamen) ve 3 adet stigmanin 1 adet
boyuncuk (style) ile baglandig1 disilik organindan olugsmaktadir. Safran genellikle kisin
sifirin altinda 20°C’ye kadar diisen, yazin ise +40°C’yi bulan, yillik yagis miktar1 150-
300 mm olan, kuru iklim kosullarinda ve deniz seviyesinden 1300-2400 m yiiksekteki
bolgelerde yetistirilmektedir (Maghsoudi 2011).

Safran; kiregli, pH’1 7-8 civarinda olan topraklarda iyi yetisir. iran’1n geleneksel
dikim yonteminde tarlada gukurlar agilir ve her ¢ukura soganin biiyiikliigiine bagl olarak
3-5 adet sogan yerlestirilir. Soganlar topraga yerlestirilmeden once kok bdlgesinde
bulunan kabuk kismen soyulur. Bu sekilde hazirlanan soganlar suyu daha kolay
emebilmekte ve dolayisi ile daha kolay ¢imlenebilmektedir. Cukurlarin birbirine mesafesi
6-8 cm’dir. Dikim i¢in segilen soganlar uygun agirlikta (8 g) ve saglikli olmali; herhangi
bir yara, bere ve hastalik icermemelidir. Bu yiizden dikimden once safran soganlarinin
mantar dezenfektanlar: ile yitkanmasi 6nerilir. Ayrica hastaliktan siiphelenilen soganlarin
dikimine izin verilmemelidir. Her hektara 3-10 ton sogan dikilmektedir. Diger bir deyisle
her déniime yaklasik 400 kg sogan dikilmektedir. iran’da soganlarm topraga dikimi
haziran-ekim aylar1 arasinda yapilir. Dikim sonrasi tarlanin yiizeyi hayvansal giibreler ile
ortiiliir. Boylece soganlarin ihtiyaci olan besin maddeleri ve gelismeleri i¢in sicak ortam
saglanmaya calisilir (Behnia 2012; Maghsoudi 2011).

Safran bitkisinin su ihtiyacinin diisiik olmasi bu bitkinin yar1 kurak bolgelerde
kolayca yetistirilmesine neden olmustur. Rakimin yiiksek ve sicakligin diisiik oldugu
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bolgelerde sonbaharin baglarinda sulama yapilir. Rakim diistiikge ve sicaklik arttikea,
ciceklenme gecikmekte, ilk sulama tarihi sonbaharin ortasina veya bazen sonlarina dogru
ertelenmektedir. ilk sulamadan sonra giinliik ortalama sicakligin 12°C’den daha diisiik
oldugu donemlerde ilk safran ¢icekleri tarlada goriilmeye baglar. Ancak sicakligin yiiksek
olmas1 ciceklerden Once yapraklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu yilizden
tarlanin sulanmasi ¢iceklenme doneminden 14-21 giin O6nce yapilmakta ve boylece
ciceklerin yapraklardan Once ortaya ¢ikmasi saglanmaktadir. Ciceklerin yapraklardan
once ortaya ¢ikmasi safranin kalitesinin artmasinin yani sira hasat giderlerinin diismesine
de neden olmaktadir (Behnia 2012; Maghsoudi 2011).

Safran yetistiriciligi yogun isgilik gerektirir. Kesmir’de 1 hektar alanda yaklasik
560 yevmiye harcanarak safran yetistiriciligi ger¢eklesmektedir. Buna gore; 80 yevmiye
dikim esnasinda, 120 yevmiye toprak diizenlemede, 160 yevmiye yabanci ot
miicadelesinde, 120 yevmiye c¢icek toplama ve ayiklama igin gerekli iken 80 yevmiye
yavrulayan soganlari topraktan ¢ikarip siniflandirmada gereklidir (Behnia 2012).

Safran ¢igeklerinin toplanmasi yogun is¢ilik ve el emegi gerektirir. Bunun nedeni
ise c¢igceklerin topraktan birkac santimetre yiikseklikte, sik ve uzun ince yapraklarin
arasinda bulunmasidir. Bitkide ¢i¢ceklenme sonbaharda gergeklesmekte ve 2-3 hafta
siirmektedir. Bu siire zarfinda ¢igcekler hemen hemen her giin isciler tarafindan el ile
toplanmaktadir. Toplanan cicekler fazla bekletilmeden (soldurulmadan) ayiklama
islemine tabi tutulmaktadir. Ayiklama; 3 adet kirmizi renkli stigmanin, ¢igegin tag
yapraklar1 ve erkek organlarindan el ile ayrilmasi ile gerceklestirilir. Bu asama yogun
emek gerektirmekte ancak kapali ortamda oturarak yapilabildigi i¢in nispeten kolay
olmaktadir (Negbi 2003). Bir kadin is¢inin saatte 50—60 g tepecigi ¢i¢ekten ayirabilmesi,
ortalama 80-120 bin ¢igekten 5 kg yas tepecik, bundan da 1 kg kuru iiriin alinmasi ve
cicek veriminin 80-90 kg/da olup, giinde 2.5-3.5 kg ¢icek/da toplanmasi bitkinin en
pahali baharat olmasinin baslica sebepleri arasindadir (Cavusoglu ve Erkel 2005; Unaldi
2007). Geleneksel yontemlere alternatif olarak mekanik (fan) ve suda-yiizdiirme
yontemleri ile de c¢icek ayiklama gerceklestirilebilmektedir. Ancak suda-yilizdiirme
yontemi ile ayiklamada bazi renkli bilesenlerin suya ge¢mesi diisiik kalitede son iiriin elde
edilmesi sebebiyle pek fazla tercih edilmemektedir (Negbi 2003).

Ayiklama iglemi sonucunda hazirlanan stigmalar kurutma islemine tabi
tutulmaktadir. Kullanilan kurutma yontemi nihai iiriin kalitesini dogrudan etkilemektedir
(Negbi 2003). Giineste kurutma, Iran’in geleneksel kurutma ydéntemlerinden biridir. Bu
yontemde ayiklanan stigmalar, tutamlar halinde firca seklinde bir araya getirilmekte ve
lizerine temiz bez Ortiilmiis bir sepete yerlestirilmektedir. Daha sonra sepetler asilarak
stigmalar giineste ve bazen gélgede kurutma iglemine tabi tutulmaktadir. Burada kurutma
isleminin yeterliligi ig¢ilerin tecriibesine bagli olarak gz karari ile degerlendirilmektedir.
Bu sekilde iiretilen safran baharatinin renklendirme giicii diisiik, nem, kiif ve mikrobiyal
yikii yiiksektir (Omidibi vd. 2000). Giineste kurutma yontemi, giiniimiizde Hindistan
safraninin iretiminde kullanilmaktadir (Kanakis vd. 2004). Bir diger kurutma yontemi ilk
defa Yunanistan safraninin iiretiminde kullanilmigtir. Bu yonteme gore stigmalar 6zel
eleklerin tizerine yerlestirilmekte ve 30-35°C sicaklikta yaklasik 10-12 saat boyunca
karanlikta kurutma islemine tabi tutulmaktadir (Gregory vd. 2005; Negbi 2003).

Elek iizerinde, ates esliginde kurutma yontemi ise ilk defa laciklikyollar
tarafindan kesfedilmis olup giiniimiizde Iran ve Iaciklikyol safranlarmnin iiretiminde
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kullanilmaktadir. Bu sekilde iiretilen safranlar el degmeden {iretilmekte olup yiiksek
renklendirme giiciine ve diisiik mikrobiyal yiike sahiptirler. Buna gére 50-200 g stigma
ozel eleklere yerlestirilmekte ve 75°C’de (6zel kurutma firmmlarinda) dogrudan atese
maruz birakilmadan, 15-20 dakika kurutma islemine tabi tutulmaktadir. Bu siire sonunda
On yiizeyi kuruyan stigmalar baska bir elege aktarilmakta (ters diiz edilmektedir) ve tekrar
15 dakika kurutma islemine tabi tutulmaktadir. Yaklasik 3-4 kez tekrar eden bu islem
sonucunda nem orani %10-12’ye diisen stigmalar (30-40 g), temiz bir bezin iizerine
sogutma amaciyla serilmektedir. Yeterince soguyan safran baharati 6zel ambalajlarda
paketlenerek satisa sunulmaktadir (Gregory vd. 2005; Kanakis vd. 2004).

2.1.2. Safranda tagsis ve hileler

Safranin ¢ok aranilan bir baharat olmasi ve fiyatinin da ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle
hilelere de agik olacagi ortadadir. Nitekim iilke ve bolgelere gore degismekle birlikte
safrana yapilan yaygin hileler genel olarak asagida belirtildigi gibi siniflandirilabilir
(Peter 2001);

1. Bolgesel ve uluslararasi pazarlarda iiriiniin orijinal yetistirilme bolgesi konusunda
alicilar yaniltilabilmektedir. Bu yaniltma bir iilke icerisinde en kaliteli safran
yetistirilen bolgenin veya meshur iilke adinin kullanilmasi seklinde yapilabilir.
Uriin, eski iiriinle ve/veya cigegin disicik borusu ile karistirilabilir.

Cigegin diger parcalariyla karistirilabilir.

Agirligr arttirmak amaciyla nem, surup, bal, gliserin, bazi1 yaglar, baryum siilfat,

kalsiyum karbonat, nisasta, potasyum hidroksit, laktoz ve bazi tuzlar safrana

katilabilir.

5. Diger safran tiirleri, narcigegi, kirmizibiber tozu, gelincik ¢igegi, pirasa kokii ve
safran stigmalarina benzeyen degisik bitki parcalarinin boyanmis kisimlar1 gibi
bagka bitkiler katilabilir.

6. Bazi durumlarda tuzlu lifler ve kuru et katilabilir.

7. Renklendirilmis jelatin gibi yapay iiriinler katilabilir.

8. Organik renklendirici maddeler (pikrik asit, fuksin ve katran tiirevleri) katilabilir.

o

2.1.3. Safranin simiflandirilmasi

Tarihten giiniimiize gelinceye kadar gida, ilag, kozmetik ve boya endiistrisi gibi
farkli endiistri dallarinda kullanilan ve ekonomik 6dnemini hi¢ kaybetmemis olan safran;
bugiin diinyada ticareti yapilan en pahali baharat durumundadir. Pahali bir baharat olmasi
nedeniyle safrana ge¢miste oldugu gibi gilinlimiizde de tagsis ve hileler yapilmaktadir.
Ancak gercek safranin pazarda farkli kalite siniflar1 ve buna bagl olarak farkli fiyatlari
da mevcuttur. Nitekim Iran marketlerinde satilan safranlar farkli kalite ve renklendirme
giiciine sahiptir. Bunun temel nedeni safranin farkli oranda stigma ve boyuncuk (style)
igerigmesi ile ilgilidir. fran marketlerinde satilan bu iiriinler organik safran, Negin safran,
Sargol (all red) safran, Poushal safran, Bunch safran, Beyaz safran, Konge (Konj) safran
ve diger Uriinler olarak siniflandirilmakta ve halk arasinda bu sekilde isimlendirilmektedir
(Sekil 2.1) (Anonymousl).
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Sekil 2.1. iran marketlerinde satilan farkl1 kalitelerde ve farkli renklendirme giiclerine
sahip safran smiflar1 (Sarghol, Bunch, Konge, Negin ve Poushal) (Anonymousl)

Diinya safran ihtiyacinin %80’ini karsilayan iran igin safran stratejik éneme
sahiptir. Bu nedenle yapilan hilelerin Oniine gegebilmek ve safrani kalitesine gore
siniflandirmak amaciyla Iran Standartlar ve Endiistriyel Arastirma Enstitiisii (Institute of
standards and Industrial Reserch of Iran) tarafindan yaymlanan 259-1 ve 259-2 sayili
safran standardina gore; safran, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri agisindan 4 farkli sekilde
Miikemmel (Momtaz), Ipliksi-1 (Reshteiye-1), ipliksi-2 (Reshteiye-2) ve Ipliksi-3
(Reshteiye-3)  smiflandirilmistir.  Miikemmel, Ipliksi-1, Ipliksi-2 ve Ipliksi-3
safranlarinda stigmalar sirasi ile %0.5, %S5, %10 ve %20 oranindan fazla boyuncuk
icermemelidirler. Miikkemmel ve Ipliksi-1 sinifinda olan safranlarda nem oran1 %10’dan
fazla, Ipliksi-2 ve Ipliksi-3’te bu oran %12’den fazla olmamalidir. Ayni standarda gore
asitte ¢oziinmeyen kiil miktarmin Miikemmel ve Ipliksi-1 smifi safranlar igin kuru
maddede sirasiyla en fazla %0.5 ve %1 iken Ipliksi-2 ve Ipliksi-3 safranlar1 igin kuru
maddede en fazla % 1.5; suya gegen ekstrakt miktarinin kuru maddede en fazla % 65;
ham lif miktarinin kuru maddede en az %5.5 ve en fazla % 6; toplam azot miktarinin ise
kuru maddede en fazla %3 olmasi gerektigi bildirilmektedir. Ayrica safranin renk (krosin)
ve acilik (pikrokrosin) agisindan kalitesini belirleyen ve yukarida da bahsedildigi tizere
smiflandirmada kullanilan bilesenlerinin limitleri ise 259-2 tarafindan spektrofotometrik
bir dl¢glim yontemiyle belirlenmis ve bu yonteme gore safranin %]1°lik sulu ¢dzeltisinin
257 nm’de pikrokrosin bilesiginin vermis oldugu absorbans degeri tizerinden hesaplanan
renk verme giiciiniin; Miikemmel, Ipliksi-1, Ipliksi-2 ve Ipliksi-3 smiflar1 igin sirasiyla
85, 80, 70 ve 70 olmasi gerektigi bildirilmistir. 440 nm’de krosinin vermis oldugu
absorbans degeri ise Miikemmel, Ipliksi-1, ipliksi-2 ve Ipliksi-3 smiflar1 i¢in sirasiyla
220, 200, 180 ve 150 olmasi gerektigi bildirilmektedir. Bununla birlikte yine ayni
cozeltideki, siniflandirmada kullanilmayan ama safranin kalitesinin bir 6l¢iitii olarak ana
aroma bileseni olan safranalin 330 nm’de vermis oldugu absorbans iizerinden hesaplanan
degerin 20-50 arasinda olmasi gerektigi bildirilmistir.

Iran Standartlar ve Endiistriyel Arastirma Enstitiisii tarafindan yaymnlanan 259-1
ve 259-2 sayili standart, ayn1 zamanda uluslararasi bir standart olan ISO/TS 3632-1:20
(Béliim 1: Safranin Ozellikleri) ve 1ISO/TS 3632-2:2003 (Boliim 2: Analiz Metotlar1)’ii
kapsamaktadir. ISO/TS 3632-2 gore de safran fiziksel ve kimyasal 6zellikleri agisindan
4 farkli sekilde siniflandirilmistir. Ancak burada Kategori I, Kategori I, Kategori 111 ve
Kategori IV olarak isimlendirilmistir. ISO yonteminde safranin %1°lik sulu ¢6zeltisinin
257 nm’de pikrokrosin bilesiginin vermis oldugu absorbans degeri iizerinden hesaplanan
renk verme giiciiniin Kategori I, Kategori I, Kategori I1I ve Kategori IV i¢in sirastyla 70,
55, 40 ve 30 olmasi gerektigi bildirilmistir. 440 nm’de krosinin vermis oldugu absorbans
degeri ise Kategori I, Kategori 11, Kategori Il ve Kategori IV i¢in sirasiyla 190, 150, 110
ve 80 olmasi gerektigi bildirilmektedir (Anonymous2). Bununla birlikte yine ayni
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cozeltideki, siniflandirmada kullanilmayan ama safranin kalitesinin bir 6l¢iitii olarak ana
aroma bileseni olan safranalin 330 nm’de vermis oldugu absorbans iizerinden hesaplanan
degerin Iran standardina benzer olarak 20-50 arasinda olmas1 gerektigi bildirilmistir.

2.1.4. Safranin kimyasal yapisi

Karotenoidler, bitkiler tarafindan hiicre igindeki plastitlerde (kloroplastlar ve
kromoplastlar) sentezlenen bilesiklerdir. Hayvansal dokulara ancak beslenme araciligiyla
taginir ve orada modifiye edilerek depolanir. 5 karbonlu sekiz izoprenoid {initesinin yan
yana dizilmesiyle 40 karbonlu merkezi bir iskeletten olusur. Karotenoidler; karotenler ve
ksantofiller olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar. Karotenler sadece karbon ve hidrojen
atomundan olusurken; ksantofiller oksijen atomu bulunduran hidroksi, epoksi, keto,
karboksi ve metoksi gibi gruplar da igerirler. Baslica karotenoidler; a-karoten, B-karoten,
B-kriptoksantin, likopen, lutein, zeaksantin, astaksantin, kantaksantin ve fukoksantin
olarak bilinmektedir. Astaksantin, kantaksantin ve fukoksantin sirasi ile yesil alglerde,
somonda ve kahverengi alglerde bulunmaktadir. Yumurta sarisi ise B-kriptoksantin, lutein
ve zeaksantin igermektedir. a-karoten ve p-karoten ise yesil, sar1, turuncu meyvelerde ve
yesil yaprakli sebzelerde bulunmaktadir. Koyu yesil yaprakli sebzeler, kirmizi biber,
musir ve domates de lutein ve zeaksantin igermektedir (Saldamli 2007, Bolhasani 2014).

Karotenoidler, genellikle yagda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. Likopen gibi
bazi karotenoidler asiklik yapidadir. Ancak karotenoidlerin ¢ogu, molekiiliin yalnizca bir
ucunda ya da her iki ucunda da siklik halka igerir. Ornegin B-karotenin polien zincirinin
her iki ucunda da {i¢ adet metil bilesigi iceren siklohekzen halkas1 bulunmaktadir. Ama
krosin, polien zincirinin her iki ucunda glikozil birimi bulundurdugu igin ¢ogu
karotenoidden farkli olarak suda ¢oziinlir. Diger karotenoidlere kiyasla ortam
kosullarindan daha fazla etkilenir (Saldamli 2007, Bathaie 2014).

Safran baharat1 yaklasik % 10 nem, % 53 suda ¢6ziinen madde (%14 seker, %10
gam, %8 pentozan, %6 pektin, %6 nisasta, %2 a-krosin, %1 diger karotenoidler), %12
protein, %6 kiil, %6 ugucu olmayan yag, %1 ugucu yag, %5 lif ve diger bilesikler
icermektedir (Christodoulou vd. 2015). Yapilan bazi bilimsel arastirmalar sonucunda
safran stigmalarinda 150’den fazla farkli kimyasal bilesen tanimlanmaistir. Bu bilesenler;
lipofilik ve hidrofilik karotenoidler, proteinler, aminoasitler, mineraller, miisilaj, nigasta,
zamklar, vitaminler (6zellikle riboflavin ve tiamin), pigmentler (krosin, a- ve - karoten,
antosiyanin, likopen, flavonoidler ve zeaksantin), alkaloidler, saponinler, safranal
(aromatik terpen), pikrokrosin (acit tat) ve krosetinlerden olusmaktadir. Safranin
karakteristik bilesenlerinden olan krosin ve pikrokrosin; zeaksantinin biyooksidatif
boliinmesi sonucu sentezlenir. (Shahi vd. 2016; Wang vd. 2014).

Krosin (8,8-diapokaroten-8,8-dioik asit) safranda bulunan mono-glikozil veya di-
glikozil polien esteri bilesik grubuna verilen isim olup, CasH70028 kapali kimyasal
formiiliine ve 976.96 g/mol molekiil agirhigma sahiptir (Shahi vd 2016). Krosin,
safrandaki en 6nemli ve baslica pigment (~%80) olup, safranin parlak sari-kirmizi
renginden sorumludur. Sekil 2.2°de de goriildiigii gibi bu bilesik cis- ve trans- formunda
bulunabilir (Shahi vd. 2016; Tarantilis vd. 1995).
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Sekil 2.2. Safranda bulunan baslica karotenoidlerin kimyasal yapilar: (Bathaie vd. 2014)

Krosinler, anomerik karbon atomlari iizerinde bir karboksilik asit grubu tarafindan
esterlesmis karbonhidrat (D-glukozil veya D-gentiobiozit) gruplari igermektedir (Bathaie
vd. 2014). Krosin-1, dokuz konjuge ¢ift baga sahip olan krosetinin kisa karbon zinciridir
(Kafi 2006). Iyonik olmayan Krosin-1 (CasHssO24, molekiil agirhigr: 977 g/mol, erime
noktast: 186°C) safranin sari-kirmizi renginden sorumlu en 6nemli hidrofilik karotenoid
olup kuru safran kitlesinin %10’undan fazlasin1 olusturmaktadir (Bathaie vd. 2014;
Bolandi ve Ghoddusi 2006; Lage ve Cantrell 2009). Yapilan literatiir taramalar1 sonucu
bu bilesigin bazi1 kaynaklarda Krosin-1, a-krosin ve trans-krosetin di-(b-D-gentiobiosyl)
ester olarak da adlandirildig goriilmistiir (Bathaie vd. 2014; Caballero-Ortega vd. 2007;
Lage ve Cantrell 2009; Shahi vd. 2016).

Erime noktas1 285°C ve molekiil agirligi 328.4 g/mol olan Krosetin (8,8’-diapo-
8,8’-karotenoik asit, C20H2404), bir krosin 6nciisii olup dogal bir karotenoid dikarboksilik
asittir. Bu bilesik, safranin kirmizi renginden sorumlu ikinci lipofilik karotenoiddir
(Amanpour vd. 2018; Shahi vd. 2016; Xi vd. 2007). Krosetin, krosin glikozitlerinin
hidrolizi sonucunda olusmaktadir (Sekil 2.3). Krosetin serbest asit formunda su ve ¢ogu
organik ¢oziiclide (piridin ve dimetilsiilfoksit hari¢) ¢6zliinmez. Bununla birlikte, anyonik
tiirleri suda ¢oziinmektedir. Ayrica krosetin, seyreltik sulu sodyum hidroksit veya diger
sulu alkali ¢ozeltilerde (pH<9) ¢oziiniir. Krosetin, safran stigmasinin toplam agirliginin
yaklagik % 0.3'linii olusturmaktadir. Cogunlukla trans izomeri formunda goriilen bu
bilesen, safranda cis-krosetin ve glikozitleri olarak da (iz miktarda) goriilmektedir
(Bathaie vd. 2014). Yapilan bir¢cok bilimsel ¢alisma sonucunda krosetinlerin saglik
tizerine olumlu (kardiyovaskiiler, kanser oOnleyici, antidepresan, antioksidan vb.)
etkilerinin oldugu bildirilmistir (Shahi vd. 2016; Xi vd. 2007).
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Sekil 2.3. Safranda bulunan bazi kimyasal bilesiklerin yapis1 (Shahi vd. 2016)

Safranda aci tattan sorumlu olan pikrokrosin (4-(B-D-glikopiranoziloksi)-2,6,6-
trimetil-1-sikloheksen-1-karboksaldehit) kuru maddede %1-13 oraninda bulunur (Alonso
vd. 2001; Kiani vd. 2018; Maggi vd. 2010). Renksiz bir monoterpen glikozit olan
pikrokrosin (CisH2607), safranal ve HTCC (4-hidroksi-2,6,6-trimetil-1-siklohegzen-1-
karboksaldehit) gibi aromatik bilesenlerin Onciistidiir (Lage ve Cantrell 2009; Pitsikas
2016).

Safranal (2,6,6-trimetil-1,3-sikloheksadien-1-karboksaldehid), bir monoterpen
aldehit olup pikrokrosinin aglikanidir. 150.21 g/mol agirligina sahip olan bu molekiil
safranin aromasindan sorumludur ve kuru maddede %0.001-0.006 oraninda
bulunmaktadir (Carmona vd. 2007; Kiani vd. 2018; Maggi vd. 2010). Yapilan bilimsel
aragtirmalara gore, stigmada kurutma ve depolama sirasinda gergeklesen enzimatik
reaksiyonlar sonucunda pikrokrosin B-glukozidaz enziminin etkisiyle de safranala
dontigmektedir (Sekil 2.4). Bu cgalismalarin sonuglarma goére bu nedenlerle taze
stigmalarda safranal bulunmamaktadir (Carmona vd. 2007; Maggi vd. 2010). Maggi vd.
(2010) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada depolama kosullarina bagli olarak
safranda bulunan aroma bilesiklerinin degisim mekanizmalar1 incelenmistir. Elde edilen
sonuglara gore; depolama kosullarinin da etkisiyle safrandaki safranal igerigi zamana
bagli olarak artarken 2 yildan daha fazla depolanan 6rneklerde (8-9 yil) bu miktarin
zamanla tekrar azaldig: belirtilmistir.
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Sekil 2.4. Pikrokrosinin, HTCC ve safranala doniisiim mekanizmasi (Jalali-Heravi vd.
2009)

Safranda bulunan aroma bilesenleri, yapilarina ve / veya dnciillerine bagl olarak
iki gruba ayrilmaktadir. ik grup safranal yapisma benzerlik gosteren Cg ve Cio (3,5,5-
trimetil-2-sikloheksen-1-on (izoforon); 2,2,6-trimetil-1,4-sikloheksandion; 4-hidroksi-
3,5,5-trimetil-2-sikloheks-1-on; 2,6,6-trimetil-2-sikloheksen-1,4-dion (4-ketoizoforon);
3,5,5 trimetil-3 -sikloheksen-1-on (izoforonun bir izomeri) ve 2-hidroksi-4,4,6-trimetil-
2,5-sikloheksadien-1-on) bilesiklerinden olusmaktadir. izoforon safranda bulunan 2,2,6-
trimetil-1,4-sikloheksandion ve ondan bagimsiz olarak 4-ketoizoforon ve 2-hidroksi-
4.,4,6-trimetil-2,5-sikloheksadien-1-on gibi aromatik bilesiklerin 6nciisiidiir (Sekil 2.5).
Ayrica izoforonun indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikan 4-hidroksi-3,5,5-trimetil-2-
siklohekzen-1-on depolama siiresi ile dogrudan iligkili olan (zamana bagli olarak artan)
diger bir aromatik bilesiktir. Sekil 2.5 ve 2.6’da izoforan ve HTCC’nin doniisiim
mekanizmalari1 gosterilmektedir (Maggi vd. 2010).

Cu3-Norizoprenoitler olarak bilinen ikinci grup, lipofilik karotenoidlerin
parcalanmasi ile olusur ve 1-pozisyonunda kismen doymamis Cs zincirine sahip
bilesenleri (4-hidroksi-2,6,6-trimetil-3-oksosikloheksa-1,4-dien-1-karboksaldehid, 2,6,6-
trimetil-4-hidroksi-karboksaldehid-1-sikloheksen (HTCOQ), 2,6,6-trimetil-1,4-
sikloheksadien-1-karboksaldehid (safranal izomeri) ve 3- [(E) -but-1-enil] -2,4,4-trimetil
-sikloheks-2-enol) icermektedir (Maggi vd. 2010).
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CHO
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OH
HTCC

CHO

Saranal (C:H:.0) \

CHO

2.6,6-tnmetil-1,4-

siklohcksadien-1-

karboksaldehid
(C:Hu0)

(0]

OH
4-hidroksi-2,6,6-trimetil-3-
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karbiksaldehit (C10H1.03)

CHO
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2.6, 6 trimetil-3-
okso-1-siklohcksen-1-
karboksaldchit
(CuHiO2)

Sekil 2.5. HTCC’nin; safranal, 2,6,6-trimetil-1,4-sikloheksadien-1-karboksaldehid,
2,6,6-trimetil-3-okso-1-sikloheksen-1-karboksaldehid ve 4-hidroksi-2,6,6-trimetil-3-
oksosikloheks-1-en-1-karbiksaldehit bilesiklerine doniisiim mekanizmas1 (Maggi vd.

2010)
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1Zomeri i oH
0

2.2 6-trimetil-1.4-
sikloheksandion
(CsH140)

2-hidroksi-3.5.5-
trimetilsikloheks-2-
en-14-dion

Sekil 2.6. izoforonun; 4-ketoizoforon, 2-hidroksi-4,4,6-trimetil-2,5-sikloheksadien-1-on,
2-hidroksi-3,5,5-trimetilsikloheks-2-en-1,4-dion ve 4-hidroksi-3,5,5-trimetil-2-
sikloheksen-1-on bilesiklerine doniisiim mekanizmasi1 (Maggi vd. 2010)

2.1.5. Safranin saglk iizerine etkisi

Safranin antik ¢aglardan giiniimiize kadar tibbi amaglar i¢in de kullanildig:
bilinmektedir (Negbi 2003). Unlii hekim ve filozof Ebu Ali Sina (ibn-i Sina) (Avicenna)
tarafindan yazilan El-Kanun fi't-Tib (Canon medicinae) kitabinin ikinci cildinde safranin
saglik tizerine etkileri tartisilmis ve karsilastirilmistir (Hosseinzadeh ve Nassiri-Asl
2013).

Safranin aktif bilesenlerinin (krosinler, pikrokrosin ve safranal) farmakolojik
ozellikleri, kimyasal yapilarina baghdir (Razak vd. 2017). Farkli iilkelerin geleneksel tip
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tarihinde safranin sedatif, ates diisiiriicli, balgam soktiiriicli ve afrodizyak olarak; ayrica
spazmin, bogmacanin, astimin ve ¢esitli sindirim hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi
bilinmektedir (Hosseinzadeh ve Nassiri-Asl 2013; Nassiri-Asl ve Hosseinzadeh 2015).
Giiniimiizde ise depresyonun (Hosseinzadeh vd. 2003; Karimi vd. 2001; Wang vd. 2010),
alzheimerm (Akhondzadeh vd. 2010; Papandreou vd. 2006), parkinsonun (Ahmad vd.
2005; Purushothuman vd. 2013) ve kardiyovaskiiler (Joukar vd. 2013; Khori vd. 2012)
hastaliklarin tedavisinde safrandan yararlanilmaktadir.

Safran ekstrakti, igerdigi karotenoid (krosinler ve krosetin) bilesikleri nedeni ile
yiiksek antioksidan 6zelligine sahip olup artan oksidatif stresi igeren hastalik siiregleri
icin olas1 bir tedavi yontemi olarak etkisi; hiicre, hayvan ve bazen insan modellerinde
arastirilmistir (Bolhasani vd. 2005; Jose Bagur vd. 2018). Yapilan bir¢ok bilimsel ¢aligma
sonucunda karotenidlerin biyoyararliligi tespit edilirken, bu bilesiklerin emilim ve
metabolizma fonksiyonlari heniiz tam olarak kesfedilmemistir (Jose Bagur vd. 2018).
Farmakokinetik acidan, agiz yolu ile alinan krosinlerin bagirsak sisteminde biiyiik 6l¢iide
krosetine hidrolize oldugu varsayilmaktadir. Kyriakoudi vd. (2013) yaptig bir ¢aligmada
krosetin ve pikrokrosin esterlerinin sirasiyla yaklagik %50 ve %70'inin in vitro
gastrointestinal sindirim kosullarinda biyolojik olarak kullanilabilir oldugunu
belirlemislerdir.

Cizelge 2.1. Safranin biyolojik etkinligi ve ilag olarak kullanimi {izerine ¢alisan bazi bilim
merkezleri (Kafi 2006)

Enstitii Ulke
Amalar Kanser Arastirma Merkezi Hindistan
Gida Teknolojisi Aragtirma Merkezi Hindistan
Minnesota Ila¢g Okulu Amerika Birlesik Devletleri
Athena Ziraat Universitesi Yunanistan
Azerbaycan Bilim Akademisi Azerbaycan
Kyosho Universitesi Japonya
Tokyo Universitesi Japonya
Morica Universitesi Japonya
Ulusal Saglik Bilimleri Enstitiisii Japonya
Cortarro Universitesi Meksika

Safran; rahatlatici, balgam soktiiriicii, neselendirici, sindirim uyarici, spazm
yatistirici, adet diizenleyici ve cenin diisiirlicii gibi ¢esitli 6zellikleri nedeni ile geleneksel
ilaclarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica karaciger, dalak ve idrar enfeksiyonlari,
kanli ishal, ates, kizamik, hepatit, kolera, diyabet ve cilt hastaliklarina kars1 da
kullanildig1 bildirilmektedir. ingiliz eczacilik kodeksinde; safran surubu, safran gliserini
ve safran tentiirii terimlerinden bahsedilmektedir (Bhargava 2011; Hossein 2000; Kafi
2006; Samarghandian vd. 2014). Safranin tibbi 6zellikleri ile ilgili geleneksel bilgiler, bu
baharata kars1 bilimsel ilgiyi artirmistir ve bu nedenle son on yilda birgok ila¢ arastirma
merkezi tarafindan safranin biyolojik ve tibbi potansiyeli hakkinda arastirma yapilmis ve
yayimlanmistir (Cizelge 2.1) (Kafi 2006; Negbi 2003). Krosin ve krosetin kullanimi
sonrast kanda bulunan kolesterol ve trigliserit diizeylerinin azalmasi da safran ile ilgili
bulgulardandir (Kafi 2006; Nair vd. 1991). Ayrica gergeklestirilen birgok bilimsel
caligmada safranin anti-kanserojen etkiye sahip oldugu da bildirilmektedir (Duke 2002;
Kafi 2006).
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Yiizyillardir baharat olarak kullanilan safran i¢in rapor edilen toksisite verileri
farklilik gostermektedir (Broadhead vd. 2016). Calismalarda; giinlik 1.5 g safran
tiiketiminin nispeten giivenli iken, 5 g’dan fazla tiiketiminin zararli ve 20 g tiiketiminin
ise Oltimciil oldugu rapor edilmistir. Ayrica giinde 10 g’dan fazla safran tiiketiminin mide
kanamasina neden oldugu da rapor edilmistir (Schmidt vd. 2007). Bir bitki organi
safranin, alerjiye neden olabilecegi de diisiiniilmektedir. Bu tiir alerjiler genel olarak
safran tariminda ¢alisan is¢ilerde goriilmektedir (Feo vd. 1997; Martinez vd. 2007).

2.1.6. Safranin kullanim alanlari

Safranin gegmisten giiniimiize tarih boyunca farkli iilkeler ve kiiltiirler tarafindan
baharat, boya, parfiim, kozmetik iiriin ve ilag olarak kullanildigi bilinmektedir. Kafi
(2006)’ye gore safran ciceklerine ilk defa Iran’da bulunan Zagros ve Alvand daglarinda
rastlanmistir. Zaman igerisinde Part hanedanlig1 zamaninda safran diger mallar ile birlikte
Cin, Roma, Hindistan ve Yunanistan'a ihra¢ edilmistir. Diger yandan safran iran’n ¢ok
Oonemli padisahlar1 ve hanedanlar1 (Part hanedani, Sassanid hanedani) tarafindan yemek,
parfiim, tiitsii, mektup kagidi, ipek, kumas ve kilim boyamada kullanilmistir (Mousavi ve
Bathaie 2011).

Safran pek cok Iran ve laciklikyol yemeginin yapiminda kullanilmaktadir.
Safranli pilav, zerde (Sholezard), sohan (bir ¢esit tatl), zulbia (farkli bir tulumba tatlist
cesidi), helva ve paella gibi birgok geleneksel yemegin énemli bir bilesenidir. Ayrica
[ran'n baz1 bolgelerinde safran gay1 ve safranli ekmek de yapilmaktadir. Giiniimiizde
safran, endiistrinin bircok kolunda yer almaktadir. Bunlardan en 6nemli olanlar gida, yem
ve ilag endiistrileridir (Mousavi ve Bathaie 2011).

Safran kendine has renk, aroma ve lezzet bilesenleri nedeni ile yiizyillardir baharat
olarak kullanilmaktadir. Son yillarda gida endiistrisinde sentetik renklendirici maddeler
yerine bitki orijinli dogal renklerin kullanimina olan talep giderek artmaktadir (Kafi
2006). Giintimiizde safranin sekerlemelerde, alkollii ve alkolsiiz igeceklerde; ayrica
tereyagi, peynir ve dondurma gibi siit iirlinlerinde renk ve lezzet artirici olarak kullanimi
cok yaygindir. Ayrica safran ABD'de sosis, margarin ve kati yag iretiminde de
renklendirici olarak kullanilmaktadir (Amanpour vd. 2018; Hossein 2000; Kafi 2006).
Cizelge 2.2°de farkli gidalarda kullanilan safran miktarlart gosterilmektedir.

Son yillardaki caligmalara gore safranin ta¢ yapraklarinda da yiiksek oranda
antosiyanin (kirmizi-mor renkli) mevcuttur (Jafari vd. 2016; Khazaei vd. 2014). Tag
yapraklarindan hazirlanan ekstraktlar asidik ortamda kirmizi renge doniigmektedir. Bu
nedenle, hasat sonrasi ayiklanan safran ¢igeklerinden elde edilen ¢ok miktarda tag yapragi
sentetik boyalara ikame olarak dogal ve antosiyanince zengin kirmizi renk maddesi
eldesinde kullanilmaktadir (Hemmati 2001; Hemmati Kakhki ve Rahimi 1994; Jafari vd.
2016; Kafi 2006; Khazaei vd. 2014).
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Cizelge 2.2. Farkli gidalarda kullanilan safran konsantrasyonlari (Kafi 2006)

Kullanilan gidalar Miktar (ppm)
Sekerleme Uriinleri 10.00
Alkolsiiz igecekler 1.30- 7.50
Alkolli igecekler 200.00
Dondurma 1.30- 90.00

Et 260.00
Yemeklerde baharat olarak 50.00

Safran tariminda her bir hektar alandan yaklasik 1.5 ton kuru yaprak elde
edilmektedir. iran’da safran tarim1 gerceklestirilen 47.000 hektar alandan elde edilen ¢ok
miktardaki kuru yaprak ayrica hayvan yemi iiretiminde de kullanilabilmektedir. Kuru
safran yapraklar1 yiiksek oranda lif, diisiik oranda mineral ve protein icermektedir.
Yapraklarimn  yem amaghi kullanilmasi hakkinda Valizadeh (1988) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismadan elde edilen sonuglara gore, safran yeminin yonca gibi
geleneksel hayvan yemlerine kiyasla sindiriminin daha kolay oldugu tespit edilmistir. Bu
yem ¢esidinin fiyat1 da diger yemlere kiyasla daha ucuz olup, disardan eklenen protein
takviyesi ile iyi bir hayvan yemi alternatifi olarak kullanilabilmektedir (Kafi 2006).

2.2. Ultrafiltrasyon

Membran teknolojisi, siit ve igecek endiistrilerinde yaygin olarak kullanilan
meyve suyu durultma ve konsantrasyonu igin geleneksel termal tekniklere alternatif
olarak ortaya ¢ikmis bir yontemdir. Bilindigi tizere 1s1l islem; gidalarin muhafazasi (raf
omrii uzatma) ve konsantrasyonu i¢in en ¢ok kullanilan yontemdir. Ancak endiistriyel 1s1l
islemlerin; besin bilesenleri (antosiyaninler, karotenoidler, vitaminler, proteinler) ve
duyusal parametreler (renk, aroma, lezzet gibi) lizerinde olumsuz etkilerinin oldugu
bir¢ok bilimsel ¢aligma ile sabittir. Bu ylizden son ddonemde membran ayirma yontemleri,
daha az insan giicii gereksinimi, daha yiiksek verim ve geleneksel filtrasyondan daha kisa
olan islem siireleri nedeniyle gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Bhattacharjee vd. 2017)

Membran, sividan ayrilmak istenen pargaciklarin boyutlarindan daha kiigiik
gozenekli, ¢cok ince filtre dokusuna verilen isimdir. Bu doku daha poroz bir destek {izerine
yerlestirilerek bir filtre tinitesi elde edilmekte ve bu linitelerin kombinasyonuyla modiiller
olusturulmaktadir. Modern membran sistemleri polimer materyallerden veya seramik
materyallerden  Uretilmektedir. Membran filtrasyon teknigi  mikrofiltrasyon,
ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters ozmoz (hiperfiltrasyon) olarak baslica dort baglik
altinda siniflandirilmaktadir (Cemeroglu vd. 2004).

Mikrofiltrasyon (MF) uygulamasinda yaklagik 0.1 pm veya daha biiyiik gézenek
capina sahip membranlar kullanilmaktadir (Cemeroglu vd. 2004). Ultrafiltrasyon (UF)
uygulamasinda kullanilan membranlarin gézenek caplarinin 102-107 pm olmasi nedeni
ile bu sistemler ile basta protein, pektin, yag, maya, kiif ve bakteriler olmak {izere biiyiik
molekiillii bilesiklerin sividan ayristirtlmasi saglanabilmektedir. UF sistemlerinden; su,
pargacik boyutu 10 um’de kiiciik olan tuzlar, sekerler, aromatik bilesenler ve benzeri
unsurlar gegebilmektedir (Cemeroglu vd. 2004; Varzakas ve Tzia 2014). Nanofiltrasyon
(NF) uygulamasinda fenolik madde molekiilleri gibi daha kiiclik molekiillerin dahi
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tutulabildigi, 103-102 pm gozenek capina sahip membranlar kullanilmaktadir
(Cemeroglu vd. 2004; Varzakas ve Tzia 2014). Ters ozmoz (TO) veya hiperfiltrasyon
uygulamalarinda ise sadece suyun gectigi, fakat ¢coziinmiis tuzlarin bile tutulabilecegi
nitelikte 10%-10° um goézenek capmna sahip membran sistemleri kullanilmaktadir
(Cemeroglu vd. 2004; Varzakas ve Tzia 2014). Membran filtrasyonun bu farkli
uygulamalarinin baslica nitelikleri Cizelge 2.3 (Cemeroglu vd. 2004) ve Sekil 2.7°de
(Varzakas ve Tzia 2014) verilmistir.

Cizelge 2.3. Membran ayirma tekniklerinin nitelikleri (Cemeroglu vd. 2004)

Ayirma teknigi ~ Por capt  Minimal ayirma sinir1  Transmembran basinci

Mikrofiltrasyon >0.1 um Partikiiller Diisiik, 10 bar’a kadar
Ultrafiltrasyon 50-200 nm Molekiiller Orta, 40 bar’a kadar
Nanofiltrasyon 1-50 nm Kiigiik molekiiller 10 bar’a kadar

Ters 0zmoz <1nm Iyonlar Yiiksek, 100 bar’a kadar

FiaHS ntugs « Gozenek gapi (jum)

Ters ozmoz (TO) 30 — 60 104 -10-3
Nanofiltrasyon (NF) 20 — 40 103 -10-2
Ultrafiltrasyon (UF) 1-10 10-2-10-1

Mikrofiltrasyon (MF) <1 10-! —10!
" @ Bakteri yag Retentat (Konsantrat)
..... & ® Protein M
LR L A @ Laktoz
« Mineral (tuz)
« Su

' Permeat (filtrat)

Sekil 2.7. Membran ¢esitleri (Varzakas ve Tzia 2014)

Ultrafiltrasyon islemi, son 20 yildir gida isleme endiistrisinde daha az termal hasar
ve daha iyi aroma muhafazasi i¢in geleneksel ayirma islemlerine gore yiiksek secicilik ve
daha diistik enerji tiiketimi gibi avantajlar1 nedeniyle yaygin bir sekilde uygulanmaktadir
(Bhattacharjee vd. 2017; Mohammad vd. 2012).

Bir UF membraninin performansi; transmembran basinci, capraz akis hizi,
¢ozlinmiis katilarin konsantrasyonu, kirlenme diizeyi ve en son tutulan molekiil agirlig
(MWCO (molecular weigth cut-off)) gibi gesitli faktorlere baglidir. MWCO, gézenek
genigligi ile iliskili bir terimdir ve bir UF membraninin ayirma yeteneklerini tarif etmek
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icin kullanilir (Sanchez vd. 2008). Ancak molekiil agirligr cogu kez MWCO degerini
tanimlamada her zaman bir anlam ifade etmeyebilmektedir. Eger ayn1 molekiil agirhigina
sahip iki molekiilden biri daha fazla dallanmis bir yapidaysa, yapisinda daha az yan dali
olan molekiile gore UF membraninda tutulmasi daha farkli olacaktir (Cemeroglu vd.
2004).

Ultrafiltrasyon sirasinda membrani gegemeyen kati parcaciklarla makro
molekiiller siiriiklenip gotiirtiliir fakat ayni unsurlar tekrar besleme tankina geri dondiigi
icin devamli bir sirkiilasyon sonucunda bu maddeler agisindan konsantre (retentat veya
konsantrat) hale gelir. Diger yandan ultrafiltrasyon sirasinda sirkiile edilen sivinin bir
kism1 membran siirekli olarak asar ve sistemi terk eder (permeat veya filtrat) (Cemeroglu
vd. 2004).

Yapilan literatlir taramalarinda, yakin zamana kadar safranin biyoaktif
bilesenlerinin ayristirilmasi i¢in kolon kromatografisi, HPLC ve TLC (Guijarro-Diez vd.
2017; Sujata vd. 1992; Tarantilis vd. 1994; Valle Garcia-Rodriguez vd. 2014) gibi
tekniklerin kullanildig1  gortilmistiir. Ancak ultrafiltrasyon tekniginin biyoaktif
bilesenlerin saflastirilmasi ve konsantre edilmesi konusunda basarili olmasina ragmen,
safran ekstraktinda kullanildigi bir ¢alismaya Sanchez wvd. (2008) tarafindan
gergeklestirilen calisma disinda rastlanmamistir. S6z konusu calismada santrifiij tipi
ultrafiltrasyonun, safranin (Crocus sativus L.) sulu ekstraktinda yer alan biyoaktif
bilesenlere etkisi arastirilmistir. Bu calismada 3 farkli firmadan, 5 farkli 6zellige
(polieterstilfon (PES) ve rejenere seliiloz (RC), MWCO aralig1 1-100 kDa) olan toplamda
16 adet santrifiij tipi UF filtre temin edilmis ve bu filtreler kullanilarak elde edilen
konsantratlarin biyoaktif bilesen igerigi (7 farkli krosetin esteri, pikrokrosin ve 2 farkli
kaempferol glikozit) UV-vis spektroskopi ve HPLC analiz yontemleri ile arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore farklh MWCO araligma sahip PES ve RC filtre
materyalinlerinin bu biyoaktif bilesenlari farkli oranlarda saflastirabildigi tespit
edilmistir.

2.3. Emiilsiyon

Emiilsiyonlar, birbiriyle karigmayan en az iki sivinin (genellikle yag ve su)
birbirleri igerisinde kii¢iik damlaciklar halinde dagilmasi ile olusan sistemlerdir
(lyasoglu ve E1 2010; McClements 2015). Bir¢ok gidada bu damlacik boyutu 100 nm ile
100 pm arasinda degismektedir. Ancak fizikokimyasal 6zelliklilerinden dolay1 son
zamanlarda damlacik ¢apt 100 nm’den kiiclik olan emiilsiyonlarin iiretimi revagtadir
(McClements 2015). Bir emiilsiyon igindeki damlaciklar1 olusturan madde, dagilmis,
siireksiz veya i¢ faz olarak adlandirilirken; ¢evreleyen siviyr olusturan madde, siirekli
veya dis faz olarak adlandirilmaktadir. Emiilsiyonlar, yagin ve sulu fazlarin {i¢ boyutlu
dagilimma bagli olarak tek katmanli emiilsiyonlar, hava/sivi emiilsiyonlar1 ve ¢oklu
emiilsiyonlar olarak siniflandirilmaktadir (ilyasoglu ve El 2010; McClements 2015).

Tek katmanli emiilsiyonlar (Y/S ve S/Y) sulu fazda dagilmis yag
damlaciklarindan, ya da yag fazinda dagilmis su damlaciklarindan olusan sistemlerdir.
Sulu fazda dagilmis yag damlaciklarindan olusan bir sisteme, su icinde yag (Y/S)
emiilsiyonu denmektedir (Sekil 2.9). Siit, krema, mayonez, igecekler, ¢orbalar ve soslarin
ornek verilebilecegi bu tip emiilsiyonlar genel olarak su ile seyreltilebilirler, suya benzer
ozellikler gosterirler, hizl1 bir sekilde kurutulabilirler ve yikanarak kolayca yiizeyden
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uzaklastirilabilirler (Altug 2001). Bir yag fazinda dagilmis su damlaciklarindan olusan
bir sisteme ise yag i¢inde su (S/Y) emiilsiyonu denmektedir (Sekil 2.8). Margarin ve
tereyaginda oldugu gibi bu emiilsiyonlar ise daha zayif bir elektrik iletkenligine
sahiptirler, organik ¢ozgenler veya yaglar ile seyreltilebilirler ve yikanarak
uzaklastirilmalari zordur (McClements 2015).

>

Su Faz | Tek katmanh emiilsiyonlar | | Coklu emiilsiyonlar |

Sekil 2.8. Tek katmanli emiilsiyonlar; yag icinde su (S/Y) ve su icinde yag (Y/S)
emiilsiyonlar1 ve ¢oklu emiilsiyonlar (Y/S/Y ve S/Y/S) (Jafari 2017)

(@) (b) (©) (d) (€) (f) (9) (h)

Sekil 2.9. Gidalarda kullanilan emiilsiyon esasli sistemlere 6rnekler: a) emiilsiyonlar; b)
¢ok katmanli emiilsiyonlar; ¢) dolu kati pargaciklar; d) mikro kiimeler; €) coklu
emiilsiyonlar; f) Kkolloidosomlar; g) doldurulmus hidrojel pargaciklart ve h)
nanoemiilsiyonlar (McClements 2015)

Yumurta akinin koptirmesi ile elde edilen kremali pastalar ve benzeri {iriinlerde
hava/sivi emiilsiyonlarindan yararlanilmaktadir. Havalandirilmig emiilsiyonlar veya
kopiikler; unlu mamuller, dondurma, kabartilmis margarin ve slislemelerde
bulunmaktadir. Bu fiiriinlerdeki emiilsiyonlar gidanin hacim ve kabarma ozelliklerini
etkilemektedir (Altug 2001).

Coklu emiilsiyonlar sulu bir siirekli fazda dagitilmis olan daha biiyiik yag
damlaciklari icinde dagilmis su damlaciklarindan (S/Y/S emiilsiyonlar) ya da bu durumun
tersinden olusan yagl bir siirekli fazda dagitilmis olan daha biiyiik su damlaciklari iginde
dagilmis yag damlaciklar1 (Y/S/Y emiilsiyonlar) meydana gelmektedir (Sekil 2.8). Bu tip
emiilsiyonlar bazi bilesenlerin salinimini kontrol etmek, emiilsiyon bazli gida {iriinlerinin
toplam yag icerigini azaltmak ve bir bilesenin normalde etkilesime girebilecegi baska bir
bilesenden veya ¢evresel faktorlerden izole edilmesi gibi amaglarla iiretilmektedir. Coklu
emiilsiyonlar, tek katmanli emiilsiyonlara gore avantajlar1 nedeniyle son donemde gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Coklu emiilsiyonlarin yani sira, bu grup
aynt zamanda nano emiilsiyonlar (nanoemulsions), cok katmanli emiilsiyonlar
(multilayer emulsions), kolloidosomlar (colloidosomes), doldurulmus hidrojel
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parcaciklari (filled hydrogel particles) ve mikro kiimeleri (microclusters) igerir (Sekil
2.9) (McClements 2015). Son dénemde arastirmacilar ekonomik anlamda gidaya uygun
malzemeler kullanarak; istenen kalite 6zelliklerine, fonksiyonel performanslara ve raf
omriine sahip yapisal emiilsiyonlar gelistirmek amagl ¢alismalar gergeklestirmektedir.

Emiilsiyonlar termodinamik olarak kararsiz sistemlerdir ve bu nedenle zamana
bagl olarak; yer ¢ekimi veya merkezka¢ gibi dis kuvvetlerin etkisi ile ¢cokme ve
kremlesme, iki ya da daha fazla damlacigin bir araya gelmesi ile flokiilasyon
(topaklanma), damlaciklarin komsu damlaciklar ile ¢arpismalarindan olusabilecek daha
biliylik damlaciklar ve buna bagl olarak faz ayrilmasi olarak tanimlanan parcacik
birlesmesi ve dagilmis fazin araya giren siirekli fazi1 boyunca bir damlaciktan digerine
kiitle taginmasi sonucu damlacik boyutu genis bir istatistiksel dagilim sergileyen
emiilsiyonlarda (polidispers emiilsiyon) biiylik parcaciklarin kii¢iik parcaciklara nazaran
daha fazla biiylimesi olarak tanimlanan Ostwald olgunlasmasi (Sekil 2.10) gibi cesitli
fizikokimyasal mekanizmalar nedeniyle par¢alanma egilimi gosterebilmektedirler (Altug
2001; McClements 2015; McClements ve Jafari 2018; Tadros 2009). Ostwald
olgunlagmasi, gida emiilsiyonlarinda yag fazinin (kanola, misir, balik, zeytin, hurma,
yerfistigt veya aygigegi yagi gibi) uzun zincirli trigliserit icermesi nedeni ile ihmal
edilebilmektedir. Diger bir deyisle, bu trigliserit ve suyun karsilikli ¢oziintirliigii ¢ok
diisiiktiir (McClements 2015).

Biiyiik damlaciklar biiyiir

Kiiciik damlaciklar kiigiiliir

Sekil 2.10. Ostwald olgunlasmasi1 (McClements 2015)

Emiilsiyonlarin stabilitesi ile ilgili teoride partikiillerin gekme ve itme kuvvetleri
arasindaki denge esas alinmaktadir. Cekme kuvvetleri (Van der Waals ¢ekim kuvveti)
emiilsiyonun stabilitesini diigiiriirken, itme kuvvetleri (benzer elektrik yiiklerindeki ¢ift
katmanlar aras1 elektrostatik itme) dagilmis damlaciklarin ayrilmighigini koruyarak
stabilite saglamaktadir (Altug 2001).

Ticari gida emiilsiyonlar1 ¢ok ¢esitli gida katki maddeleri (yaglar, emiilgatorler,
koyulastirict maddeler, jellestirici maddeler, tamponlama sistemleri, koruyucular,
antioksidanlar, selatlama maddeleri, tatlandiricilar, tuzlar, renklendiriciler, tat vericiler,
vs) igermektedirler. Emiilsiyon bazli bir gida iirliniiniin fizikokimyasal, duyusal ve
besleyici 6zellikleri mevcut bilesenlerin tiiriine, fiziksel konumlarina ve birbirleriyle
etkilesimlerine baglidir. Bir gida {ireticisinin, emiilsiyon bazli bir gida {irliniiniin tasarima,
formiilasyonu ve iiretimi sirasinda vermesi gereken en onemli kararlardan biri, s6z
konusu uygulama i¢in en uygun bilesenlerin se¢imidir (McClements ve Gumus 2016).
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Emiilsiyon bazli gidalarin tretim formiillerinde, son iiriiniin raf omrii ve
stabilitelerini artirmak amaci ile emiilsifiye edici ajanlar (emiilgatorler) kullanilmaktadir.
Emiilgatorler, ayn1 molekiil iizerinde hem hidrofilik hem de hidrofobik gruplara sahip
olan amfifilik molekiillerdir (McClements ve Jafari 2018). Uluslararas1 Gida Kodeks
Komisyonu (CAC) taniminda, emiilgatorler; ‘‘gidada yag ve su gibi birbiri ile karismayan
iki veya daha fazla fazin karismasini saglamak amaciyla ilave edilen maddeler’” seklinde
ifade edilmistir (Altug 2001). Gida emiilgatorleri hayvansal ve bitkisel orijinli yenilebilir
yag asitlerinin veya gliserol, propilen, glikol, sorbitol, sukroz gibi polivalan alkollerin
esterlerinden olugmaktadir. Bu esterler; laktik, tartarik, sitrik asit gibi organik asitler ile
daha ileri bir esterifikasyona tabi tutularak farkli emiilgator tipleri elde edilmektedir.
Emiilgatorler kiiclik molekiillii ylizey aktif maddeler, fosfolipitler, proteinler ve
polisakkaritler olmak tizere 4 alt sinifa ayrilmaktadir (Altug 2001).

Kiigiik molekiillii ylizey aktif maddeler genel olarak polar olmayan bir kuyruk
grubuna ve polar bir u¢ grubuna sahiptirler (McClements ve Jafari 2018). Gida
endiistrisinde kullanilan kiiciik molekiillii yiizey aktif maddelerin ¢ogu iyonik olmayan
sentetik molekiillerdir (Tweenler (40, 60 ve 80), Acikliklar (40, 60 ve 80),
monogliseritler, seker esterleri, poligliserol esterleri vd.). Ancak bunlarin disinda son
zamanlarda bazi dogal iiriinler de (Quillaja saponinler) bu amagla kullanilmaktadir (Jafari
2017; McClements ve Jafari 2018). Poligliserol esterleri, zararsiz olmalar1 nedeniyle,
bir¢cok gidanin iiretim teknolojisinde kullanilmakta olup ilk defa 1960 yilinda ABD’de
gidalarda kullanimi yasallagtirilmigtir. Yasal agidan, gida smifi poligliserol esterleri iki
sinifa ayrilmaktadirlar. Bunlar; yenilebilir yag asitlerinin poligliserol esterleri (E-475
veya PGE) ve poligliserol polirisinolat (E-476 veya PGPR) olarak tanimlanmaktadir. Su
igerigi %80 olan yag i¢inde su emiilsiyonlarinda PGPR, kararli emiilsiyonlar
olusturabilen basarili bir yiizey aktif maddesi olarak bilinmektedir (Bastida-Rodriguez
2013). Tirk Gida Kodeksi “Siiriilebilir Yaglar/Margarin ve Yogun Yaglar Tebligi” nde
tanimlanan %41 veya daha az yag icerigine sahip siiriilebilir yaglar ve %10°dan daha az
yag igeren benzer siiriilebilir Uiriinlere ek olarak emiilsifiye edilmis soslarda maksimum
4000 mg/L veya mg/kg PGPR kullanimina izin verilmistir. Diger yandan Tiirk Gida
Kodeksi “Kakao ve Kakao Uriinleri Tebligi”ne gore bu oran maksimum 5000 mg/L veya
mg/kg olarak belirlenmistir.

Yiyecek ve igcecek uygulamalarinda kullanilan fosfolipidler genellikle, asetonda
coziinmeyen fosfolipid ve fosfolipid olmayan bilesenlerin kompleks bir karigimindan
olusan lesitinler olarak da adlandirilmaktadir. Dogal lesitin bilesenleri genellikle gliserol
omurgasina bagl iki yag asidine sahiptir. Ancak zincirlerden biri, kimyasal veya
enzimatik olarak farkli fonksiyonel Ozelliklere sahip bilesenler olusturmak iizere
c¢ikarilabilir. Ornegin, liyo-lesitinler, geleneksel lesitinlerden daha hidrofilik olma
egilimindedir ve bu nedenle su i¢inde yag emiilsiyonlarin stabilize edilmesi amaci ile
kullanilmaktadir (McClements ve Jafari 2018).

Bir¢ok gidada bulunan proteinler (peynir alt1 suyu proteinleri, kazeinler, yumurta
proteinleri, soya proteinleri, jelatin, et proteinleri ve bezelye proteinleri) yiizeylerinde
hem polar hem de polar olmayan gruplara sahip olan amfifilik molekiillerdir (Jafari 2017;
McClements ve Jafari 2018). Diger yandan proteinler, 1sitma gibi yikici etkilere maruz
kalmadikga, ¢ozelti igerisinde tutulabilen ti¢ boyutlu yapiya sahip bilesiklerdir. Proteinler,
bir yag-su ara yiiziine adsorbe edildiginde, yapilarinin hidrofobik bolgesi yag fazinin
yiizeyine yerlesmekte veya kismen ¢oziilmektedir. Bununla birlikte, biiylik miktarlarda
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diizenli yapiya sahip olmayan kazeinlerde bile, yag-su ara yiiziine adsorbe olan hidrofobik
yan zincirlere sahip bir¢ok amino asit grubu bulunmaktadir. Bir protein adsorbe
edildiginde, proteinin polipeptit omurgasi, arayiiz ile temas eden noktalarin (yan
zincirlerin) siki bir sekilde kapanmasini Onleyerek, arayiizey arasindaki gerilimi
diisiirmektedir (Dalgleish vd. 2004). Baska bir degisle proteinler, damlacik yiizeylerine
adsorbe olduktan sonra olusan ara yiizlerin 6zelliklerini etkileyerek kiiresel veya sarmal
yapilar olusturabilen emiilgatorlerdir. Proteinlerin elektriksel 6zellikleri, emiilsiyonlarin
fiziksel ve kimyasal stabilitesini (kararliligini) dogrudan etkilemektedir (Jafari 2017;
McClements ve Jafari 2018)

Gida katk1 maddeleri olarak kullanilan bir¢ok polisakkarit, zayif yiizey etkinligine
sahip yliksek hidrofilik molekiillerdir ve bu nedenle uygun emiilsifiye 6zelligine sahip
degillerdir. Diger yandan, bir dizi dogal veya modifiye edilmis polisakkarit, hidrofilik bir
zincire bagl hidrofobik gruplara sahiptir (6rnegin arap zamki, modifiye nisasta, modifiye
seliiloz ve pektin) (McClements ve Jafari 2018). Hidrolize nisastalar; ucuz, kokusuz,
yiiksek konsantrasyonda diisiik viskozite gosteren, oksijen gecirgenligi diisiik olan ve bu
nedenden dolay1 iyi koruma saglayan tasiyict maddelerdir. Bu maddelerin koruma
dereceleri hidrolize nisastanin dekstroz esdegerligi (DE) ile dogrudan iliskilidir. DE
20’den kiigiik ise hidrolize nisasta maltodekstrin olarak adlandirilirken 20’°nin {izerinde
bulunan hidrolize nigasta misir surubu olarak isimlendirilmektedir (Tontul 2011).
Jellestirici ve yogunlastirici olarak kullanilan pektin, galakturonik asit bakimindan zengin
bir polisakkarit olup, bitkilerin hiicre duvarindan elde edilmektedir (Cemeroglu vd.
2004). Bir diger polisakkarit olan siklodekstrinler (a, B ve 8) Y/S/Y emiilsiyonlarinin
stabilitesini  saglayan bilesiklerdir. Ayrica siklodekstrin tiiriine bagli olarak
emiilsiyonlarin stabilizator etkinligi (o> B> &) degismektedir. Tanaka ve arkadaslari
tarafindan 1995 yilinda yayinlanan bir patentte (60-45229 sayili Japon Patent Yayini)
safranda bulunan krosetin bilesiklerinin stabilitesini saglamak amac1 ile siklodekstrin
yapisinda bulunan polisakkarit bilesikleri kullanilmistir (Bathaie vd. 2014; Bathaie ve
Mousavi 2010). Son yillarda gida ve ilag endiistrilerinde, ara ylizey materyali olan
protein-polisakkarit karigimlarinin kullanilmasi yayginlagsmistir. Protein ve polisakkarit
molekiilleri arasindaki etkilesim, kovalent baglar veya fiziksel olarak elektrostatik
etkilesimler sonucu kimyasal yollar ile ger¢ceklesmektedir. Nitekim polisakkaritler pH,
iyonik kuvvet ve biyopolimer yiik dagilimina bagl olarak ¢oziinebilir kompleksler veya
koaservatlar olusturabilmektedirler. Ozetle, protein-polisakkarit komplekslerinde
proteinler stabilizator gorevi TUstlenirken polisakkaritler emiilsiyon yapisini
yogunlastirarak kararli yapilarin olusumunu saglamaktadirlar (Dickinson 2008).

Istenilen amaca uygun emiilgator veya emiilgator karisiminin se¢iminde yardimei
olarak bir¢cok yontem gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri de molekiiliin hidrofilik ve
lipofilik 6zelliklerinin esas alinmasidir. Bu yontem, deneysel metoda dayanan HLB
(Hidrofilik-Lipofilik Denge) sistemi kullanilarak belirlenmektedir. Bu teoriye gore her
bir emiilgator kendi hidrofilik-lipofilik dengesini gosteren bir niimerik deger ile ifade
edilmektedir. En basit sekilde HLB degeri; emiilgatorlerin yag ve su fazlari tarafindan
bagli 1slatma 6l¢iitii olarak disiiniilmektedir (Altug 2001). Cizelge 2.4’te gida sanayisinde
kullanilan emiilgatorlerin HLB degerleri verilmistir (McClements ve Gumus 2016). Gida
endiistrisinde HLB degerinin kullanimi, bir¢cok gida emiilgatdriiniin nigasta ve proteinler
ile kuvvetli interaksiyonlar olusmasindan dolayr sinirli olmaktadir. Yapilan literatiir
taramalar1 sonucuna gore S/Y tipi emiilsiyonlarin hazirlamasinda 4-6 arasi, Y/S tipi
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emiilsiyonlarin hazirlamasinda ise 8-18 aras1t HLB degerine sahip yiizey aktif ajanlarin
kullanilmas: Onerilmektedir. HLB degeri 7 olan yiizey aktif maddeleri nétral olarak
adlandirilmaktadir. Diger yandan S/Y emiilsiyonlari i¢in optimum HLB degerinin 3.5 ve
S/Y emiilsiyonlar1 i¢in de optimum HLB degerinin 12 oldugu bildirilmistir (Altug 2001).

Cizelge 2.4. Gida sanayiinde kullanilan baz1 emiilgatorlerin HLB degerleri (McClements
ve Gumus 2016)

Kimyasal ad1 Kisaltma  Coziiniirlik  HLB Degeri
Lesitin - Su ve Yag 2-8
Lysolesitin - Su 8-11
Yag asidi tuzlar FA Suve Yag 1-3
Sodyum stearoil laktilat SSL Su 11
Kalsiyum stearoil laktilat CSL Yag 7-9
Sorbitan monooleat Aciklik 80 Yag 4.3
Sorbitan monostearate Aciklik 60 Yag 4.7
Sorbitan monopalmitate Aciklik 40 Yag 6
Sorbitan monolorat Aciklik 20 Yag 8.6
Sorbitan tristearate Aciklik 65 Yag 2.2
Polioksietilen sorbitan monooleat Tween 80 Su 15
Polioksietilen sorbitan monostearat Tween 60 Su 14.9
Polioksietilen sorbitan monopalmitat Tween 40 Su 15.6
Polioksietilen sorbitan monolorat Tween 20 Su 16.7
Polioksietilen sorbitan tristearat Tween 65 Su 10.5
Poligliserol polirisinolat PGPR Yag 1.5

Emiilsiyon olusturmak i¢in sirastyla yag-su, emiilgator ve homojenlestiriciler gibi
onemli ii¢ 6ge bir araya getirilmelidir (Vural vd. 2004). Gida emiilsiyonlarinin iretimi
icin endiistriyel ve laboratuvar tipi farkli homojenlestirme cihazlar gelistirilmistir ve bu
cthazlarin her birinin kendine 6zgiin avantajlar1 ve dezavantajlari mevcuttur.

Yiiksek hizli karistiricilar gida endiistrisindeki yag ve sulu fazlari dogrudan
homojenize etmek i¢in kullanilan en yaygin araglardir. Bu cihazlar 3600 d/dk hiza kadar
yiikselme yetenegine sahiptirler (Sekil 2.11). Bu tip cihazlarda karistirma kafasinin hizl
doniisii, yag ve su arasindaki ara yiizleri pargalayan, sivilarin birbirine karismasina neden
olan ve daha biiyiikk damlaciklar1 kii¢iik damlaciklara bélen; uzunlamasina dénme ve
radyal hiz gradyanlarinin bir kombinasyonunu olusturur. Ayrica karigtirma kafasinin
dizayn1 da karistirma verimini dogrudan etkilemektedir. Diger yandan emiilsiyon iiretimi
esnasinda bilesenlerden herhangi birinin 1stya duyarli olmasi durumunda,
homojenizasyon sirasinda teknenin sicakliginin kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu
cithazlarin kullanilmas: ile diisik ve orta seviyede viskoziteye sahip emiilsiyonlar
tiretilmektedir. Ayrica bu cihazlar ile damlacik boyutu 2-10 um olan emiilsiyonlar
iiretilebilmektedir. Ozetle; yiiksek hizl1 karistiricilar, gida emiilsiyonlari olusturmak igin
kullanilmasimin yani sira, bilesenlerin, o6zellikle toz igeriklerin etkili bir sekilde
dagilmasini ve ¢6ziinmesini saglamaktadir (McClements ve Gumus 2016).
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Sekil 2.11. a) Yiiksek hizli karistirici; b) Ultrasonik karistirict (McClements 2016)

(b)

Yiiksek parcalayici karigtiricilar (Ultra-turrax); rotor geometrili, radyal agikliklart
olan, birbirine gecen halkalara sahiptirler. Rotor, sistemin merkezine girerken akigkanin
hizlanmasina neden olur. Daha sonra miiteakip hizlanmalar ve yavaslamalar meydana
gelir. Sonug olarak tiirbiilansli bir akisla yiiksek tegetsel/ kayma kuvvetleri iretilir.
Boylece damlaciklar daha kiigiik pargalara (2-10 um) ayrilabilmektedir (Jafari 2017).

Emiilsiyon iiretiminde ultrasonik karistiricilar da (piezoelektrik transdiiserler ve
sivi jet jeneratOrleri) kullanilmaktadir. Denge durumunda bulunan bir ortamda
parcaciklarin hareketleri ile art arda gelen basing degisikliklerinden olusan mekanik
titresim ‘‘ses’’ olarak tanimlanirken saniyedeki titresimi (frekans) gosteren birim Hertz
(Hz) olarak tanimlanmaktadir. Buna ek olarak, insan kulaginin algilama iist sinir1 olan 20
kHz’den biiyiik frekanstaki sesler Ultrasonik ses (US) olarak bilinmektedir. US dalgalari,
ferroelektrik materyallerin yiiksek elektrik alanda elastik deformasyonu ve materyaldeki
molekiillerin polarizasyonunun ortak etkisi ile olusturulabilmektedir. Uygun sekilde
kesilmis kuvars, kursun zirkonat ve baryum titanat gibi kristaller piezoelektrik 6zelligi
gostermektedirler. Bu kristallere belirli bir dogrultuda basing uygulandiginda, buna dik
dogrultuda bir elektrik alan olusur veya tersi olarak bu kristallere alternatif bir elektrik
akimi uygulandiginda, bu kristallerde titresimler olusabilmektedir. Kristalin biiytikligii
ve dogal titresimlerin frekansi, uygulanan elektrik sinyali frekansina esit olacak sekilde
ayarlandiginda ¢ok yogun titresimler (US) elde edilebilmektedir. US dalgalar1 ortamda
boylamsal olarak ilerlemekte, farkl: frekans ve dalga boyunda farkli mekanik, fiziksel,
kimyasal ve biyokimyasal etkilere neden olmaktadirlar. Etkileri farkli noktalarda ¢ok kisa
zamanlarda olusup kaybolan, sicakligi 5000°C’ye, basinct 50 MPa’a kadar ¢ikabilen
vakumlu bosluklar (kavitasyonlar) ve ters yonlii ardisgtk basing dalgalart ile
gerceklestirilmektedir. S6z konusu kavitasyonun olusma nedeni, boylamsal olarak
ilerleyen dalgalarin ardisgtk olarak neden oldugu sikisma ve genlesmelerdir.
Kavitasyonlarin olustugu noktalarin sinirlarinda, sivi fazinda bulunan molekiiller hizl bir
sekilde buhar fazina gecerek kavitasyonun igerisine difiize olurlar. Ancak kavitasyon
coktiigiinde, bu molekiillerin enerjisi buharlasmaya yetemediginden tekrar yogunlasarak
hizl1 bir sekilde siv1 faza gegerler. Bu geri yogunlagma sirasinda ¢arpisan molekiillerin
artmasi ile sok dalgalar olusur ve bu sok dalgalar1 kavitasyonlarin olustugu noktalarda
sicaklik ve basing yiikselmesine neden olurlar (Durak 2013).
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Emiilsiyon tiretiminde ultrasonik karistiricilar (piezoelektrik transdiiserler ve sivi
jet jeneratorleri) kullanilmaktadir. Piezoelektrik transdiiserler birgok arastirma
laboratuvarinda bulunan tezgah {istii ultrasonik homojenizatorler olup diisiik hacimli
(birkag cm® — birkag 100 cm?®) emiilsiyonlarin iiretimi i¢in kullanilmaktadirlar (Sekil
2.11). Ultrasonik bir homojenizatorde, genellikle ugta sivrilen koruyucu bir metal
muhafaza i¢inde bir piezoelektrik kristal bulunmaktadir. Bu tip karistiricilarda yiiksek
yogunluklu bir elektrik dalgast uygulanir ve bu da i¢indeki piezoelektrik kristalin hizla
salinmasina ve ultrasonik bir dalga olusturmasina neden olur. Ultrasonik dalga,
doniistiiriiciiniin ucuna dogru cevrilir ve etrafindaki sivilara yayilarak sivilarin daha
kiiciik parcalara ayrilmasina ve birbirleriyle karismasina neden olan kavitasyona neden
olur. Ancak uzun siire ultrasonikasyon islemine maruz kalan emiilsiyonlarda (lipidlerin
oksidasyonunu, polisakkaritlerin depolimerizasyonunu veya proteinlerin
denatiirasyonunu) bozukluklar meydana gelebilmektedir (McClements ve Gumus 2016).

Ultrasonik homojenlestiricilerin etkinligini belirleyen temel faktorler; ultrasonik
dalgalarin yogunlugu, siiresi ve sikligidir. Prensip olarak 5 MHz’e kadar yiiksek
frekanslara sahip ultrasonik dalgalar kullanilarak emiilsiyonlar olusturulabilir ancak
homojenizasyon etkinligi, artan frekansla azalir. Bu nedenlerden dolay1 ¢ogu ticari cihaz,
frekanslar1 20-50 kHz arasinda olan ultrasonik dalgalar kullanir. Homojenizasyon
sirasinda iiretilen damlaciklarin boyutu, ultrasonik radyasyonun yogunlugunu artirarak
veya uygulanma siiresini uzatarak azaltilabilir (McClements ve Gumus 2016).

Esfanjani vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada safran ekstraktinin, farkli
emiilgatorler ile (pektin ve peynir alt1 suyu proteini) ¢oklu (¢ift katmanli) emiilsiyona ve
bunu takiben toz forma doniistiiriilerek (piiskiirterek kurutma yontemi) elde edilen nano
kapsiillerin (<100 nm) stabilite 6zellikleri arastirilmistir. Bu ¢alismada, %10 safran
ekstrakti igeren S/Y emiilsiyonuna (mikroemiilsiyon) protein/polisakkarit (peynir alti
suyu konsantresi (WPC)/pektin) igeren bir duvar malzemesi (emiilgator karisimi)
eklenerek ¢ift katmanli (S/Y/S) emiilsiyon olusturulmustur. Elde edilen tozlarda; pargacik
boyutu, renklendirme giicii ve aktif bilesenlerin (krosin, pikrokrosin ve safran)
enkapsiilasyon verimi arastirilmistir. S6z konusu caligmanin sonuglarina gore,
WPC/pektin ile stabilize edilmis S/Y/S emiilsiyonlarinin renklendirme giicliniin ve
kapsiilleme veriminin mikro kapsiillere gére daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Safran ekstrakti iceren ¢ok katmanli emiilsiyonlarin hazirlamasinda kullanilan
protein/polisakkarit bazli emiilgatorlerin, nihai emiilsiyon stabilitesi {izerine etkinligi
Esfanjani vd. (2017) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada aragtirilmistir. Bu amagla ilk
olarak iki farkli safran ekstrakti oran1 (%5 ve %10) igeren S/Y bazli mikro emiilsiyonlar
dretilmistir. Daha sonra bu mikroemiilsiyonlar farkli emiilgatér ve bunlarin farkl
kombinasyonlari (peynir alt1 suyu protein konsantresi (WPC)-maltodekstrin veya WPC-
pektin-maltodekstrin) ile S/Y/S ¢oklu emiilsiyonlara doniistiirilmistiir. Bu sekilde
hazirlanan emiilsiyonlarin depolama boyunca (22 giin) stabilitesi (parcacik boyutu,
stabilite 6lciimii, etken bilesenlerin enkapsiilasyon etkinligi) arastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, %5 i¢ faz ile birlikte WPC-pektin-maltodekstrin i¢eren emiilsiyonlarda
zamana bagl diisiik salinim ve yliksek stabilite tespit edilmistir.

Mehrnia vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada spontan yontem ile iiretilen

krosin yiiklii nano emiilsiyonlarda emiilsifikasyonu etkileyen faktorler (farkli non-iyonik
emiilgatorler (PGPR ve Aciklik 80), krosin konsantrasyonu (%0,1 ve %0,2), emiilgatoriin
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suya orant (%SWR (25-175), karistirma siiresi (2, 2,5 ve 3 saat) ve karistirma hizi (400,
700 ve 1000 d/dk)) arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, PGPR’nin nano
emiilsiyonlarin hazirlamasinda bagarilt oldugu ve bu emiilgatér ile hazirlanan
emiilsiyonlarinin yiiksek stabiliteye (pargacik boyutu, kayma viskozitesi, renk (L*, a* ve
b*) sahip oldugu tespit edilmistir.

Diger bir calismada angum zamki, gam arabik ve peynir alt1 suyu proteini ile
hazirlanan krosin igeren nano emiilsiyonlarin, reolojik ve salimim &zellikleri
arastirilmistir. Fars¢a sakiz veya Zedu olarak da bilinen Angum zamki, yabani veya dag
badem agacinin (Amygdalus scoparia Spach) salgisidir. Bu calismada da diger
caligmalarda oldugu gibi spontan yontem ile 6nce krosin ekstrakti iceren S/Y emiilsiyonu
hazirlanmig daha sonra angum zamki iceren dis sulu faz (S), peynir alt1 suyu proteini ile
karistirilarak S/Y/S emiilsiyonuna doniistiiriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gére Angum
zamki ile hazirlanan emiilsiyonlarda gam arabik ile hazirlananlara gore 10 kat daha
yiiksek viskozite ve jellesme degeri tespit edilmistir. Ayrica en yliksek damlacik boyutu
Angum zamki ile hazirlanan emiilsiyonlarda goriilmesine ragmen en diisiik kremlesme
ve yliksek stabilite degerleri yine ayni emiilsiyonlarda tespit edilmistir (Mehrnia vd.
2017).

Maggi vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada parabenlerin (metil paraben ve
propil paraben) safran ekstraktinda bulunan biyoaktif bilesenlerin (krosetin esterleri ve
pikrokrosin) raf dmrii iizerindeki etkisi incelenmistir. Krosetin esterlerinin bozulmasinin
birinci dereceden kinetik model ile uyumlu oldugu degerlendirilmistir. Elde edilen
sonugclarla her iki parabenin varliginda da krosetin esterlerinin raf dmriiniin uzadig tespit
edilirken; pikrokrosin i¢in etkili olmadiklar1 belirlenmistir. Ancak literatiirde gida yoluyla
alinan parabenin kisilerde agir cilt rahatsizliklarina (deride kizarikliklar, siskinlik, kasinti
ve agr1) neden oldugu bilinmektedir. Dokulara yerlesen parabenler dstrojen hormonlarini
artirarak denge bozulmasina ve kanser tiimorlerin olugsmasina da neden olmaktadirlar
(Y1ldiz ve Cabuk 2018).

Rahaiee vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada krosin satabilitesini artirmak
amaci ile farkli tasiyici konsantrasyonu (kitosan (Cs) ve sodyum aljinat (Alg))
kullanilarak enkapsiilasyon islemi gerceklestirilmistir. Cevap-ylizey metodunun
sonuglarina gore enkapsiilasyon ortaminin pH degeri, Cs ve Alg konsantrasyonlarinin
parcacik boyutu ve EE (enkapsiilasyon etkinligi) lizerine énemli 6lgiide etkili oldugu
bildirilmistir.

Diger bir ¢caligmada safranin sulu ekstrakti, pullulan, olivinilpirrolidon-360 (PVP-
360) ve polivinilpirrolidon-40 (PVVP-40) ile kapsiillenmis (dondurarak kurutma) ve buna
bagl olarak krosin degradasyon kinetigi incelenmistir. Bu calismada 35°C sicaklikta,
karanlik ortamda ve farkli su aktivitelerinde (0.43, 0.53, 0.64 ve 0.75) muhafaza edilen
orneklerin polar 6zelligi tasiyan pigmentlerinin renk giicli periyodik dl¢iimler ile tayin
edilmistir. Polimerik yapidaki materyallerin biiyiik Ol¢iide krosetin glikozitlerinin
oksidasyonunu azaltirken, PVP-40 ile kapsiillenen 6rneklerde stabilitenin yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Selim vd. 2000).

Kyriakoudi vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, farkli parametrelere bagli

(metanol-su orani, sonikasyon giicli ve siiresi) ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile
safranda bulunan biyoaktif bilesenlerin optimum ekstraksiyon kosullari, cevap-yiizey
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metodu ile arastirilmistir. Ayrica ¢alismada UV-vis spektrofotometrik ve HPLC-DAD
metotlar1 karsilagtirilmistir. Elde edilen verilere gére maksimum krosin konsantrasyonu;
%50 metanol, 0.2 dongii sayis1 ve 30 dakika ultrasonikasyon uygulanan ekstraktlarda
tespit edilmistir.

Mohammadi vd. (2016b) tarafindan yapilan bir ¢calismada antioksidanca zengin
olan zeytin yapragi ekstraktinin (100, 200 ve 300 mg/L konsantrasyonda), soya fasulyesi
yaginda nanoemiilsiyona doniistiiriilerek oksidatif stabilitesi aragtirllmistir. Elde edilen
caligma sonucuna gore liretiminin birinci gliniinde S/Y emiilsiyonlarin pargacik boyutu
6.16 nm iken ¢ift katmanli emiilsiyonlarda (WPC ve WPC-pektin) bu deger sirasi ile 675
ve 1443 nm olarak belirlenmistir. Diger yandan g¢alisma sonucuna gore kapsiillenmis
zeytin yapragi ekstraktlarinin peroksit stabilite degeri kapstillenmemis 6rneklere nazaran
daha ytiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak dagilmis emiilsiyon damlaciklari ile fenolik
bilesiklerin bloke edilmesi nedeniyle, kapsiillenmis zeytin yapragi ekstraklarinin termal
stabilitesi daha diistik tespit edilmistir.

Bir diger calismada ise, zeytin yapraginin fenolik bilesikleri, WPC-pektin
kompleksleri vasitasi ile nanokapsiil forma doniistiiriilmiis ve elde edilen kapsiillerin
zamana bagl (1-20 giin depolama) stabilitesi (parcacik boyutu, sedimantasyon analizi,
viskozite 6l¢limii, enkapsulasyon etkinligi ve renk) arastirilmistir. Bu ¢alismanin birinci
basamaginda S/Y emiilsiyonu ve ikinci basamaginda S/Y/S (WPC ve WPC-pektin)
emiilsiyonlar1 tiretilmistir. Elde edilen sonuglara gére 1 giinde WPC ve WPC-pektin
emiilsiyonlarinin enkapsiilasyon etkinligi sirasi ile %93.34 ve %96.64 iken 20 giin
sonunda bu degerler sirasi ile %72.73 ve %88,81 olarak belirlenmistir. Diger bir deyisle
bu calismada en diisiik fenolik salinimi WPC-pektin ¢oklu emiilsiyonlarinda tespit
edilmistir (Mohammadi vd. 2016a).

25



KAYNAK TARAMASI N. AZARABADI

26



MATERYAL VE METOT N. AZARABADI

3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismada Kategori-1 olarak tanimlanan ve ISO standardina (Anonymous 2) gére
1.smuf kalitede olan safran &rnekleri kullanilmustir (Sekil 3.1). Ornekler iran’da faaliyet
gosteren ticari bir firmadan temin edilmis, karanlikta ve oda sicakliginda analiz edilinceye
kadar muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan safran 6rnegi (Kategori I)

Emiilsiyon iiretiminde kullanilan materyaller; aycicek yagi (Yudum),
maltodekstrin (Sigma-Aldrich, cas no:9050-36-6), B-siklodekstrin (Sigma-Aldrich, cas
no:7585-39-9), peynir alt1 suyu proteini izolat1 (Hipro Isowhey), PGPR (Palsgaard, 4175-
31079302), sodyum benzoat (Tito E211) iiretici firmalardan ¢alismanin niteligine uygun
olarak tedarik edilmistir. Analizlerde kullanilan diger kimyasallar Merck veya Sigma-
Aldrich firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Safran orneklerinin ekstraksiyonu

Bu baglamda ilk olarak Cevap Yiizey Metodu kullanilarak Box-Behnken deneme
deseni olusturulmus ve On denemeler gerceklestirilmistir. Ancak varyans analizi
sonuglarinda model uygunsuzlugu (lack of fit) 6énemli bulundugu (P>0.05) i¢in bu
yontemin kullanilmasinin uygun olmadigi anlasilmis ve ekstraksiyon optimizasyonunda
faktoriyel deneme deseni kullanilmistir.

Faktoriyel deneme deseni i¢in yapilan literatiir incelemesi ile; safran: su orani,
sicaklik ve siire parametrelerinin alt ve {ist limitleri belirlenmistir. Bu amagla ekstraksiyon
3 farkli safran:su orani (0.5:1, 1:1 ve 2:1, w/v (g/L)), 3 farkli sicaklik (60, 70 ve 80°C) ve
10 farkhh stre (5, 10, 20, 30, 60, 120, 180, 240, 300 ve 360 dk) kullanilarak
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1).

Orneklerin ekstraksiyon optimizasyonu calismasinda Gismondi vd. (2012)
tarafindan kullanilan ekstraksiyon metodu revize edilerek uygulanmistir. Bu baglamda
ogitillip 500 pm gozenek agikligina sahip elekten gegirilmis safran 6rnekleri hassas
terazi ile tartilip, yaklasik 250 mL hacimli amber renkli siselere aktarilmistir. Daha sonra
Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi; her ornege 3 farkli sicaklikta, 10 dakika boyunca
ultrasonik su banyosunda degaze edilmis saf su eklenmistir. Bunu takiben hazirlanan
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ekstraktlar da 1 dakika boyunca ultrasonik su banyosunda degaze edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan siselerin agz1 kapatilarak ¢alkalamali su banyosunda (115 d/dk) Cizelge 3.1°de
belirtildigi gibi 3 farkli sicaklik ve 10 farkli siirede ekstraksiyon iglemine tabi tutulmustur.
Siirelerin sonunda su banyosundan ¢ikartilan ekstraktlar kaba filtre kagidindan siiziilmiis
ve degradasyonu 6nlemek igin 20 dakika boyunca buz banyosunda bekletilmistir. Tim
bu islemler yapilirken amber siseler, meziir ve ultrasonik su banyosunun sicakliklarinin
caligilan sicaklikta olmasina dikkat edilmistir. Ekstraksiyon islemleri; karanlikta, 2
tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve analizler 3 paralelli olarak yiiriitiilmiistiir.

Cizelge 3.1. Ekstraksiyon optimizasyon kosullari

Sicaklik (°C) Siire (dk) Safran: su orani

5 0.5:1 11 2:1

10 0.5:1 11 2:1

20 0.5:1 11 2:1

30 0.5:1 11 2:1

60 60 0.5:1 11 2:1
120 0.5:1 11 2:1

180 0.5:1 11 2:1

240 0.5:1 11 2:1

300 0.5:1 11 2:1

360 0.5:1 11 2:1

5 0.5:1 11 2:1

10 0.5:1 11 2:1

20 0.5:1 11 2:1

30 0.5:1 11 2:1

60 0.5:1 11 2:1

70 120 0.5:1 11 2:1
180 0.5:1 11 2:1

240 0.5:1 11 2:1

300 0.5:1 11 2:1

360 0.5:1 11 2:1

5 0.5:1 11 2:1

10 0.5:1 11 2:1

20 0.5:1 11 2:1

30 0.5:1 11 2:1

60 0.5:1 11 2:1

80 120 0.5:1 11 2:1
180 0.5:1 11 2:1

240 0.5:1 11 2:1

300 0.5:1 11 2:1

360 0.5:1 11 2:1

Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen ekstraktlarin kuru madde miktarina
bagli krosin cinsinden %1’lik renk verme giicii Esitlik 3.2 ve 3.3 kullanilarak
hesaplanmistir (bakiniz sayfa 33 ve 34).
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Diger yandan ISO (3236-2) (Anonymous 2) metodunda belirtildigi sekilde de
ekstraksiyon yapilmistir. Bu standarda gore; safran 6rnekleri 6giitiiliip, 500 pm gozenek
acikligina sahip elekten gegirilmis ve 0.500 + 0.001 g 6giitiilmiis 6rnek tartilip 1 L hacimli
amber renkli balon jojeye aktarilmistir. Uzerine 900 mL saf su eklenen karisim oda
sicakliginda (~25°C) 1000 d/dk hizla ¢alisan manyetik karistiricida 1 saat karistirilmis ve
sonrasinda balon joje hacim cizgisine tamamlanmistir. Siirenin sonunda, hazirlanan
ekstrakt kaba filtre kdgidindan gegirilerek siiziilmiistiir. Ekstraksiyon islemi sonucunda
elde edilen ekstraktin kuru madde miktarina bagli krosin cinsinde %1°lik renk verme giicii
yine Esitlik 3.2 ve 3.3 kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.2. Ultrafiltrasyon optimizasyonu

ISO 3632-2 (Anonymous 2) yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktin
konsantrasyonunu artirmak amaci ile ultrafiltrasyon islemi uygulanmistir. Denemeler,
laboratuvar tipi ultrafiltrasyon sistemi (Sartorious, Gottingen, Almanya) ile
gerceklestirilmistir. Her deneme Oncesinde gilin i¢inde taze ekstrakt hazirlanmistir.
Ultrafiltrasyon optimizasyonu kademeli olarak yapilmistir.

- Uygun filtrenin se¢imi: Bunun i¢in oda sicakliginda, 2 bar basing altinda
beslenen ekstraktin %70’1 permeat, %30’u retentat olarak alinacak sekilde, ikisi de SkDa
ayirma giicline sahip iki farkl filtre materyali (hydrosart (selilloz bazli membran) ve
polietersiilfon (PESU)) kullanilarak konsantrasyon islemi gerceklestirilmistir. Islem
sonucunda elde edilen permeat ve retentatta cesitli fiziksel (renk analizi) ve kimyasal
analizler (krosin miktar1) yapilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda gézenek gapinin
kiigiik olmas1 nedeniyle, 5 kDa ayirma sinirina ve polietersiilfon filtre materyaline sahip
membran ile retentatta istenilen renk bilesenleri (Krosin) en iyi sekilde konsantre
edilebilmistir.

- Ayirma simiri: Bu amacla; oda sicakliginda, 2 bar basing altinda beslenen
ekstraktin %70’1 permeat, %30 u retentat olacak sekilde, 3 farkli (10, 5 ve 1 kDa) ayirma
smnirina sahip, PESU materyal iceren membrandan gegirilerek konsantrasyon islemi
gergeklestirilmistir. Islem sonucunda elde edilen permeat ve retentatta gesitli fiziksel ve
kimyasal analizler yapilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda 1 kDa ayirma siirima
sahip PESU materyal igeren filtre ile konsantre edilen retentatta renk bilesenleri en iyi
sekilde konsantre edilebilmistir.

- 1 kDa ayirma sinirina sahip, PESU materyal igeren membran filtre kullanilarak
yapilacak konsantrasyon igleminin optimizasyonu i¢in ilk olarak Cevap Yiizey Metodu
kullanilarak Box-Behnken deneme deseni olusturulmus ve on denemeler
gerceklestirilmistir. Ancak deneme deseni sonuglarina gére model uyumsuzlugu (lack of
fit) 6nemli bulundugu (P>0.05) i¢in bu yontemin kullanilmasinin uygun olmadigi
anlasilmistir. Bu nedenle konsantrasyon isleminin optimizasyonunda faktdriyel deneme
deseni kullanilmistir. Faktoriyel deneme deseni igin yapilan literatiir incelemesi
sonucunda 3 farkli besleme orani (permeat: retentant orani 80:20; 70:30 ve 60;40), 2 farkli
sicaklik (4 ve 25°C) ve 2 farkli basing (2 ve 3 bar) belirlenip denemeler
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.2). Her denemenin sonunda membran temizlik prosediirii
(sistemden 50°C’de 1 M NaOH c¢ozeltisi 1 saat sirkiile edilip ve siire sonunda permeat
tutulmasi) uygulanmaistir.
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Ultrafiltrasyon islemleri; karanlikta, 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve
analizler (renk (L*, a*, b*, h® ve C*)), toplam krosin ve verim) 3 paralelli olarak
yiritilmustir.

Calismanin diger basamaklarinda bu sekilde hazirlanan retentattan, “K-1" olarak
bahsedilmistir. Optimum sartlarda elde edilen bu retentat bir sonraki asamaya kadar -
80°C’de depolanarak muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.2. Ayirma simir1 1 kDa olan PESU filtrenin optimizasyon parametreleri

Sicaklik (°C) Basing (bar) P:R
60:40
70:30
80:20
60:40
70:30
80:20
60:40
70:30
80:20
60:40
70:30
80:20

N

25

25

W W WIN N NW W wliNd N

3.2.3. Emiilsiyon optimizasyonu

Safran ekstraktlar1 iki farkli (tek katmanl (S/Y) ve coklu (S/Y/S)) yontem
kullanilarak emiilsiyon sistemlerine doniistiiriilmiistiir.

3.2.3.1. Tek katmanh (S/Y) emiilsiyon formiilii optimizasyonu

Tek katmanli S/Y emiilsiyonlarina ait formiillerin (Yag: PGPR: Ekstrakt (K-1)
orani) optimizasyon caligmalar1 i¢in Cevap Yiizey Metodu ve D-optimal birlesik dizayn
(Design Expert 7) kullanilmistir (Cizelge 3.3). Deneme deseni i¢in; yapilan literatiir
incelemesi sonucuna gore, hacimde toplam oran %100’e tamamlanacak sekilde, aycicek
yag1 (%60-80), PGPR (%0.5-10) ve ekstrakt (K-1) (%10-39) igeriginin alt ve tist limitleri
belirlenmistir. Esfanjani vd. (2015) ve Mehrnia vd. (2016)’nin metotlar1 kullanilarak,
desende belirtilen miktarlarda aycicek yagi ve PGPR hassas terazi yardimi ile tartilip,
10°C sicakliktaki su banyosuna bagli ¢ift cidarli behere aktarilarak, 30 dk boyunca 700
d/dk hizda, pervaneli karistirict yardimi ile karistirilmigtir. Siirenin sonunda elde edilen
karisima 90 dakika boyunca pastor pipeti ile damla damla ekstrakt (K-1) eklenmistir. Bu
yontemle farkli formiillerde toplam 16 emiilsiyon elde edilmistir. Olusturulan
emiilsiyonlar 35 giin boyunca 30°C’ye ayarh etiivde depolanmistir.

Mikroemiilsiyonlarin normal emiilsiyonlara gére en 6nemli avantajlarindan biri
saydam veya yar1 saydam goriiniimleri olup, bu durum onlan yiyecek ve i¢eceklerde
kullanmaya uygun hale getirmektedir. Saydam veya yar1 saydam emiilsiyon elde
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edilirken; 15181n sagilmasini Onlemek i¢in, emiilsiyonun pargacik ¢aplari 15181n dalga
boyundan yeterince kii¢iik olmalidir. Siirfektan ve ekstrakt hacmine dayali olarak yapilan
emiilsiyon formiili optimizasyonlarinda; partikiil boyutunun diizensiz degisiminden
dolay1, bunun yani sira renk koordinatlarinin da yorumlanmasi iyi bir yontemdir (Mehrnia
2016).

Cizelge 3.3. S/Y emiilsiyonlarmin formiiline (Yag: PGPR: Ekstrakt (K-1)) ait
optimizasyon ¢alismalari igin D-optimal birlesik dizayna ait deneme deseni

Desen A:Yag B: PGPR C: Ekstrakt (K-1)
1 71.055 10.000 18.995
2 60.000 9.397 30.603
3 77.790 10.000 12.210
4 60.000 9.397 30.603
5 80.000 5.697 14.303
6 66.068 0.500 33.432
7 75.524 7.701 16.774
8 69.654 4.009 26.336
9 74.576 3.569 21.855

10 80.000 0.562 19.438
11 60.000 0.502 39.498
12 80.000 0.562 19.438
13 77.790 10.000 12.210
14 65.088 9.983 24.929
15 80.000 5.697 14.303
16 60.000 0.502 39.498

Depolama sonunda, arastirmanin amacina uygun olarak emiilsiyonda pargacik
boyutu (hacim agirlikli ortalama ¢ap, hacim-yiizey ortalama ¢ap ve agiklik) ve model
gidada renk analizleri (L*, a*, b*, h® ve C*) gerceklestirilmistir. Sonuglar arasindaki iliski
modellenmistir. Bu veriler dogrultusunda optimum sartlarda elde edilen S/Y emiilsiyon
formiilii bir sonraki agama olan S/Y/S emiilsiyonun iiretiminde kullanilmigtir.

S/Y emiilsiyon formiilii optimizasyonu; pargacik boyutu ve renk degerleri
sonuclar1 kullanilarak cevaplarin her biri i¢in belirlenen en uyumlu modelin regresyon
esitlikleri (Esitlik 3.1) cevap yiizey metodu ile olusturulmustur.

Y = Bo+B1A+B,B+BsC+BLA.B+PsA.C+BsB.C+B; A fgB?+ByCoar (3.1)
Burada;

Y: Cevaplari (Da3, D32, Agiklik, L*, a*, b*, 4° ve C*)

A: Yag oranim

B: PGPR oranini

C: Ekstrakt oranini

Bo: Kesisim degerini

B1, B2, B3, Ba, Bs, Be, B7, Bs, Bo: Bagimsiz degiskenlerin katsayi degerlerini ve
a: Hatay1 gostermektedir.

31



MATERYAL VE METOT N. AZARABADI

3.2.3.2. Coklu emiilsiyon (S/Y/S) formiilii optimizasyonu

Cok katmanli emiilsiyonlarin liretiminde ilk basta K-1 ekstrakti kullanilmistir.
Ancak elde edilen sonuglar dogrultusunda, yapilan UF islemlerine ragmen K-1’in ¢ok
katmanli emiilsiyon liretimi i¢in yeterince konsantre olmadigi tespit edilmistir. Bu
sebepten dolay1 ve galismanin amaci goz Oniinde bulundurularak daha konsantre bir
ekstrakt elde emek igin; Esfanjani vd. (2015)’e ait, safran orani yiiksek ancak su orani
diistiik (6.67:1) ekstraksiyon metodu kullanilmistir. Buna gore 500 um gozenek capli
elekten gecirilmis 10 g ogiitiilmiis safran 6rnegi 150 mL’lik amber renkli balon jojeye
aktarilmistir ve karisim oda sicakliginda (~25°C) 1000 d/dk hizda calisan manyetik
karistiricida 24 saat boyunca ekstrakte edilmistir. Siirenin sonunda ekstrakt kaba filtre
kagidindan gegirilerek siiziilmiis ve bir sonraki asamaya kadar -80°C’de depolanarak
muhafaza edilmistir. Tez kapsaminda, bu sekilde elde edilen konsantre ekstrakt, “K-2”
olarak adlandirilmistir.

Coklu emiilsiyon sistemi kademeli olarak hazirlanmistir. Bunun igin literatiir
arastirmalar1 sonucuna gore (Bathaie ve Mousavi 2010; Esfanjani vd. 2015; Esfanjani vd.
2017; Lutz vd. 2009b), oncelikle 7 farkli formiille dis sulu fazlar hazirlanmistir (Cizelge
3.4). Daha sonra, bir 6nceki basamakta optimize edilen S/Y fazi hazirlanmistir. Bu
emiilsiyonlarin hazirlanma basamaklar1 asagidaki gibidir;

-Cozelti A (D1s sulu faz sistemleri): Dig sulu faz ¢ozeltisi, S/Y/S emiilsiyonlarinin
hazirlanmasi icin kullanilan ana ¢ozeltidir. Bunun i¢in, Cizelge 3.4’te gosterildigi gibi
faktoriyel dizayn kullanilarak formiil i¢in optimizasyon deneme deseni olusturulmustur.
Esfanjani vd. (2015)’e gore denemede kullanilan ¢ozeltiler fosfat tamponu (pH=6)
icerisinde ayr1 ayrt hazirlanmistir. WPI iceren formiiller 1 gece boyunca buzdolabinda
bekletilirken diger formiiller oda sicakliginda bekletilmistir.

- Cozelti B (S/Y): S/Y emiilsiyon optimizasyon basamaginin sonucuna gore son
hacim %67 Aygigek yagi, %6 PGPR ve %27 K-2 igerecek sekilde ¢ozelti hazirlanmigtir.

- A, B ¢ozeltileri ve antimikrobiyal olarak da %0.05 sodyum benzoat (Lutz vd.
2009b) 10°C sicakliktaki su banyosuna bagl ¢ift cidarli behere aktarilarak 6nce 5dk
12000 d/dk hizda daha sonra 8 dk 15000 d/dk hizda ultra-turrax (IKA T18 Dijital
ULTRA-TURRAX) yardimi ile homojenize edilmistir (Esfanjani vd. 2015).

Cizelge 3.4. D1s sulu faz sistemlerinin formiillerine faktoriyel dizayn deneme deseni

Formiil Icerik

MD %8’lik maltodekstrin (MD)
WPI %8’lik Peyniralt1 suyu proteini izolat1 (WPI)
BSD %1.7 B-siklodekstrin (p-SD)

MD-WPI Son hacimde; %8 MD ve %8 WPI

MD-BSD Son hacimde; %8 MD ve %1.7 B-SD

MD-WPI-BSD Son hacimde; %8 MD, %8 WPI ve %1.7 3-SD
WPI-BSD Son hacimde; %8 WPI ve %1.7 -SD

Emiilsiyon sistemleri 2 tekerriirlii olarak tiretilip 30°C sicakliktaki etiivde 35 giin
boyunca depolanmis ve her 5 giinde bir depolama analizleri (pargacik boyutu dagilimi ve
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model gidada renk analizi) yapilmistir. En iyi renk stabilitesine sahip 2 farkli emiilsiyon
formiilii belirlenerek bir sonraki basamak olan ultrasonikasyon destekli S/Y/S emiilsiyon
liretiminin optimizasyon ¢alismasinda kullanilmistir.

3.2.3.3. Ultrasonikasyon destekli S/Y/S emiilsiyon optimizasyonu

Ultrasonikasyon destekli S/Y/S emiilsiyonlar iki basamakl1 olarak hazirlanmistir.
Bunun igin bir 6nceki basamagin sonuglarina gére S/Y/S emiilsiyonlar1 hazirlanmis ve
daha sonra 6rnekler (Rahaiee vd. 2015)’e gore 20 kHz frekansta ve %100 genlikte ¢alisan
ultrasonikasyon cihaz1 (Bandelin HD3200, Bandelin Electronics, Berlin, Almanya)
kullanilarak homojenize edilmistir. Ultrasonikasyon siiresini belirlemek amaci ile 6n
denemeler gergeklestirilmistir. Bunun igin, yiiksek sicaklikta emiilsiyon bozulmasini
onlemek amaci ile tiretim 4°C sicakliga sogutulmus ¢ift cidarli beherde ve 10 farkl siirede
(15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210 ve 240 s) gerceklestirilmistir. Her {iretim sonunda
emiilsiyon c¢ikig sicakliklar1 6l¢iilmiis ve 30°C’yi gegmeyen emiilsiyonlara pargacik
boyutu ve model gidada renk (L*, a*, b* ve h°, C¥) analizi yapilmistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda en iyi stabilite saglayan ultrasonikasyon destegiyle hazirlanmig
S/Y/S emiilsiyonu depolanmis ve depolama analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.4. Depolama

Optimizasyon verileri dogrultusunda Cizelge 3.5’te gosterilen formiilizasyona
sahip driinler, 2 tekerriir halinde fretilmistir. Hazirlanan formiillere ayrica %0.05
oraninda antimikrobiyal (sodyum benzoat) eklenmistir. 35 giin boyunca 3 farkli sicaklikta
depolama (5, 25 ve 45°C) gergeklestirilmis ve depolama siiresince iirtinler her 5 giinde
bir analiz edilmistir. Cizelge 3.5’te belirtilen parametrelere uygun hazirlanan
emiilsiyonlarda; parcacik boyutu (Das ve agiklik), model gidada renk (L*, h® ve C¥*),
stabilite testi (ESI), krosin salinimi (%FR), enkapsiilasyon verimi (%EE), mikroskop ile
parcacik boyutu goriintiileme (0. giin ve 35. giin), LC-MS-MS (0. giin ve 35. giin) ve
duyusal analiz (0. gilin ve 35. giin, 25°C’de depolanan 6rneklerde) gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.5. Depolama 6rneklerinin formiilleri

Formiil kodu Formiil
A K-1 ekstrakti: 1ISO 3236-2 gore hazirlanmis (Safran:su orani
0.5:1) ve ultrafiltrasyon islemi (PESU,1kDa, 2 bar, 4°C, besleme
orani %20 retentant) ile konsantre edilmistir.
B K-2 ekstrakti: 10 g safran 150 mL’lik amber renkli balon jojeye
aktarilmig ve karisim oda sicakliginda (~25°C), 1000 d/dk hizda
calisan manyetik karistiricitda 24 saat boyunca ekstrakte

edilmistir.

C SIY-1: %67 aycicek yagi, %6 PGPR ve %27 K-1 ekstrakti
icermektedir.

D SIY-2: %67 aycicek yagi, %6 PGPR ve %27 K-2 ekstrakti
icermektedir.

E SIY[S-1: S/Y-2 emiilsiyonu ve dig sulu fazda %1.7 B-SD
icermektedir (Ultra-turrax uygulanmas).

F SIY/S-2: SIY-2 emiilsiyonu ve dis sulu fazda %8 WPI ve %1.7
B-SD igermektedir (Ultra-turrax uygulanmis).

G SIY[S-3: S/Y-2 emiilsiyonu ve dis sulu fazda %1.7 B-SD
icermektedir (Ultra-turrax + Ultrasonikasyon uygulanmis).

H SIY/S-4: SIY-2 emiilsiyonu ve dis sulu fazda %8 WPI ve %1.7

B-SD i¢ermektedir (Ultra-turrax + Ultrasonikasyon uygulanmis).

3.2.5. Analizler
3.2.5.1. Safranda nem tayini

Calismada kullanilacak olan ticari safran 6rneginde ISO 3632-2"¢ (Anonymous 2)
gore nem tayini yapilmistir. Bu amacla 6rneklerden 2.5+0.001 g tartilip, 103°C sicakliga
ayarli etlivde 16 saat boyunca sabit tartima ulagincaya kadar kurumaya birakilmistir.
Kurutulan 6rneklerin son agirliklar1 6lgiilmiistiir. Safran numunesinin nem igerigi (Wmv)
Esitlik 3.2 yardimui ile hesaplanmaigtir.

100

% wyy = (Mo — M,) * %M_o (3.2)

Mo: Ornek miktar1 (g)
Ms: Kurutma sonrasi agirlik (g)

3.2.5.2. 1SO 3632-2 standardina gore safranin sinifimin belirlenmesi

Calismada kullanilacak olan ticari safran 6rneginin ISO 3632-2 (Anonymous 2)
tarafindan yapilan siniflandirmada hangi kategoride oldugunu belirleyebilmek amaciyla
ayni1 standart tarafindan belirtilen ekstraksiyon yontemi ile ekstrakt elde edilmistir. Bunun
icin safran Ornekleri 6gitiiliip, 500 pm gbézenek acgikligina sahip elekten gecirilmis ve
0.500 + 0.001 g ogitiilmiis ornek tartiip 1 L hacimli amber renkli balon jojeye
aktarilmistir. Uzerine 900 mL saf su eklenen karisim oda sicakliginda (~25°C) 1000 d/dk
hizla ¢alisan manyetik karistiricida 1 saat karistirilmis ve sonrasinda balon joje hacim
cizgisine tamamlanmigstir. Stirenin sonunda, hazirlanan ekstrakt kaba filtre kagidindan
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gecirilerek siiziilmistiir. Bu ekstrakttan 25 mL alinarak 250 mL’lik balon jojeye
aktarilmis ve balon joje su ile hacim ¢izgisine tamamlanmistir. Daha sonra bu ekstrakt
0.45 um’lik PTFE filtreden gegirilerek kuvars kiivetler kullanilarak spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1800, Shimadzu, Japonya) 440 nm dalga boyunda absorbans degeri
okunmustur. Renklendirme giicii, absorbans degerleri kullanilarak Esitlik 3.3’e gore
hesaplanmustir.

%1 __ DxC
Ef, =2 (3.3)

lcm

EJ?L : lcm kenar uzunluguna sahip kuvars kiivetteki %1°lik ¢ozeltinin 440 nm
dalga boyundaki renk verme giicii,

D: Ozgiil absorbans,

C: Seyreltme faktort,

H: safran numunesinin nem igerigi.

3.2.5.3. Renk analizi

Ultrafiltrasyon islemi sonucunda elde edilen permeat ve retentatlarin renk
Ol¢timleri UltraScan-VIS Hunterlab (Virginia, ABD) renk 6l¢im cihazi kullanilarak,
emiilsiyonlarda ise model gidada (safranli pilavda) Konica- Minolta (CR-400) renk 6l¢iim
cihazi kullanilarak yapilmistir. Saydam sivilarda; ortam 1s18indan etkilenmesi nedeniyle
Konica- Minolta (CR-400, Osaka, Japonya) renk 6l¢iim cihazi dogru sonu¢ vermeyecegi
icin, permeat ve retentatlarin analizleri, 6l¢limiin karanlik bir haznede gerceklestirildigi
UltraScan-VIS Hunterlab renk 6lgim cihazi kullanilmistir. Bu analiz 2 tekerriir ve 3
paralelli olarak gerceklestirilmistir.

Renk; L* (koyuluk-agiklik), a* (yesillik-kirmizilik), b* (mavilik-sarilik) Hunter
lab renk parametreleri cinsinden ifade edilmistir. Renk Ol¢im cihazlar1 her olgiim
oncesinde kendi kalibrasyon plakasi ile kalibre edilmistir. h®, a* ve b* degerinin pozitif
oldugu durumda Esitlik 3.4, a* degerinin negatif ve b* degerinin pozitif oldugu durumda
Esitlik 3.5’e gore hesaplanmistir. Renk yogunlugu (kroma*) degeri Esitlik 3.6’e gore
hesaplanmistir (McLellan vd. 1995). Sekil 3.2°de ton agis1 (h°) degerlerinin degisimine
bagli renk tonlar1 gdsterilmistir.

I. Ceyrekte h°= ArcTan (b*/a*) (3.4)
II. Ceyrekte h°= 180+ArcTan (b*/a*) (3.5)
C* = V(a**+b*?) (3.6)
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Sekil 3.2. Ton agis1 degerlerinin degisimine bagli olarak renk tonlar1 (McLellan vd. 1995)

Ultrafiltrasyon islemi sonucunda elde edilen permeat ve retentatlarin renk 6l¢timii
icin 6ncelikle UltraScan-VIS Hunterlab renk 6l¢lim cihazi kendi siyah (blank) ve beyaz
(white) kalibrasyon plakalar1 kullanilarak kalibre edilmistir. Cihazin 6l¢iim haznesine
yaklagik 120 mL safran ekstrakt1 aktarilarak renk degerleri okunmustur.

Emiilsiyonlarda ise renk dl¢timleri model gidaya (safranli pilavda) katkilandiktan
sonra Konica- Minolta (CR-400) renk 6l¢iim cihazi kullanilarak yapilmistir. Bunun igin
70 g yasemin pirince, 100 mL saf su ve 10 mL emiilsiyon eklenmis ve karigim 8 dk
boyunca pilav pisirme makinesinde (Pars khazar rice cooker 61 TY AN, Iran) pisirilmistir.
Renk ol¢limii i¢in cihaz dncelikle kendi kalibrasyon plakas ile kalibre edilmistir. Cihazin
Olclim haznesi safranl pilav ile silme bir sekilde doldurulduktan sonra 3 ayri1 noktadan
renk Ol¢limii yapilmistir.

3.2.5.4. Emiilsiyonlarda parcacik boyutu dagilim

Emiilsiyonlarda parcacik boyutu analizleri lazer difraksiyon prensibi ile ¢alisan
pargacik boyut analiz cihazi (Malvern, Mastersizer 2000SR, Ingiltere) ve bu cihaza
baglanan s1vi modiilii (Malvern Hydro 20008, ingiltere) kullanilarak Fuchs vd (2006)’a
gore yapilmistir. Analiz, orneklerin cihaz haznesi icerisinde disperse edilmesiyle ve 2
paralelli olarak gerceklestirilmistir. Sonuglar ise cihazin yazilimi (Malvern Application
Ver. 5.60) yardimiyla hacim agirlikli ortalama g¢ap (De Brouckere), hacim-yiizey
ortalama ¢ap (Sauter) ve Agiklik olarak degerlendirilmistir. Sauter ortalama cap degeri,
ayn1 hacim/ylizey oranina sahip kiirelerin (parcaciklarin) ortalama ¢apini; Agiklik degeri
ise, belirli bir yigin igerisinde bulunan partikiillerin dagilmin ifade etmektedir. Burada
hacim agirlikli ortalama cap Esitlik 3.7°ye, Sauter ortalama cap Esitlik 3.8’e ve Agiklik
degeri Esitlik 3.9’a gore hesaplanmistir (Esfenjani 2017).

Dys = (Emdi)/(Endy) 3.7)
D3, = (Emd)/(Endy) (3.8)
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d(v.90)-d(v.10)]

_
Actklik = 2050) (3.9

D43: Hacim agirlik ortalama cap (um)

D32: Sauter ortalama ¢ap (um)

nidi: di capina sahip n; tane pargacik

d(v.10): %10 kiimiilatif hacme sahip esdeger hacimsel ¢ap (pm)
d(v.50): %50 kiimtilatif hacme sahip esdeger hacimsel ¢ap (um)
d(v.90): %90 kiimiilatif hacme sahip esdeger hacimsel ¢ap (um)

3.2.5.5. Stabilite testi

Emiilsiyonlarin stabilitesinin belirlenmesi amaciyla yaklasik 10 mL emiilsiyon bir
test tiipiine aktarilmis ve tiipler agz1 kapatilarak 35 giin boyunca 5°C, 25°C ve 45°C
sicakliktaki karanlik ortamda hareketsiz bir sekilde depolanmistir. Depolama siiresince 5
giinliik periyotlarla faz ayrimlari izlenmis ve emiilsiyonlarin parcacik boyutlari
Olciilmiistiir. Hesaplamalar, 0. giin degerlerine oranlanarak Enkapsiilasyon Stabilite
Indeksi (ESI) olarak hesaplanmustir. ESI degeri 1°den biiyiik bir degerdir ve bu deger
biiytlidiikge stabilitenin bozuldugunu ifade etmektedir (Esfanjani vd. 2017).

3.2.5.6. Mikroskop ile mikro yapi goriintii analizi

Mehrnia vd. (2017)’nin  yontemine goére emiilsiyonlarda mikro yapinin
belirlenmesinde  floresan mikroskop (MCX300, MICROS Produktions und
handelsgesmbH. Veit/Glan, Avusturya) kullanilmigtir. Mikroskop altindaki goriintiilerin
dijital fotograf makinesi (EOS 450D, Canon Inc., Tokyo, Japonya) ile fotograflari
¢ekilmistir.

3.2.5.7. Krosin analizi

Calisma sirasinda hazirlanan ekstraktlarda, UF islemiyle elde edilen retentat ve
permeatlarda, bunlarin yani sira emiilsiyon sistemlerinde krosin analizi
gerceklestirilmistir. Analizi yapilacak drnekler uygun seyreltme islemine tabi tutulduktan
sonra spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800) 440 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okunmustur. Krosin miktar1; krosin standardi (Sigma-Alderich 17304) ile
olusturulan kurve yardimiyla, elde edilen absorbans degerlerinden mg/L cinsinden
hesaplanmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan krosin standardinin absorbans degerleri
3.2.5.8. Krosin salinimi (% FR)

Safran emiilsiyonlarinda % krosin salimimi, Esfenjani vd. (2017) tarafindan
kullanilan metot revize edilerek hesaplanmistir. Bunun i¢in 5 g safran emiilsiyonu deney
tiipline aktarilip tizerine 5 mL fosfat tamponu (pH=7) eklenmistir. Hazirlanan karigima
4°C’de, 2268 G kuvvetinde, 90 dakika boyunca santrifiyj islemi uygulanmustir. Siirenin
sonunda donan yagh faz, sulu fazdan dikkatli bir sekilde ayrilmigtir. Sulu faza uygun
seyreltme islemi uygulanmis ve daha sonra spektrofotometrede 440 nm dalga boyunda
absorbans degeri okunmustur. Elde edilen absorbanslardan, standart krosin kurvesi (Sekil
3.3) yardimiyla krosin miktar1 (mg/L) hesaplanmistir. Daha sonra bu degerler Esitlik 3.8
kullanilarak ve %FR degerine doniistiirilmiistir.

%FR =2 . 100 (3.8)
Mo

Mo= Baslangi¢ krosin miktar1 (mg/L)

Mn= n. depolama giiniideki krosin miktar1 (mg/L)

3.2.5.9. Enkapsiilasyon etkinligi (% EE)

Safran emiilsiyonlarinda bulunan krosinlerin enkapsiilasyon etkinligi (%EE)
Esitlik 3.9’a gore hesaplanmistir (Esfanjani vd. 2015).

%EE = 100 — %FR (3.9
3.2.5.10. UF verimi

Ayirma smirt 1 kDa olan PESU filtre kullanilarak farkli sicaklik, basing ve
besleme oran1 kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin geri kazanimlari, toplam
geri kazanim ve kayiplar sirastyla Esitlik 3.10, 3.11, 3.12 ve 3.13’e gore hesaplanmustir.
Burada; Vo, beslenen ekstraktin hacmini, Vg retentat hacmini ve Vg, permeat hacmini
ifade etmektedir. Ayrica Co; beslenen ekstraktin konsantrasyonunu, Cg; retentat
konsantrasyonunu ve Cr; permeat konsantrasyonunu, igerdigi krosin miktart (mg/L)
tizerinden ifade etmektedir (Sanchez vd. 2008).
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% Permeat geri kazanmmi = (*F) x 100 (3.10)
0 0

% Retentat geri kazanimi = (-2XE) x 100 (3.12)
Vo x C,
0 0

% Toplam geri kazanim = % Permeat geri kazanimi + % Retentat geri kazanim1  (3.12)
% Kayip = 100 - % Toplam geri kazanim (3.13)
3.2.5.11. Krosin profili (LC-MS/MS)

Akdeniz Universitesi Gida Giivenligi ve Tarmmsal Arastirma Merkezi'nde
bulunan LC-MS/MS cihazinda krosin bilesenlerinin tayini igin hizmet alimi
gerceklestirilmistir. LC-MS/MS analiz metodu parametreleri Cizelge 3.6’da
belirtilmistir;

Cizelge 3.6. LC-MS/MS analiz kosullar

Thermo- Hypersil Gold- C18- Dim. (mm) 50X2.1-

Kolon: Particle Sz. (u) 1.9

Solvent A: Su:MeOH 95:5 %0.1 formik asit 4mM AA

Solvent B: MeOH:Su 95:5 %0.1 formik asit 4AmM AA

Operasyon modu: Low pressure (0..~7000PSI)

Min Pressure: 0 bar

Max Pressure: 900 bar

Pressure stability 10 bar
Siire(Dakika) A% B% pL/dakika
0 70.0 30.0 300.0

Gradient programi 4 10.0 90.0 300.0
5 70.0 30.0 300.0
6 70.0 30.0 300.0

Tez kapsaminda satin alinan Krosin standardindan (Sigma-Alderich 17304) %50
su ve %50 metanol kullanilarak konsantrasyonu 200 ppm olan stok ¢6zelti hazirlanmustir.
Daha sonra standarda iyonlastirici olarak sodyum asetat ilave edilmistir. Sigma-Aldrich
tarafindan yayinlanan standart katalogunda bu standardin Krosin-1 oldugu belirtilmistir
ve kiitle spektrofotometresinde pozitif iyon yoniinde uygulanan farkli kuvvetler
sonucunda Krosin-3 de basarili bir sekilde tespit edilmistir.

Elde edilen iyonlastirma parametrelerine gore stok Krosin standart ¢ozeltisi,
konsantrasyonu 0, 5, 10, 20, 50 ve 100 ppm olacak sekilde seyreltilerek cihaza enjeksiyon
yapilmustir. Krosin-1-1, Krosin-1-2 ve Krosin-3 standart egrileri sirasiyla Sekil 3.4, 3.5
ve 3.6’da gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.5. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Krosin-1-2 standardinin absorbans
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Sekil 3.6. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan

degerleri

Krosin-3 standardinin absorbans

Ornekler, LC-MS/MS cihazina enjekte edilmeden dnce 6n ekstraksiyon islemine
tabi tutulmustur. Bunun i¢in s1vi emiilsiyonlardan 5+0.001 g alinarak 15 mL’lik deney
tiipiine aktarilmis ve lizerine 5 mL fosfat tampon (pH 7) eklenmistir. Hazirlanan karisim
4°C sicaklikta, 2268 G kuvvetinde 90 dakika boyunca santriflij edilmistir (Esfenjani
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2015). Santrifiij islemi sonunda donarak ayrilan yag fazi 6rneklerden dikkatli bir sekilde
uzaklasgtirilmis ve geride kalan sulu faz uygun seyreltme yapilarak LC-MS/MS’e
enjeksiyonu gerceklestirilmistir.

3.2.5.12. Duyusal analiz

Calisma kapsaminda firetilen safran ekstraktlarinin ve bu ekstraktlar1 iceren
emiilsiyonlarin duyusal olarak degerlendirilmesi model gidada gergeklestirilmistir.
Model gida olarak safranin en ¢ok kullanildigi yemeklerden biri olan piring pilavi
secilmis ve duyusal analizler bunun iizerinden yiiriitiilmistiir. Bu baglamda literatiir
taramalar1 sonucunda bulunan yontemler safrana gore revize edilerek 2 farkli duyusal
analiz formu hazirlanmistir (Sekil 3.7 ve 3.8). Sekil 3.7°de gosterilen formda,
panelistlerden safranli pilavlarda gordiikleri rengi 0’dan 100°e kadar olan renk yogunluk
skalas1 lizerinde isaretlemeleri istenmistir. Sekil 3.8’de gosterilen formda ise
panelistlerden safranli pilavlara ait renk, goriiniis, koku, tat ve agizda biraktigi his
hakkinda 2’den 5’e kadar puanlama yapmalari istenmistir. Duyusal analizler 2 tekerriirlii
olarak gerceklestirilmistir (Onogur 2011)

Tarih:
Panelistin Adi-Soyadi:
Degerlendirilen Ornek: Safranl pilav

Sizlere sunulan drneklerde safranh pilavdan beklediginiz (g6z ile tespit edebildiginiz/edemediginiz)
sar1 rengi verilen skala lizerinde uygun olan yogunluk degeri ile tammlayimz, Zaman ayiwrdigmz igin
tegekkiirler.

|:| ] | | | |

| | | l | |

| I | | | I I 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
! | L :

Tespit Cok diigtik Ditglik Sari renk Yogun sari Gok yogun
edilmesi yogunlukta yogunlukta (53.3) renk (60.1) sart renk
oldukga zor sart renk Sari renk (100)
(1.4) (17.2) (35.4)

Sekil 3.7. Duyusal analiz; renk yogunlugu skalasi formu
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Safranh pilav

PUAN KOKU VE TAT AGIZDA BIRAKTIGI HIS | RENK VE GORUNUS

Safranli pilava has tat ve

koku Piring pilavindan beklenilen Rengini muhafaza etmis,
(Kiif ve yab. Mad. kokusu yaglilik hissi parlak sar1 renk
5 yok).

65 32 94 10 65 32 94 10 65 32 94 10

000000000000

Safranli pilava has tat ve

Kkoku Yiiksek yaglilik hissi Yetersiz sar1 renk
4
65 32 94 1DO 65 32 94 lDO 65 32 94 1DO
Yabanci madde kokusu ve Dosgal olmayan renk ve
tad1 Diisiik yaglilik hissi & & rul}; iim
Hafif kiif kokusu &
3
Eksimis, acimis koku ve tat Yagdan kaynaklanan Renksiz
Kiif kokusu ve tadi acilagmis tat
2

65 32 94 10 65 32 94 10 65 32 94 10

0001010[00/010100

Sekil 3.8. Safranli pilav duyusal analiz formu

Duyusal analiz i¢in 70 g yasemin pirince, 100 mL saf su, 0.2 g tuz ve her pilavda
esit miktarda safran ekstrakt1 (0.25 mL) i¢erecek sekilde depolama 6rnekleri (A, B, C, D,
E, F, G, H) eklenmistir. Karisim 8 dk boyunca pilav pisirme makinesinde (Pars khazar
rice cooker 61TYAN, iran) pisirilmistir. 25°C’de depolanan pilavlar, daha &nce
orneklerle asina edilmis 5 kadin ve 5 erkek paneliste depolamanin 0. ve 35. giinlerindeki
duyusal analizde sunulmustur (Sekil 3.14).

Sekil 3.9. Safranli pilav kullanilarak yapilan duyusal analiz
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3.2.5.13. istatistiksel analizler

Tek katmanli emiilsiyonlarin formiil optimizasyon ¢alismalari i¢in Cevap Yiizey
Design Expert 7 Analiz Programi (Trial Version, State-Ease Inc.Minneapolis, ABD), D-
optimal birlesik dizayn kullanilarak belirlenmistir. Ekstraksiyon optimizasyonu, UF
optimizasyonu, c¢ok katmanli emiilsiyon optimizasyonu ve depolama analizleri 2
tekerriirlii olarak gergeklestirilmis. Sonuglar SAS bilgisayar programinda varyans
analizine tabi tutulmus, farkli bulunan sonuglar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile
degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Safran orneklerinin nem orani

Calismada kullanilan safran 6rneklerinin nem orani %7.11 olarak tespit edilmistir.
Nem oran1 ISO 3632-2 (Anonymous2) safran kalite standardina gére 6nemli olup, bu
standartta safran stigmalarinda nem oraninin %12’den fazla olmamas1 gerektigi
bildirilmektedir. Nitekim 6rneklerin nem orani belirtilen degerin altinda belirlenmistir.

4.2. Safran érneginin kalite sinifinin belirlenmesi

Safran iireten iilkelerde elde edilen safranlar kalitelerine gore farkli sekillerde ve
isimlerde kalite siniflarina ayrilmaktadir. Nitekim [ran pazarinda safran; Sarghol, Bunch,
Konge, Negin ve Poushal gibi smiflarii ifade eden isimlerle satilmaktadir. Ayrica
yapilan hilelerin Oniine gegebilmek ve safrani kalitesine gore siniflandirmak amaciyla
[ran Standartlar ve Endiistriyel Arastirma Enstitiisii tarafindan yaymlanan 259-1 ve 259-
2 sayil1 safran standardina gore; safran, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri agisindan 4 farkli
sekilde Miikemmel (Momtaz), ipliksi-1 (Reshteiye-1), Ipliksi-2 (Reshteiye-2) ve Ipliksi-
3 (Reshteiye-3) siniflandirilmistir.

Ulkeler arasindaki anlayis ve tanimlama farkliliklarini gidermek, ticarette ortak
deger olusturmak, yapilan hileleri dnlemek amaciyla ISO/TS 3632 standardinda da safran
siniflar1 tanimlanmistir. fran Standartlar ve Endiistriyel Arastirma Enstitiisii tarafindan
yayinlanan 259-1 ve 259-2 sayili standart, ayn1 zamanda ISO/TS 3632-1:20 (B6lim 1:
Safranin Ozellikleri) ve ISO/TS 3632-2:2003 (Bélim 2: Analiz Metotlar1)’ii de
kapsamaktadir. ISO/TS 3632-2 gore de safran fiziksel ve kimyasal 6zellikleri a¢isindan
4 farkli sekilde siniflandirilmistir. Ancak burada Kategori I, Kategori II, Kategori III ve
Kategori IV olarak isimlendirilmistir (Anonymous 2).

ISO 3632-2 standardina (Anonymous 2) gore krosin tizerinden safranlarin renk
verme giiciiniin (%1°lik ¢ozeltisinin 440 nm’deki absorbansi (E;%%, 440) minimum
degerlerinin Kategori I igin 190; Kategori Il i¢in 150; Kategori 11l igin 110 ve Kategori
IV i¢in ise 80 olmasi gerektigi belirtilmistir. Yapilan analiz sonucunda ticari safran
Orneginin renk verme giicii 244.32 olarak hesaplanmis olup, ¢alismada kullanilan 6rnegin

I. kategoriye girdigi tespit edilmistir.
4.3. Ekstraksiyon optimizasyonu

Farkli sicakliklarda, safran:su oraninda ve siirelerde yiirlitiilen ekstraksiyon
calismas1 sonucunda elde edilen ekstaktlarda, kuru madde miktarina bagli krosin
cinsinden %1°lik renk verme giicii (E;°%, 440) hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.1°de
verilmistir. Cizelge 4.1 incelendiginde, sicaklik artis1 ile renk verme giiciiniin arttig1 tespit
edilmistir. Diger bir deyisle safran: su orani, 0.5:1 olan ekstrakt drneklerinde 60, 70 ve
80°C’deki en yiiksek krosin cinsinden %1°lik renk verme giicii sirasi ile 225.58, 243.39
ve 246.25 olarak tespit edilmistir. Diger yandan ekstraksiyon siiresi uzadikga belirli bir
noktaya kadar renk verme giicii artarken siirenin daha da uzamasi ile bu deger tim
orneklerde 6nemli derecede azalmistir. Safran: su orani, 0.5:1 olan ekstrakt 6rneklerinde
60, 70 ve 80°C’de, maksimum renk verme giicii sirasi ile 30., 10. ve 5. dakikalarda tespit
edilmistir. Bu durum 1:1 ve 2:1 safran: su orani iceren Orneklerde de gegerlidir. Ayni1
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cizelge incelendiginde, sicakligin artmasi ile degradasyonun daha erken baslamustir.
60°C’de ekstrakte edilen 6rneklerde 60. dakikadan sonra renk verme giicti azalir iken
80°C’de ekstrakte edilen drneklerde bu siire 10 dakikaya inmistir.

Cizelge 4.1. Safran ekstraktlarinin ekstraksiyon kosullarina bagli renk verme giicli
(ortalamazstandart sapma)

Sicaklik Siire Safran: su oram
(°C) (dk) 0.5:1 1:1 2:1

5 21882 + 8.33 208.61 + 475 20155 £+ @ 2.27

10 220.75 + 273 21154 + 6.03 20485 + 394

20 22259 + 893 21466 + 2.02 20758 + 1.30

30 22558 + 237 22207 + 571 21693 <+ 3.62

60 22446 + 295 218.75 + 4.19 207.15 + 495

60 120 21695 + 0.36 209.42 + 4.89 206.29 + 352
180 20789 + 3.05 199.13 + 491 18952 <+ 051

240 189.23 + 041 18553 + 3.85 18542 + 3.18

300 186.47 + 1.68 170.08 + 0.93 168.24 <+ 261

360 18490 <+ 0.25 161.02 <+ 0.87 15779 + 153

5 229.06 + 4.78 221.71 + 231 21488 £+ 8.09

10 24339 + 139 239.62 + 271 23037 £+ 3.22

20 24114 + 181 235.09 + 450 22180 £+ 1.25

30 238.26 +  0.67 22554 + 0.81 21169 <+ 5.63

20 60 207.86 + 237 206.77 + 2.40 19716 + 0.79
120 19694 <+ 0.78 19257 + 3.15 189.81 <+ 8.10

180 179.34 + 0.73 17235 + 120 16142 + 2.74

240 168.83 + 0.10 15594 + 4.5 150.32 £+ 255

300 15358 + 2.62 14470 + 2.76 14024 <+ 3.20

360 13657 + 0.00 12475 + 2.62 121.02 <+ 583

5 246.25 +  0.08 240.01 <+ 8.97 22925 £+ 5.86

10 24011 + 071 230.37 + 1.39 21461 <+ 3.70

20 23215 + 0.26 21853 + 042 21385 <+ 1.01

30 22048 + 037 21750 + 5.03 21173 + 0.89

80 60 216.86 + 0.78 21083 + 1.68 20750 <+ 243
120 216.86 + 0.78 21083 + 1.68 20750 <+ 243

180 18272 + 0.05 181.24 + 0.27 18046 + 0.65

240 167.06 + 0.85 163.18 + 2.17 8153 <+ 520

300 143.05 + 0.76 136.05 =+ 454 79.08 + 0.26

360 126.04 +  0.97 11401 <+ 151 75.14 + 330

Cizelge 4.1 incelendiginde safranin ekstraksiyonunda ilging bazi hususlar dikkat
cekmektedir. Bunlardan birincisi, sicakligin artmasi ile birlikte ekstraksiyon hizinin ve
¢Oziinen madde miktarinin arttigi, béylece ayni derecede etkin ekstraktin ¢ok daha kisa
stirede elde edildigi goriilmektedir. Nitekim daha yiiksek renk verme giicline sahip
ekstraktlar 80°C sicaklikta 5 dakika i¢inde elde edilirken, 60°C sicaklikta bu seviyede
renklendirme giiciine sahip ekstrakt elde edilememistir. En yiiksek renklendirme giiciine
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sahip ekstrakt da bu sicaklikta ancak 30. dakikada elde edilmistir. Ote yandan safran:su
oranindaki safranin artist da beklendigi gibi ekstraktta renklendirme giicilinii
artirmamistir. Tam aksine safran:su orani1 kiigiildiik¢e elde edilen ekstraktta renklendirme
giicli artmistir. Bu konu safran gibi en pahali baharatin kullaniminda yiiksek verim elde
etmek acisindan ¢ok onemlidir. Aslinda bu durum, optimizasyon ¢aligmalarinin dnemli
oldugunu da agikca gostermektedir.

Farkli sicakliklarda, safran: su oranlarinda ve siirelerde yiiriitiilen ekstraksiyon
calismasi sonucunda elde edilen degerlerin, kuru madde miktarina bagli krosin cinsinden
%]1°lik renk verme giiciine (E;%}, 440) ait varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.2°de, bu
degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari ise Cizelge 4.3°te
verilmistir. Cizelge 4.2 incelendiginde sicaklik, safran:su orani, siire ve bu uygulamalarin
birbirleri ile olan interaksiyonlarinin Safran ekstraktlarinin kuru madde miktaria bagl
krosin cinsinden %]1°lik renk verme giicii lizerinde etkinin istatistiki olarak yiiksek
diizeyde (P<0.01) 6nemli oldugu goriilmektedir. Safran: su oranindaki artigin krosin
bilesenlerinin ekstraksiyon verimi iizerinde azaltict etkisi oldugu, ekstraksiyonun
gerceklestigi ortamda madde gegisini diizenleyen itici unsur olan konsantrasyon farkinin
azalmasindan kaynaklandigi belirlenmistir. Jalali-Heravi vd tarafindan 2009 yilinda
yapilan bir c¢alismada, safran ekstraksiyonlarinin c¢oziicii oranmin arttirilmasinin
ekstraksiyon verimini arttirdigi ancak ¢ozeltinin konsantrasyonunun azalmasina neden
oldugu tespit edilmistir. Sicakligin artmasi renkten sorumlu olan bilesenlerin suya
gecisini artirirken bozulma reaksiyonlariin da hizlanmasina neden olmaktadir (Tsimidou
ve Tsatsaroni 1993). Orfanou ve Tsimidou (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada soguk
su ile ekstrakte edilen safran 6rneginin 1 saat sonunda renk verme giicii 241.9 olarak
belirlenirken, 24 saat sonunda bu deger 195.0’a diismiistiir. Diger bir deyisle renk verme
giicli, siire uzadik¢a degradasyona bagli olarak azalmistir. Cossignani vd. (2014)
tarafindan yapilan bir caligmada safran stigmalar farkli sicaklik ve siirelerde kurutulmus,
ardindan renk verme giicli hesaplanmistir. Elde edilen sonuclara gore 50°C’de, 45, 60 ve
75 dakika kurutulan 6rneklerin renk verme giicii, sirasiyla 44.1, 211 ve 166.3 olarak tespit
edilmistir.

Cizelge 4.2. Safran ekstraktlarinin ekstraksiyon kosullarina bagli renk verme giiciine ait
varyans analiz sonuglari

VK SD KO F

Sicaklik (A) 2 4067.79 151.33**
Safran: su orani (B) 2 6104.14 227.09**
Siire (C) 9 21713.2 807.78**
AxB 4 483.15 17.97**

BxC 18 159.73 5.94**

AxC 18 1704.32 63.40**

AxBxC 36 207.08 7.70%*

Hata 26.88

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.
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Cizelge 4.3. Safran ekstraktlarinin ekstraksiyon kosullarina bagl renk verme giiciiniin
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuclari

60 70 80
Sicaklik (°C)

185.09°+ 6.39 191.76°+ 4.93 201.463+2.50

2:1 1:1 0.5:1
Safran: su oram

182.12°+ 5.64 193.99°+ 4 .47 202.192+4.30
360 300 240

133.47"+ 30.93 146.839+29.59 160.78F+31.96
180 120 60

Siire (dk)

183.79¢+ 14.00 198.339+ 10.94 210.82¢+ 8.38

30 20 5 10

221.09°+ 9.20 223.04%+11.29 223.35+ 15.21 226.18%+ 14.00

Kuru madde miktarma bagl krosin cinsinden %1°lik renk verme giiciine (E;%%,

440) ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari incelendiginde; 80°C’de (201.46),
safran: su oraninin 0.5:1 (202.19) ve siirenin 10 dakika (226.18) oldugu 6rneklerinin
renklendirme giicli degerlerinin ortalamalarinin digerlerine gére daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Sicaklik agisindan 80°C’de ekstrakte edilen orneklerde
renk verme giicli degeri ortalamalar1 201.46 olarak belirlenir iken, 70°C’de ekstrakte
edilen Orneklerde 191.76 ve 60°C’de ekstrakte edilen orneklerde 185.09 olarak
belirlenmistir. Safran: su orani 1:2 olan Orneklerde renk verme giicii degeri ortalama
202.19 olarak belirlenirken safran: su orani 1:1 olan 6rneklerde renk verme giicii degeri
193.99 ve safran: su oran1 2:1 olan 6rneklerde renk verme giicti degeri ortalamalar1 183.12
olarak tespit edilmistir. Ayrica, 10, 5, 20, 30, 60,120, 180, 240, 300 ve 360 dakika
ekstrakte edilen safran 6rneklerinde renk verme giicii degeri ortalamalari sirasiyla 226.18,
223.35, 223.04, 221.09, 210.82, 198.33 183.79, 160.78, 146.83 ve 133.47 olarak
belirlenmistir.

Farkli safran:su oranlart ve farkli ekstraksiyon sicakliklari sonucu elde edilen
safran ekstraktarinin %1°lik renk verme giiciine ait grafik Sekil 4.1°de verilmistir. Bu
grafik incelendiginde 0.5:1 ve 1:1 safran:su oranina sahip 6rneklerde renk verme giiciiniin
birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Ayrica bu grafige gore renk verme giiciiniin 0.5:1
orneklerinde diger orneklere kiyasla daha yiiksek oldugu da agikca gortilmektedir. Diger
orneklere kiyasla 2:1 orneklerinde, sicakligin artmasiyla renklendirme giictiniin azaldig1
anlasilmaktadir.

48



BULGULAR VE TARTISMA N. AZARABADI

250
G
H=]
on
[}
2 200
-~
=}
5 150
= ——05:1
= 100 —&—11
[}
_'g ——2:1
£ 50
=
e
2 0

60 70 80

Sicaklik (°C)

Sekil 4.1. Sicakligin ve safran: su oraninin, renk verme giicii tizerine etkisi

Farkli safran:su oranlar1 ve farkli ekstraksiyon siireleri sonucu elde edilen safran
ekstraktarin %1°lik renk verme giicii Sekil 4.2°de verilmistir. Grafik incelendiginde genel
olarak en yiiksek renklendirme giiciiniin 0.5:1 6rneklerinde ve en diisiik renklendirme
giiclinlin ise 2:1 Orneklerinde oldugu goriilmektedir. Ayrica 60 dakikadan sonra
renklendirme giiciiniin hizla azaldigi ve bunun degradasyonun hizlanmasiyla iliskili
oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 4.2. Siire ve safran: su oraninin, renk verme giicii iizerine etkisi

Stire ve sicakligin, renklendirme giicii lizerine etkisi Sekil 4.3’te gosterilmistir.
Yiiksek sicaklikta renklendirme giicli, siirenin baslarinda yiiksekken; siirenin
ilerlemesiyle birlikte sicaklikla degradasyonun hizlanmasi sonucu renklendirme giiciiniin
aniden diistiigii anlasilmaktadir. En kisa siirede en yiiksek renklendirme giicii 80°C’de
ekstrakte edilen 6rneklerde goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Siire ve sicakligin, renk verme giicii lizerine etkisi

Sonuglar incelendiginde sicaklik arttik¢a renklendirme giiciiniin arttig1, safran:su
orani arttikca ve ekstraksiyon siiresi 10 dakikanin iizerine ¢iktik¢a 6rneklerde krosin
cinsinden %1°lik renk verme giiciiniin (E;°}, 440) azaldig1 tespit edilmistir.

Optimum sartlarda elde edilen ekstraktin renklendirme giicii ve ISO yodntemi
(Anonymous?2) ile hazirlanan ekstraktin renklendirme giicti arasindaki fark istatistiki
olarak arastirlmistir. Buna gbre optimum sartlarda hazirlanan E-1 Orneginde
renklendirme giicii 246.25 iken bu deger E-2 6rnegi i¢in 244.32 olarak hesaplanmistir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda bu yontemler arasindaki farkin istatistiki agidan
onemli diizeyde olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir. ISO yontemi (Anonymous2), hem
uluslararasi gegerliligi olan bir yontem oldugu hem de ekstraksiyonun oda sicakliginda
gerceklestirilmesiyle enerji tasarrufu sagladigr i¢in ¢alismanin diger basamaklarinda
ekstraksiyon metodu olarak tercih edilmistir (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4. Optimum sartlarda elde edilen ekstraktin (E-1) renklendirme giicii ve ISO
yontemi ile hazirlanan ekstraktin (E-2), krosin cinsinde %]1°lik renk verme giicline ait
varyans analiz sonuglari

VK SD KO F
Ekstraksiyon yontemi 1 3.72 0.86
Hata 2 4.33

Cizelge 4.5. Optimum sartlarda elde edilen ekstraktin (E-1) renklendirme giicii ve ISO
yontemi ile hazirlanan ekstraktin (E-2), krosin cinsinde %1°lik renk verme giiciiniin
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

E-1 E-2
Renklendirme giicii 246.252+2.94 244328+ 0.01
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4.4. UF optimizasyonu
4.4.1. Filtre materyali se¢imi
4.4.1.1. Renk analizi

ISO 3632-2 (Anonymous2) yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktin (E-2)
konsantrasyonunu artirmak amact ile UF iglemi uygulanmistir. Bu islem; oda sicakliginda
(~25°C), 2 bar basing altinda beslenen ekstraktin %701 permeat, %30’u retentat alinacak
sekilde, SkDa ayirma sinirina sahip iki farkli filtre materyali (hydrosart (seliiloz bazl
membran) ve polietersiilfon (PESU)) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu islem
sonucunda retentat ve permeatlara renk analizleri (L*, a*, b*, he ve C*) yapilmis ve elde
edilen degerler Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli filtreler kullanilarak hazirlanan safran retentatlarinin  ve
permeatlarinin renk degerleri

Filtre L* a* b* he Cc*
Kontrol - 70.75 + 0.99 4729 + 1.39 120.80 + 1.61 50.13 + 0.34 129.74 + 1.00
Retentat Hydrosart 71.02 + 0.01 47.29 + 0.01 121.09 + 0.00 50.16 + 0.00 130.00 + 0.01

PESU 58.25 + 0.00 60.12 + 0.00 98.84 =+ 0.25 45.67 + 0.03 11571 + 0.20
Permeat Hydrosart 74.99 + 0.01 41.98 + 0.04 127.38 + 0.00 51.39 + 0.01 13413 + 0.01

PESU 86.38 + 0.01 14.64 + 0.01 13511 + 0.00 55.63 + 0.00 136.09 + 0.00

Cizelge 4.6°da goriildiigi gibi Hydrosart filtre kullanilarak elde edilen retentatin
renk degerleri, kontrol 6rneginin (E-2) renk degerlerine yakindir. PESU filtre kullanilarak
elde edilen retentatin L*, b*, h°, C* degerlerinin kontrol 6rnegine ve Hydrosart filtre
kullanilarak elde edilen 6rnege gore diisiik, a* degerinin ise yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, Hydrosart filtre kullanilarak elde edilen permeatin L*, b*, h°, C* degerlerinin
kontrol 6rnegine ve PESU filtre kullanilarak elde edilen permeata gore yiiksek, a*
degerinin ise diisiik oldugu goriilmektedir.

Elde edilen degerler, Sekil 3.2 (bakiniz sayfa 35)’de yer alan Ton agisina bagh
renk tonu diyagramina gore incelenmistir. Ton agis1 0-90° arasinda iken renk tonu pembe-
sar1 olarak degismektedir. Diger bir deyisle, ton agis1 yaklagik 30° iken renk daha kirmiz1
olmasina ragmen ton agis1 biiyiidiik¢e sariya yaklagsmaktadir. Cizelge 4.6 incelendiginde
PESU filtre kullanilarak elde edilen retentatin Ton degeri 45.67 iken, kontrol 6rnegi i¢in
bu deger 50.13 ve Hydrosart filtre kullanilarak elde edilen retentat i¢in ise 50.16 olarak
tespit edilmistir. Yani; PESU filtre kullanilarak elde edilen retentatin Ton degeri diisiik
olup renk tonu kirmiziya daha yakin iken kontrol 6rnegi ve Hydrosart filtre kullanilarak
elde edilen retentatin Ton degeri daha yiiksek olmasma ragmen, degerin 90°’ye
yaklagmasi nedenti ile renk tonu agik kirmizi-turuncu renge daha yakindir. Ayrica ayni
cizelge incelendiginde L* (parlaklik) degeri ve Ton degeri arasinda dogrusal bir iligki
oldugu da goriilmektedir.

Kroma* (C*) degeri arttikca renk yogunlugu artmaktadir. Cizelge 4.6
incelendiginde PESU filtre kullanilarak elde edilen retentatta C* degeri, kontrol 6rnegi
ve Hydrosart filtre kullanilarak elde edilen retentata gore daha disiiktiir. Ancak Ton
acilart goz oniinde bulunduruldugunda, PESU filtre kullanilarak elde edilen retentatin
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renginin kirmiziya yakin oldugu tespit edilmistir. Kontrol 6rnegi ve Hydrosart filtre
kullanilarak elde edilen retentatlarin C* degerleri yiiksek olup renk tonu turuncuya daha
yakindir. Elde edilmek istenen konsantre ekstraktin renginin kirmiziya yakin olmasi
istenmektedir. Bu nedenle daha diisiik renk yogunluguna sahip olmasina ragmen Ton
acis1 itibariyle renk tonu kirmiziya yakin olan retantat tercih edilmistir. Ayrica ayni
cizelgeye gore; C* degeri ile b* (sarilik) degeri arasinda ve L* degeri ile C* degeri
arasinda dogrusal bir iligki vardir.

Cizelge 4.6 incelendiginde; a*degeri yiiksek olan Orneklerde rengin kirmiziya
daha yakin oldugu, b* degeri yiiksek olan drneklerde ise rengin sartya daha yakin oldugu
goriilmektedir.

Ayni1 kosullarda iki farkli filtre materyali (hydrosart (selilloz bazli membran) ve
polietersiilfon (PESU)) kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlara ait renk
degerlerinin (L*, a*b*, he ve C*) varyans analiz sonuglari Cizelge 4.7’de ve bu degerlerin
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuclar1 ise Cizelge 4.8’de
verilmistir.

Cizelge 4.7 incelendiginde filtre materyalinin, elde edilen retentatlarin L*, a*, b*
ve he degerleri tizerine etkisi P<0.01 diizeyinde ve C* degeri tizerine etkisi P<0.05
diizeyinde istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Ayni gizelgeye gore filtre materyalinin,
elde edilen permeatlarin L*, a* ve he degerleri lizerine etkisi istatistiki olarak P<0.05
diizeyinde iken, b* degeri lizerine etkisi P<0.01 diizeyindedir.
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Cizelge 4.7. Farkli filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin renk degerlerine ait varyans analiz sonuglari

L* a* b* he Cc*
VK SD KO F KO F KO F KO F KO F
Filtre cesidi(F)-Retentat 2 106.34  63.60** 109.70 74.05** 32580 35.06** 13.36 49.93** 133.84  25.82*
Hata 3 1.67 1.48 9.29 0.27 5.18
Filtre c¢esidi(F)-Permeat 2 130.73 23.03* 63.77 16.20* 102.53 30.71** 16.60 22.93* 21.10 5.91
Hata 3 5.67 37.90 3.34 0.72 3.57
(*) P<0.05 ve (**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.
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Cizelge 4.8. Farkli filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin renk
degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

L* PESU Kontrol Hydrosart
58.26"+ 1.73 70.75%+1.4 71.02+0.23
- Kontrol Hydrosart PESU
47.29°+ 1.97 47.30°+0.13 60.12+ 0.75
Retentat b* PESU Kontrol Hydrosart
98.85"+ 4.73 120.81°+2.28 121.10°+ 0.53
4o PESU Kontrol Hydrosart
45.67°+ 0.75 50.14°+ 0.49 50.16°+ 0.06
o PESU Kontrol Hydrosart
115.71°+ 3.66 129.75%+ 1.41 130.00%+ 0.45
L* Kontrol Hydrosart PESU
70.75°+ 1.4 75.00°+ 0.87 86.39°+ 3.78
- PESU Hydrosart Kontrol
14.65°+ 10.34 41.99%+ 1.68 47.29°+1.97
« Kontrol Hydrosart PESU
Permeat b 120.81° 2.28 127,39+ 1.29 13511°% 1.77
5o Kontrol Hydrosart PESU
50.14°+ 0.49 51.40°+ 0.33 55.64%+ 1.35
C Kontrol Hydrosart PESU
129.75°+ 1.41 134.13"+ 0.7 136.09°+ 2.87

Cizelge 4.8’de, ayn1 kosullarda farkli filtre materyalleri kullanilarak elde edilen

retentat ve permeatlarin L*, a*, b*, he ve C* degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
kargilastirma testi sonuglart verilmistir. Buna gore PESU filtre kullanilarak elde edilen
retentatin L*, b*, he ve C* degerleri diger 6rneklere gore diisiik iken, a* degeri yiiksek
bulunmustur. Diger yandan, PESU filtre kullanilarak elde edilen permeatta L*, b*, he ve
C* degerleri diger 6rneklere gore daha yliksek iken, a* degeri daha diisiiktiir.

Farkl: filtre materyalleri kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin L*, a*,
b* ve hedegerlerine ait grafikler Sekil 4.4, Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7’ de verilmistir. Bu grafikler
inceliginde Hydrosart filtre kullanilarak elde edilen retentat ve permeatin renk
degerlerinin kontrol 6rneginin (E-2) renk degerlerine yakin oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglar Hydrosart filtrenin, ekstraktin renk 6zelliklerini etkilemedigini ve dolayisiyla
konsantre etmekte bagarili olmadigini gostermektedir. Diger yandan, PESU filtre
kullanilarak elde edilen retentatin L* ve b* degerleri yiiksekken a* ve A° degerleri
diisiiktiir. Ayrica bu sonuglar da PESU filtre kullanildiginda sistemden ¢ikan retentatin
istenilen renk o6zelliklerini tagidigin1 gostermistir.
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Sekil 4.6. Farkli filtre materyallerinin retentat ve permeatlarin b* degeri iizerine etkisi
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Sekil 4.7. Farkli filtre materyallerinin retentat ve permeatlarin 4° degeri tizerine etkisi
4.4.1.2. Krosin miktari

Oda sicakliginda (~25°C), 2 bar basing altinda beslenen ekstraktin %70°i permeat,
%30’u retentat olacak sekilde, SkDa ayirma smirina sahip iki farkli filtre materyali
(Hydrosart (seliilloz bazli membran) ve polietersiilfon (PESU)) kullanilarak elde edilen
retentat ve permeatlara ait krosin (mg/L) miktarlar1 Cizelge 4.9 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
Cizelge 4.9 incelendiginde kontrol 6rneginde (E-2) krosin miktar1 1656.49 mg/L iken
Hydrosart filtre kullanilarak elde edilen retentatin ve permeatin krosin miktarlari sirast ile
1678.12 ve 1764.63 mg/L olarak hesaplanmistir. Diger yandan, PESU filtre kullanilarak
elde edilen retentatin ve permeatin krosin miktarlari sirasi ile 2662.85 ve 1349.87 mg/L
olarak hesaplanmigtir. Ayrica Sekil 4.9 incelendiginde, kontrol 6rnegindeki krosin
miktar1 ile Hydrosart filtre kullanilarak elde edilen hem retentatin hem de permeatin
krosin miktar1 benzerlik gosterirken; PESU filtre ile elde edilen retentatin krosin
miktarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Buna goére Hydrosart filtre, beslenen
ekstrakti konsantre edemezken PESU filtre krosini tutarak retentatta kalmasinm
saglamistir.

Cizelge 4.9. Farkh filtreler kullanilarak hazirlanan safran retentat ve permeatlarinin
krosin (mg/L) degerleri

Filtre Krosin (mg/L)

Kontrol - 1656.49 + 7.63
W ~ Hydrosart 1678.12 + 6.36
__ PESU 2662.85 + 8.91

Permeat Hydrosart 1764.63 + 3.82
PESU 1349.87 + 8.91

Farkli filtre materyali kullanilarak elde edilen retentatlarin ve permeatlarin krosin
miktarina (mg/L) ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.10’da verilmistir. Bu ¢izelgeye
gore kullanilan filtre materyalinin, elde edile retentat ve permeatlarin krosin miktari
tizerine etkisinin istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) anlamli oldugu tespit
edilmistir.

56



BULGULAR VE TARTISMA N. AZARABADI

Cizelge 4.10. Farkl filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin krosin
miktarlarma (mg/L) ait varyans analiz sonuglari

Filtre cesidi 2 660977.25 5565.94**
Retentat Hata , o
Permeat Filtre cesidi 2 9257558  912.47**
Hata 3 101.46

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.

Farkli filtre materyali kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin krosin
miktarlarmin (mg/L) ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari Cizelge
4.11°de verilmistir. Buna gore, PESU filtre kullanilarak elde edilen retentatin krosin
miktar1 yiiksek iken permeatlarda bu durumun tam tersi goriilmektedir. Bu da krosinin
retentatta konsantre oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 4.11. Farkl filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin krosin
miktarlarmin (mg/L) ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 (n=2)

Kontrol Hydrosart PESU
1656.49°+ 10.8 1678.12°+ 8.99 2662.85%+ 12.6
PESU Kontrol Hydrosart
1349.88°+ 12.59 1656.49°+ 10.8 1764.63°+ 5.4
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Sekil 4.8. Farkli filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin krosin miktarlari
(mg/L)

Farkli filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin renk degerleri ve
krosin miktarlar1 (mg/L) birlikte incelendiginde, PESU filtre ile elde edilen retentatin
diger orneklere gore daha konsantre oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8). Calismamizda
filtre materyali olarak PESU filtre kullanilmasina karar verilmistir.
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Sanchez (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada santrifiij filtrasyon isleminin sulu
safran ekstraktlarinin kompozisyonu iizerine etkisi incelenmistir. Ayirma siir1 1 kDa
olan PESU filtrenin, neredeyse pikrokrosince tamamen arindirilmistir krosince zengin
safran konsantrati elde etmek i¢in en uygun filtre materyali oldugu belirtilmistir.

4.4.2. Ayirma sinir1 optimizasyonu
4.4.2.1. Renk analizi

Filtre materyali olarak PESU filtrenin segilmesinden sonra ayirma siniri i¢in
optimizasyon ¢aligmasi gergeklestirilmistir. Bu amagla; oda sicakliginda (~25°C), 2 bar
basing altinda beslenen ekstraktin %70’i permeat, %30’u retentat olacak sekilde, 3 farkli
ayirma smirina (1, 5 ve 10 kDa) sahip PESU filtre kullanilmistir. Ayirma sinir1 degerleri
literatiirde yapilan benzer calismalar referans alinarak belirlenmis olup bu yiizden daha
yiiksek ayirma smirma sahip filtreler tercih edilmemistir (Sanchez vd. 2008). Bu islem
sonucunda retentat ve permeatlara renk analizleri (L*, a*, b*, h> ve C*) yapilmis ve elde
edilen degerler Cizelge 4.12de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. PESU filtre, 70:30 (permeat: retentat) oran ve farkli ayirma sinirlari
kullanilarak hazirlanan retentatlarin ve permeatlarin renk degerleri

kDa L* a* b* he c*
Kontrol - 7075 + 099 4729 + 139 12080 + 1.61 50.13 + 0.34 129.74 + 1.00
57.77 + 0.07 5956 + 0.01 10410 + 0.01 4642 + 0.00 119.94 + 0.01
Retentat 5 5825 + 000 5996 + 017 9884 =+ 025 4571 + 0.07 11562 + 0.13
10 6146 + 001 4729 + 0.02 12116 + 0.04 50.16 <+ 001 130.06 + 0.03
9461 + 001 -805 + 002 7126 =+ 004 12444 + 001 71.71 + 0.03
Permeat 5 9833 + 029 -578 + 002 117.72 + 0.34 12331 + 0.00 117.86 + 0.34
10 88.05 + 011 46.06 + 002 81.05 =+ 006 4650 + 0.00 9323 =+ 0.06

Cizelge 4.12 incelendiginde, permeatlarin L* degerleri kontrol 6rnegine gore daha
yiiksek iken retentatlarda bu degerlerin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Diger yandan
10 kDa ayirma smir1 kullanilarak elde edile retentat ve permeatin a* degerinin kontrol
ornegininkine yakin oldugu goriilmektedir. Ayrica 10 kDa ayirma sinirt kullanilarak elde
edilen retentatin b*, he ve C* degerlerinin kontrol &rnegininkine yakin oldugu
goriilmektedir. 10 kDa ayirma smirina sahip PESU filtrenin, 6rnegin renk degerleri
iizerine genel olarak bir etkisinin olmadig1 anlasilmistir.

Cizelge 4.12°ye gore filtrenin ayirma simirt yiikseldikge hem retentatta hem de
permeatta L*, b*, he ve C* degerleri artmakta ancak a* deger azalmaktadir. Diger yandan
1 kDa ayirma sinirina sahip filtre kullanilarak elde edilen retentatin Ton agis1 daha diisiik
olup renk kirmiziya yakin iken 10 kDa ayirma sinirina sahip filtre kullanilarak elde edilen
retentatin Ton acisinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica Ton agist ve b* degeri
arasinda dogrusal bir iliski mevcut olup b* degeri yiiksek olan 6rneklerde sarilik orani
daha yiiksektir. Retentatlarda C* degeri; 10 kDa ayirma sinir1 i¢in 130.06 iken 1 kDa igin
119.94 olarak tespit edilmistir. 1 kDa ayirma sinirt igin Ton agist en diisiik olup (46.42)
bdylece bu ayirma smurt ile elde edilen retentatta renk kirmiziya en yakindir. Diger
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yandan kirmiziligi dogrudan ifade eden a* degeri (59.56) de bu retentatta diger 6rneklere
gore en yiiksek seviyededir.

Ayni gizelgede permeatlarin renk degerleri incelendiginde, 1 kDa ve 5 kDa ayirma
siirt kullanilarak elde edilen permeatlarin renk degerlerinin birbirine yakin oldugu
goriilmiistiir. Diger yandan, bu iKi ayirma sinirinda da Ton agis1 90°’den fazla olup renk
saridan yesile dogru degismektedir. Bu durum a* degerinin negatif olmasi ile de dogrudan
iligkilidir. Ayrica; 10 kDa ayirma sinirina sahip filtre kullanilarak elde edilen permeatin
Ton agisi, 1 kDa ayirma sinirina sahip filtre kullanilarak elde edilen retentatin Ton agisina
cok yakindir. Ancak 1 kDa ayirma sinirina sahip filtre kullanilarak elde edilen retentatta
C* degerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar 1kDa ve 10 kDa ayirma
sinirt i¢in renk tonu yakin bulunmasina ragmen renk yogunlugunun 1 kDa ayirma sinirina
sahip filtre kullanilarak elde edilen retentatta daha ytiksek oldugunu géstermektedir.

Ayni kosullarda 3 farkli ayirma sinirina (1, 5 ve 10 kDa) sahip filtreler
kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlara ait renk degerlerinin (L*, a*, b*, he ve
C*) varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.13°te ve bu degerlerin ortalamalarina ait Duncan
coklu karsilastirma testi sonuglari ise Cizelge 4.14’te verilmistir. Cizelge 4.13
incelendiginde ayirma sinirinin, elde edilen safran retentat ve permeatlarinin L*, a*, b*,
he ve C* degerleri lizerine etkisinin istatistiki olarak P<0.01 diizeyinde 6nemli oldugu
belirlenmistir.
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Cizelge 4.13. Farkli ayirma

sinirlarma sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin renk degerlerine ait varyans analiz

sonugclari
L* a* b* he C*
VK SD KO F KO F KO F KO F KO F
Filtre ¢esidi(F)-Retentat 3 72.47 50.11** 103.72 72.20*%* 263.01 35.23** 11.31 50.98** 104.25 24.81*%*
Hata 4 1.45 1.38 7.46 0.22 4.20
Filtre ¢esidi(F)-Permeat 3 298.68 209.87** 1916.82 1359.57** 1273.85 705.66** 3810.79 38103.1** 1340.34 1657.84**
Hata 4 1.42 1.41 1.80 0.10 0.81

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.
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Cizelge 4.14. Farkli ayirma sinirlarina sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve
permeatlarin renk degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi

sonuglari

Lx 1 kDa 5 kDa 10 kDa Kontrol
57.78°+ 0.88 58.26%°+ 1.73 61.47°+ 0.21 70.752+ 1.40

. 10 kDa Kontrol 5 kDa 1 kDa

a

47.30°+0.13 47.29°+ 1.97 59.572+ 1.17 59.962+ 0.52

1 kDa 5 kDa Kontrol 10 kDa

Retentat b*

08.85+ 4.73 104.10°+ 1.46 120.813+2.28 121.16%+ 0.38

ho 1 kDa 5 kDa Kontrol 10 kDa
45.71°+ 0.70 46.42°+ 0.40 50.142+ 0.49 50.172+ 0.05

- 1 kDa 5 kDa Kontrol 10 kDa
115.62°+ 3.78 119.94°+ 0.69 129.75%+ 1.41 130.06%+ 0.31

Lx Kontrol 10 kDa 5 kDa 1 kDa
70.759 + 1.40 88.06°+ 1.52 94.62°+ 1.40 08.332+ 0.35

. 1 kDa 5 kDa 10 kDa Kontrol

a

-8.05+ 1.10 -5.78*+0.70 46.072 £ 0.26 47292 +£1.97

1 kDa 5 kDa 10 kDa Kontrol

Permeat b*

71.26°+ 0.00 81.06° + 1.41 117.722+0.16  120.812+2.28

o 10 kDa Kontrol 5 kDa 1 kDa
46.509 + 0.27 50.14° + 0.49 123.31°+0.10  124.44%+0.28

- 1 kDa 10 kDa 5 kDa Kontrol
71719+ 0.13 93.23°+1.10 117.86°+0.19  129.75°+ 1.41

Cizelge 4.14’te ayn1 kosullarda 3 farkli ayirma smirma (1, 5 ve 10 kDa) sahip
filtre kullanilarak elde edilen retentat ve permeatlarin L*, a*, b*, he ve C* degerlerin
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Buna gore
retentatlarda en diisiik b*, he ve C* degeri, 1kDa ayirma sinir1 i¢in bulunurken; ayni renk
degerleri igin en yiiksek 10 kDa ayirma smirinda bulunmustur. Ayni ¢izelgeye gore,
permeatlarin L*degeri en diisiik kontrol 6rneginde ve en yiiksek 1 kDa ayirma sinirinda
gorilmistiir. Permeat i¢in en diisiik a*, b* ve C* degerleri 1 kDa ayirma smirinda
gortiliirken, en diisiik h° degeri 10 kDa ayirma sinirinda goriilmektedir.

Farkli ayirma smirlarina sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve
permeatlara ait renk degerlerinin degisimi Sekil 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12°de gosterilmistir.
Bu sekiller incelendiginde 10 kDa ayirma sinirina ait degerlerin kontrol 6érnegine ¢ok
yakin oldugu goriilmiis ve bu ayirma sinirinin ekstraktin renk degerleri iizerine herhangi
bir etkide bulunmadig1 degerlendirilmistir. Hem 1 kDa hem de 5 kDa ayirma sinir1 i¢in
L*, a* ve h° degerleri permeat ve retentatta orantili olarak degismistir. Ayrintili olarak
ifade etmek gerekirse bu iki ayirma smirt igin L* ve h® degerleri permeatta artarken
retentatta azalmistir. a* degeri ise permeatta azalirken retentatta artmistir. Bu iki sonug
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birlikte degerlendirildiginde hem 1kDa hem de 5 kDa ayirma sinir1 i¢in retentatin
parlakliginin ve kirmiziliginin arttig1 sonucuna varilmastir.
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Sekil 4.9. Farkli ayirma simirlarina sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve
permeatlara ait L* degerleri
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Sekil 4.10. Farkli ayirma sinirlarina sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve
permeatlara ait a* degerleri
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Sekil 4.11. Farkli ayirma sinirlarina sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve
permeatlara ait b* degerleri
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Sekil 4.12. Farkli ayirma sinirlarina sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve
permeatlara ait h°® degerleri

Diger renk degerlerinden farkli olarak b* degerinin hem permeatta hem de
retentatta azaldigr goriilmistiir. Sarihigr ifade eden bu degerin hem permeatta hem
retentatta azalmasinin nedeninin, beslenen ekstrakttaki toplam karotenoidlerin bir
kismimin filtreden gegerken daha biiyliik bir kismimin filtrede tutulmasi oldugu
disiiniilmektedir. Permeat ve retentatlar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise
retentatlarin b* degerlerinin permeatlardan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Diger bir
deyisle bu veri retentatin sariliginin permeattan yiiksek oldugunu gostermektedir.

UF membraninin ayirma yeteneklerini tarif etmek i¢in MWCO veya kDa terimi
kullanilmaktadir (Sanchez vd 2008). Bu degerler membranin gézenek boyutu ile ilgilidir.
Ancak ayni molekiil agirligr ve farkli dallanmis yapiya sahip iki molekiiliin filtreye
tutunma oOzellikleri farkli olup, daha fazla dallanmis yapiya sahip molekiil filtrenin
yiizeyine daha ¢ok tutunma yetenegine sahiptir. Ghorbandoust Goleroudbary ve
Ghoreishi (2016) tarafindan yapilan bir calismada safranin sari-kirmizi renginden
sorumlu olan krosin bilesiklerinin molekiil agirligt (MW) 976.96 g olarak rapor
edilmistir. Krosin bilesenlerinin MW degeri ve zincirli yapilarina ek olarak trans ve cis
formlar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda, UF islemi sirasinda bu bilesiklerin membrani
gecemeyip tekrar besleme tankina geri dondiigli i¢in devamli sirkiilasyon sonucunda
krosinler acisindan konsantre hale gelmis bir retentat elde edilmektedir. Diger yandan
ultrafiltrasyon sirasinda sirkiile edilen safran ekstraktinin bir kismi membrani siirekli
olarak agarak, sistemi terk edebilmektedir. Bu nedenle; 1 kDa ayirma sinirina sahip PESU
filtresi 10 kDa ayirma sinirina sahip PESU filtresine gore daha fazla renk bilesenini
konsantre edebilme yetenegine sahiptir. Diger bir deyisle, dalli ve uzun zincirli bir dogal
yapiya sahip krosin bilesenlerinin 1 kDa filtrelerin kiigiik gézenek ¢ap1 nedeniyle bu
membrani agamayip retenttatta konsantre oldugu diisiiniilmektedir.

4.4.2.2, Krosin miktari

PESU filtre, 70:30 (permeat: retentat) oran ve farkli ayirma smirlari (1, 5 ve 10
kDa) kullanilarak hazirlanan retentat ve permeatlarin krosin miktarina (mg/L) ait veriler
Cizelge 4.15’te verilmis, Sekil 4.13’te gosterilmistir. Cizelge 4.15 incelendiginde, kontrol
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orneginin (E-2) ve 1, 5, 10 kDa ayirma sinirina sahip PESU filtre kullanilarak elde edilen
retentatlarin Krosin miktarlar1 sirasi ile 1656.49, 4359.80, 2662.85 ve 1852.42 mg/L
olarak bulunuken 1, 5, ve 10 kDa permeatlarin krosin miktarlari sirasi ile 112.47, 1349.87
ve 1139.95 mg/L olarak hesaplanmistir. Sekil 4.13 incelendiginde 1 kDa ayirma sinirina
sahip PESU filtre ile 2 bar basigta, 25°C sicaklikta, 70:30 (permeat: retentat) orani
kullanilarak elde edilen retentatin krosin miktarinin diger orneklerinkine gore daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica ayni sekle gore en diisiik miktart 1 kDa-permeat
orneklerinde goériilmektedir. Bu durum safranda bulunan ve renkten sorumlu olan krosin
bilesenlerinin molekiil agirligimin 1 kDa ayirma giiciine sahip olan filtreden gegemeyecek
kadar yiiksek olmasiyla ve 6zellikle de molekiiliin dallanmis yapisi ile agiklanmaktadir.
Diger bir deyigle dallanmis yapida ve yliksek molekiil agirlikli krosin bilesenleri
retentatta konsantre edilirken, krosinlerin ¢ok az bir kismi permeata gegebilmektedir.

Cizelge 4.15. Farkli ayirma sinirlarina sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve
permeatlarin Krosin miktarlar1 (mg/L)

kDa Krosin (mg/L)

Kontrol - 1656.49 + 7.63
1 4359.80 £ 0.00

Retentat 5 2662.85 + 891
10 1852.42 £ 0.00

1 112.47£2.29

Permeat 5 1349.87 + 8.91
10 1139.95+5.09

PESU filtre, 70:30 (permeat: retentat) oran ve farkli ayirma sinirlar1 (1, 5 ve 10
kDa) kullanilarak hazirlanan retentat ve permeatlarin krosin miktarina (mg/L) ait varyans
analiz sonuglar1 Cizelge 4.16’da ve bu degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari ise Cizelge 4.17°de verilmistir. Cizelge 4.16 incelendiginde
hem retentatlarda hem de permeatlarda, ayirma simirinimn krosin miktari (mg/L) tizerine
istatistik olarak etkisi yiiksek diizeyde (p<0.01) anlamli bulunmustur. Cizelge 4.17°ye
gore; retentatlarda en yiiksek krosin miktar1 (4359.80 mg/L) 1kDa ayirma sinirina sahip
filtrede, en diisiik krosin miktar1 (1656.49 mg/L) ise 10 kDa ayirma sinirina sahip filtrede
elde edilmistir. Permeatlarda ise en yiiksek krosin miktari (1349.88 mg/L) 10 kDa ayirma
siirina sahip filtrede, en diisiik krosin miktar1 (112.47 mg/L) ise 1 kDa ayirma sinirina
sahip filtrede goriilmektedir.
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Sekil 4.13. Farkli ayirma smnirlarina sahip filtreler kullanilarak hazirlanan safran
retentatlarinin ve permeatlarinin krosin (mg/L) degerleri

Cizelge 4.16. Farkli ayirma sinirlarina sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve
permeatlarin Krosin miktarlarina (mg/L) ait varyans analiz sonuglari

VK SD KO F
Filtre ¢esidi(F)-Retentat 2 3030410.60 44020.6**
Hata 3 68.84
Filtre ¢esidi(F)-Permeat 2 895959.20 10619.1**
Hata 3 84.37

(**) p<0.01 seviyesinde farklilig: ifade eder.

Cizelge 4.17. Farkli ayirma sinirlarina sahip filtreler kullanilarak elde edilen retentat ve
permeatlarin krosin miktarlariin (mg/L) ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma
testi sonuglari

Kontrol 10 kDa 5 kDa 1 kDa
Retentat
1656.499+ 10.8 1852.42°+ 0.00 2662.85°+ 12.6 4359.802+ 0.00
1 kDa 5 kDa 10 kDa Kontrol
Permeat

112.479+ 3.24 1139.95°+ 7.20 1349.88°+ 12.59 1656.49°+ 10.8

Sekil 4.13’te agikca goriildiigli gibi 1 kDa ayirma sinirina sahip PESU filtrede
krosin bilesiklerinin neredeyse tamami retentatta tutulmustur. Nitekim Sanchez (2008)
tarafindan yapilan, santrifiij filtrasyon isleminin sulu safran ekstraktlarinin kompozisyonu
tizerine etkisinin incelendigi ¢alisma bu durumu dogrulamaktadir. Ayirma smir1 1 kDa
olan PESU filtrenin, neredeyse pikrokrosinden tamamen arindirilmistir krosince zengin
safran konsantrati elde etmek igin en uygun filtre materyali oldugu belirtilmistir.
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4.4.3. Besleme orani, basing ve sicaklik optimizasyonu
4.4.3.1. Renk analizi

Ayirma smirt 1 kDa olan PESU filtre kullanilarak, 3 farkli besleme orani
(permeat: retentant oran1 80:20; 70:30 ve 60;40), 2 farkli sicaklik (4 ve 25°C) ve 2 farkh
basing (2 ve 3 bar) altinda denemeler gerceklestirilmistir. Retentatlarin ve permeatlarin
renk (L*, a*, b*, he ve C*) degerlerine ait veriler sirasiyla Cizelge 4.18 ve 4.19’da
verilmistir.

Cizelge 4.18 incelendiginde, 4°C’de iiretilen 6rneklerin L*, a* ve b* degerlerinin
25°C’dekilere gore genel olarak daha yiiksek oldugu, /#° degerlerinin ise birbirine yakin
oldugu tespit edilmistir. Ayni ¢izelgede, 4°C’de 2 bar basing altinda iiretilen retentatlarin
L*, b* ve C* degerlerinin 3 bar basing altinda tiretilen 6rneklere gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. 60:40 besleme oranmna sahip retentatlarin h°® degeri, 80:20 besleme
oranina sahip retentatlarinkinden yiiksektir. Diger yandan 4°C’de ve 2 bar basing altinda
iretilen 60:40, 70:30 ve 80:20 besleme oranlarina sahip retentatlarda C* degeri artma
egilimi gostererek, sirasi ile 115.93, 120.58 ve 122.50 olarak bulunmustur. Ayni
cizelgeye gore, 4°C’de ve 2 bar basingta iiretilen 80:20 besleme oranina sahip retentatta
a* (kirmizilik) degerinin, ayni kosullarda 60:40 besleme oranina sahip retentatinkine gore
daha yiiksek oldugu goriiliirken; a* degeri arttikca L* (parlaklik) degerinin azaldigi
goriilmektedir. Diger yandan, en diisiik L* degeri 4°C’de ve 2 bar basingta iiretilen 80:20
besleme oranina sahip retentatta elde edilmis olup; L* degerinin, ~° degeri ile dogru; a*
ve C* degeri ile ters orantili oldugu tespit edilmistir.

Ton agist degerine bagli renk tonu diyagrami (Bakiniz sayfa 35, Sekil 3.2)
incelendiginde, h° degeri ~30-90° araliginda iken renk kirmizidan sariya; 90-180°
arasinda iken ise saridan yesile dogru degismektedir. Diger bir deyisle a* ve b* degeri
pozitif iken renk tonu pembe-kirmizi-turuncu-sari, b* degeri pozitif ve a* degeri negatif
iken renk sari-yesil tonlarinda goriilmektedir (Mc Clime vd, 1994). 4°C’de ve 2 bar
basingta iiretilen 80:20 besleme oranina sahip retentatta L* ve 4° degeri diisiik, a* ve C*
degeri yiiksektir. Yani bu kosullarda elde edilen retentat koyu, yogun ve kirmizimsi bir
renge sahiptir (Sekil 4.6).

Cizelge 4.19 incelendiginde, permeatlarin h°® degerinin 120°den yiiksek ve a*
degerinin negatif oldugu goriilmektedir. Diger bir deyisle elde edilen permeatlarin rengi
sari-yesil tonlar1 arasinda degismektedir. Bunun durumun; suda ¢6ziiniir karotenoidlerin
biiylik bir kisminin retentatta kalmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Dolayisiyla
permeatlarin  rengi, konsantre bir safran ekstraktindan beklenen 06zellikleri
tasimamaktadir.
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Cizelge 4.18. Ayirma simir1 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R oran1) kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen
retentatlarin renk degerleri

Sicaklik (°C) Basing (bar) P:R L* a* b* he Cc*

60:40 7013 + 0.01 5440 <+ 0.01 102.37 + 0.01 47.26 + 0.00 11593 + 0.00

2 70:30 5993 <+ 0.02 61.12 <+ 0.01 10393 <+ 0.53 46.09 £ 0.07 12058 <+ 0.44

4 80:20 59.29 <+ 0.02 66.83 + 0.02 10266 =+ 0.02 4482 + 0.00 12250 =+ 0.02
60:40 5969 <+ 0.01 6055 <+ 0.01 11119 =+ 0.01 4699 + 0.00 126.60 =+ 0.00

3 70:30 5936 + 0.01 60.73 + 0.01 10153 + 0.01 45.89 + 0.00 11832 + 0.01

80:20 5796 + 0.01 60.37 + 0.01 10069 + 0.02 45,86 + 0.00 11741 + 0.01

60:40 63.14 + 0.01 56.94 + 0.01 10832 <+ 0.02 4738 + 0.00 12239 + 0.02

2 70:30 5777 + 0.07 59.56 + 0.01 10410 + 0.01 46.42 + 0.00 11994 + 0.01

25 80:20 5782 <+ 0.01 5362 + 0.01 8499 + 0.03 4521 + 0.00 10051 + 0.03
60:40 6335 =+ 0.02 56,53 + 0.02 108.76 + 0.02 4750 <+ 0.00 12257 + 0.02

3 70:30 6154 <+ 0.01 5789 + 0.01 10555 <+ 0.01 4690 <+ 0.00 12040 + 0.01

80:20 5895 + 0.02 5510 + 0.00 94.32 + 0.01 46.18 + 0.00 109.24 + 0.01

Cizelge 4.19. Ayirma smir1 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlari (P:R orani) kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen
permeatlarin renk degerleri

Sicaklik (°C) Basing (bar) P:R L* a* b* he Cc*

60:40 9473 + 0.01 -9.30 + 0.02 88.87 + 0.02 12429 <+ 0.00 89.36 + 0.02

2 70:30 9589 + 0.01 -1045 + 0.01 72.07 + 0.02 125.02 <+ 0.00 72.83 + 0.02

4 80:20 98.25 =+ 0.02 -8.38 + 0.01 3148 + 0.05 12730 + 0.01 3258 + 0.05
60:40 9410 + 0.01 -7.38 + 0.01 96.93 + 0.05 123.82 + 0.00 97.23 + 0.05

3 70:30 9553 + 0.06 -8.74 + 0.03 73.53 + 0.03 12457 <+ 0.01 74.05 + 0.02

80:20 98.19 + 0.00 -9.37 + 0.01 43.62 + 0.03 126.34 + 0.00 44.62 + 0.03

60:40 93.04 + 0.01 -5.71 + 0.01 11149 + 0.03 12335 <+ 0.00 11163 + 0.03

2 70:30 9461 <+ 0.01 -8.05 + 0.01 71.26 + 0.04 12444 + 0.00 71.71 + 0.04

25 80:20 97.07 + 0.01 -9.37 + 0.02 70.97 + 0.02 12479 £+ 0.00 71.58 + 0.03
60:40 9281 + 0.01 -5.22 + 0.01 11737 + 0.06 123.23 + 0.00 11750 + 0.06

3 70:30 93.82 + 0.02 -7.95 + 0.02 106.26 + 0.02 123.77 + 0.00 10658 + 0.01

80:20 96.19 + 0.01 -11.48 + 0.01 63.54 + 0.02 125,71 + 0.00 64.62 + 0.01
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Ayirma smirt 1 kDa olan PESU filtre kullanilarak, 3 farkli besleme orani
(permeat: retentant oran1 80:20; 70:30 ve 60;40), 2 farkli sicaklik (4 ve 25°C) ve 2 farkh
basing (2 ve 3 bar) altinda elde edilen retentat ve permeatlara ait renk degerlerinin (L*,
a*, b*, h° ve C*) varyans analiz sonuglar1 sirasiyla Cizelge 4.20 ve Cizelge 4.21°de
verilmistir.

Cizelge 4.20 incelendiginde sicakligin; b* ve h® degerleri tizerine etkisi istatistiki
olarak 6nemli (P<0.05) iken, a* ve C* degerleri lizerine etkisi yiliksek diizeyde istatistiki
olarak onemli (P<0.01) oldugu goriilmektedir. Basing, b* degeri iizerine etkisi P<0.05
diizeyinde istatistiki olarak 6nemli iken L* ve C* degerinin etkisi P<0.01 diizeyinde
onemlidir. Ayni ¢izelgeye gore permeat: retentat oraniin, L* degeri iizerine etKisi
istatistiki olarak P<0.01 diizeyinde 6nemliyken; b*, 4#° ve C* degerleri iizerine etkisi
P<0.05 diizeyinde o©nemli olarak belirlenmistir. Varyans kaynaklarinin ikili
interaksiyonlarinin (Sicaklik x basing, Basing X permeat:retentat orani, sicaklik X
permeat:retentat orani) renk degerleri tizerine etkisi genelde istatistiki olarak P<0.01
diizeyinde onemli bulunmustur. Sicaklik x basing x permeat:retentat orani varyans
kaynaklarinin tiglii interaksiyonunun ise yalnizca a*, b* ve C* degerleri tizerine etkisinin
istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) oldugu belirlenmistir.

Ayirma smirt 1 kDa olan PESU filtre kullanilarak, 3 farkli besleme orani
(permeat: retentant orani 80:20; 70:30 ve 60;40), 2 farkli sicaklik (4 ve 25°C) ve 2 farkl
basing (2 ve 3 bar) altinda elde edilen permeatlara ait renk degerleri (L*, a*, b*, h° ve
C*) Cizelge 4.21°de incelenmistir. Bazi varyans kaynaklarmin renk degerleri {izerine
etkisi istatistiki olarak farkli diizeylerde 6nemli bulunmustur. Ancak elde edilen
permeatlarin renk 6zelliklerinin beklenen degerlerde olmamasi nedeniyle (Cizelge 4.19)
bu istatistiksel sonuclar degerlendirilmemistir.
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Cizelge 4.20. Ayirma siir1 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R oran1) kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen
retentatlarin renk (L*, a*, b*, he ve C*) degerlerine ait varyans analiz sonuglari

L* a* b* h° C*
vk Sb KO F KO F KO F KO F KO F

Sicaklik (A) 1 2.36 1.18 98.86 77.74%* 44.34 6.27* 1.19 4.86* 115.19 28.74**
Basing (B) 1 30.94 15.42** 1.33 1.05 51.39 7.27* 0.43 1.75 44.34 11.06**
P:R (C) 2 24.64 12.28** 3.85 3.03 35.83 5.07* 1.03 4.22* 22.7 5.66*
AXxB 1 12.86 6.41* 1.18 0.93 0.14 0.02 0.02 0.09 0.06 0.01
BxC 2 57.98 28.89** 26.42 20.78** 273.22 38.67** 6.07 2477 186.71 46.59**
AxC 2 2341 11.66** 41.43 32.58** 89.55 12.67** 0.1 0.41 129.39 32.29**
AxBxC 2 6.37 3.17 26.19 20.59** 934 13.22** 0.12 0.51 119.44 29.80**
Hata 12 20.1 1.27 7.06 0.24 4.01

(*) P<0.05 ve (**) P<0.01 seviyesinde farklihg1 ifade eder.

Cizelge 4.21. Ayirma sinir1 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R orani) kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen
permeatlarin renk (L*, a*, b*, he ve C*) degerlerine ait varyans analiz sonuglari

L* a* b* h° Cc*

VK Sb KO F KO F KO F KO F KO F
Sicaklik (A) 1 13.9 17.05** 5.68 1.77 3009.66 70.68** 6.12 33.52** 2946.61 69.52**
Basing (B) 1 0.07 0.0.9 1.03 0.32 52.74 1.24 0.04 0.22 49.74 1.17
P:R (C) 2 3.99 4.90* 6.49 2.02 402.77 9.46** 1.38 7.56** 387.63 9.15**
AXxB 1 0.00 0.00 0.15 0.05 509.5 11.96** 0.99 5.43* 497.86 11.75**
BxC 2 25.81 31.65** 13.46 4.18* 5232.47 122.88** 10.55 57.79** 5102.94 120.40**
AxC 2 0.19 24.00 6.89 2.14 204.88 4.81* 0.44 2.40 206.78 4.88*
AxBxC 2 0.07 0.08 4.88 151 14.21 0.33 0.46 2.54 14.87 0.35
Hata 12 0.82 3.22 42.58 0.18 42.38

(*) P<0.05 ve (**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.
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Ayirma st 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlari (P:R orani)
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen retentat ve permeatlarin renk (L*,
a*, b*, h° ve C*) degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari
sirasiyla Cizelge 4.22 ve Cizelge 4.23’te verilmistir.

Cizelge 4.22 incelendiginde, en yiiksek L* (parlaklik) degeri 4°C, 2 bar ve 60:40
besleme oraninda elde edilen retentatta tespit edilirken; en diistik deger 25°C, 3 bar ve
80:20 besleme oraninda elde edilen retentatta tespit edilmistir. Ayni ¢izelgeye gore en
yiiksek a* degeri 4°C, 2 bar ve 80:20 besleme oraninda elde edilen retentatta bulunurken;
en yiksek b* degeri 4°C, 3 bar ve 60:40 besleme oraninda elde edilen retentatta
goriilmektedir. En diisiik 4#° degerinin ise 4°C, 2 bar ve 80:20 besleme oraninda elde
edilen retentatta tespit edilirken; en yiiksek C* degeri 4°C, 3 bar, 60:40 besleme oraninda
elde edilen retentatta goriilmektedir.

Anuar vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada Iran, lagiklikya ve Kesmir’den
temin edilen safranlarda CIELAB renk 6l¢iim cihazi kullanilarak metanol ekstraktlarinda
renk Ol¢iimii gergeklestirilmistir. Bunun ig¢in 0.032 g safran 6rnegi 40 mL metanol’de
ekstrakte edilmis ve elde edilen ekstrakt 0.45 um filtreden gecirildikten sonra renk analizi
gerceklestirilmistir. Analiz sonuglarina gore ekstraktin renk degerleri; L* (90.61-92.26),
a* (-0.11- -5.36), b* degeri (122.83- 118.37), h° (89.77-92.59) ve C* degeri (122.83-
118.50) olarak tespit edilmistir. Metanol kullanilarak ekstrakte edilen safran
ekstraktlarinin 6zellikle a* degerinin sulu ekstraktlarinkinden farkli olarak negatif bir
degerde olmasinin, lipofilik karakterdeki diger karotenoidlerin krosinin aksine organik
coziiciilerde daha i1yi ¢ézlinmesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Baska bir ¢caligmada safran, koyun siitiinde ekstrakte (farkl: sicaklik ve siirelerde)
edilmis ve elde edilen iriiniin yag oranina bagl renk degisimleri incelenmistir. Safran
konsantrasyonunun yani sira siitiin yag i¢erigin de renk degisimi tizerine istatistiki olarak
onemli diizeyde etkisi oldugu gosterilmistir. Daha yiiksek siit yagi igerigine sahip
orneklerde renk daha sar1 iken daha yiiksek safran ekstrakti i¢eren 6rneklerde rengin
kirmiziya yakin oldugu tespit edilmistir. Diger bir deyisle 10 mg/mL safran igeren
orneklerde renk degerleri L*, 57.78- 62.86, a*, 33.97- 30.71, b*, 71.44-76.70, C*,79.20-
84.27 ve h°, 64.57-68.17 arasinda degismektedir. Safran konsantrasyonu arttikga L*, b*
ve h° degerinin diistiigii, a* degerinin ise yiikseldigi rapor edilmistir (Licon vd. 2012).
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Cizelge 4.22. Ayirma smirt 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R orani)
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen retentatlarin renk (L*, a*, b*, he ve
C*) degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

25 4
Sicaklik (°C)
60.43* =+ 2.64 61.06° =+ 4.43
3 2
L* Basing
59.61° =+ 2.15 61.882 <+ 4.40
bR 80:20 70:30 60:40
' 59.46° + 1.78 60.04> + 2.22 62.74* £ 5.20
25 4
Sicaklik (°C)
56.610° + 2.22 60.67° + 2.80
3 2
a* Basing
58.40° + 4.71 58.87¢ + 2.48
bR 60:40 70:3 80:20
' 58.01° + 2.92 5853® + 261  59.38° + 531
25 4
Sicaklik (°C)
101.01° + 9.24  103.73% =+ 4.07
2 3
b* Basing
100.91° + 8.15 103.83* + 5.90
bR 80:20 70:30 60:40
' 10053 + 4.80 101.90" =+ 11.14 104.68* + 3.01
4 25
Sicaklik (°C)
46.15° + 0.90 46.600 =+ 0.92
2 3
h° Basing
46.24*° + 1.13 46.51* £ 0.66
bR 80:20 70:30 60:40
' 4613 + 127  4621° + 060  46.79* + 0.69
25 4
Sicaklik (°C)
115.84°> + 2.52 120.22% + 1.15
2 3
Cc* Basing
116.67° + 2.34 119397 + 1.64
80:20 70:30 60:40
P:R

116.34> + 1.69 118.04b* + 3.92 119.71* + 1.00

Basing x besleme orani ve sicaklik x besleme orani interaksiyonlarinin L* degeri
tizerine etkisi sirasiyla Sekil 4.14 ve 4.15’te incelenmistir. Besleme orani 60:40 iken hem
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yiiksek basing hem de yiiksek sicaklik ayr1 ayr1 degerlendirildiginde L* degerinde azalisa
neden oldugu goriilmektedir.

68
66
64
62

L*

60
58
56
54

70:30
Permeat: Retentat

Sekil 4.14. Farkli basing ve besleme oranlarinin, retentatin L* degeri iizerine etkisi

66
64

62

70:30
Permeat:retentat

Sekil 4.15. Farkli sicaklik ve besleme oranlarinin, retentatin L* degeri lizerine etkisi

Basing x besleme orani ve sicaklik x besleme orani interaksiyonlarinin a* degeri
iizerine etkisi sirasiyla Sekil 4.16 ve 4.17°da incelenmistir. Besleme oran1 70:30 ve 80:20
iken, hem diisiik basing hem de diisiik sicaklik ayr1 ayr1 degerlendirildiginde a* degerinde
artisa neden oldugu goriilmektedir.
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61
60
59
58
57
56
55
54
53

a*

60:40 70:30
Permeat: Retentat

Sekil 4.16. Farkli basing ve besleme oranlarinin, retentatin a* degeri tizerine etkisi

66
64
62
60
58
56
54
52
50
48

a*

®4°C
t25°C

70:30
Permeat: Retentat

Sekil 4.17. Farkl1 sicaklik ve besleme oranlarinin, retentatin a* degeri lizerine etkisi

Basing x besleme orani ve sicaklik x besleme orani interaksiyonlarinin b* degeri
izerine etkisi sirasiyla Sekil 4.18 ve 4.19°da incelenmistir. Besleme orani 80:20 iken,
yiiksek basing ve diisiik sicaklik ayr1 ayr1 degerlendirildiginde b* degerinde artisa neden
olmustur.

120
100
80
60
40
20
0

b*

60:40 70:30
Permeat: Retentat

Sekil 4.18. Farkli basing ve besleme oranlarinin, retentatin b* degeri iizerine etkisi
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120
100
80
60

b*

40
20

70:30
Permeat: Retentat

Sekil 4.19. Farkli sicaklik ve besleme oranlarinin, retentatin b* degeri iizerine etkisi

Basing x besleme orani ve sicaklik x besleme orani interaksiyonlarinin h® degeri
tizerine etkisi sirasiyla Sekil 4.20 ve 4.21°de incelenmistir. Besleme oran1 80:20 iken,
hem diisiik basing hem de diisiik sicaklik ayr1 ayri degerlendirildiginde h°® degerinde
azalisa neden oldugu goriilmektedir.

48
47
47
46
46
45
45
44
44

hO

Permeat: Retentat

Sekil 4.20. Farkl1 basing ve besleme oranlarinin, retentatin h°® degeri tizerine etkisi

160
140
120
100

80

ho

s4°C
60 =25°C

40

70:30
Permeat: Retentat

Sekil 4.21. Farkli sicaklik ve besleme oranlarinin, retentatin h® degeri tizerine etkisi
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Basing x besleme orani ve sicaklik x besleme orani interaksiyonlarinin C* degeri
lizerine etkisi sirasiyla Sekil 4.22 ve 4.23’te incelenmistir. Besleme oran1 60:40 iken,
yiiksek basing C* degerinde artiga neden olmaktadir. Besleme orani 80:20 iken ise, diigiik
sicaklik C* degerinde artis saglamistir.

130
125
120

& 115

= 2 bar

110 & 3 bar

105

100

70:30 80:20
Permeat: Retentat

Sekil 4.22. Farkli basing ve besleme oranlarinin, retentatin C* degeri lizerine etkisi

125
120
115

£3

o 110 24°C

105 325°C

100

95

70:30
Permeat: Retentat

Sekil 4.23. Farkl sicaklik ve besleme oranlarinin, retentatin C* degeri iizerine etkisi

Cizelge 4.22°de ayirma sinir1 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R
orani1) kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen retentatlarin L*, a*, b*, he
ve C* degerlerinin ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglari
verilmistir. Bu sonuglara gore en diisiik L*, b*, £° ve C* degerleri 80:20 besleme oranina
sahip retentatlarda, en yiiksek L*, b*, #° ve C* degerleri ise 60:40 besleme oranina sahip
retentatta goriilmektedir. En diisiik a* degeri 25°C’de elde edilen retentattayken, en
yiiksek a* degeri 4°C’de elde edilen retentatta bulunmustur.

75



BULGULAR VE TARTISMA N. AZARABADI

Cizelge 4.23. Ayirma siir1 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R orani)
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen permeatlarin renk (L*, a*, b*, he
ve C*) degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

25 4
Sicaklik (°C)
9459 + 187 96128 + 17
3 2
L* Basing (bar)
95.30° + 1.85 9541° + 2.05
o R 60:40 70:3 80:20
' 9457° + 117  9556° + 255  95094% + 1.72
25 4
Sicaklik (°C)
7960 + 271 9.94° <+ 1.43
2 3
a* Basing (bar)
824* + 18 8.66° + 2.56
o R 70:30 60:40 80:20
' 759 + 218 838 + 2 038 + 223
4 25
Sicaklik (°C)
67.75° + 2514  90.15° + 23.02
3 2
b* Basing (bar)
7747° + 2524  80.43% + 28.17
o R 80:20 70:30 60:40
’ 71.74° + 2466  79.19° + 3494 8592% + 17.67
25 4
Sicaklik (°C)
124.22° + 099 12523 + 1.29
2 3
h° Basing (bar)
12468 + 134 12476 + 1.17
o R 80:20 60:4 70:30
’ 125.10° + 1.16 124.28> + 066 13479 + 1.63
4 25
Sicaklik (°C)
68.44> + 2486  90.60° =+ 22.72
3 2
C* Basing (bar)
78.08° + 2491 80.96° + 27.88
o R 80:20 70:30 60:40
' 7246 + 2435 79.72° + 3456 86.38 + 17.48

Cizelge 4.23’te ayirma sinir1 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R
orani) kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen permeatlarin L*, a*, b*, he
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ve C* degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari
verilmistir. Bu sonuglara gore en diisik L* degeri 60:40 besleme oranina sahip
permeatlarda, en yiiksek L* degeri ise 4°C’de elde edilen permeatlarda goriilmektedir. En
diisiik a* degeri 70:30 besleme oranina sahip permeattayken, en yiiksek a* degeri 4°C’de
elde edilen permeatta bulunmustur. En diisiik b* degeri 4°C’de elde edilen permeatta
goriliirken, en ylksek b* degeri 25°C’de elde edilen permeatta goriilmiistiir. En diistik
h° degeri 25°C’de elde edilen permeattayken, en yiiksek /4° degeri 70:30 besleme oranina
sahip permeatlarda bulunmustur. En diisiik ve en yliksek C* degeri ise sirasiyla 4 ve
25°C’de elde edilen permeatlarda goriilmiistir.

Safranda renkten sorumlu olan bilesikler suda ¢oziinen karotenoidler olup bu
bilesiklerin rengi sar1, turuncu ve kirmizi araliginda degismektedir (Shahi vd. 2016). Ton
acis1 degerine bagli renk tonu diyagramina gore, /4° degerinin ~30-90 oldugu aralikta renk
kirmizidan sartya dogru degismektedir (McLellan vd. 1995). Elde edilen sonuglar
dogrultusunda; ayirma sinir1 1kDa olan PESU filtre kullanilarak 4°C’de, 2 bar basingta
ve P:R oraninin 80:20 oldugu kosullarda elde edilen retentatin /#° degeri en diisiik, C*
degeri ise en yiiksektir. Bu sebeple, bu 6rnekteki rengin suda ¢oziiniir karotenoidlerden
kaynaklandig1 ve ekstrakt artik konsantre oldugu igin rengin diger drneklere gére daha
yogun oldugu diistiniilmektedir.

Ordoudi (2018) tarafindan yapilan bir ¢calismada, safran ekstraktina hile amagh
katilan karminik asit ve bazi yapay renklendiricilerin tespiti i¢in farkli yontemler
denenmistir. Bu amagla, farkli cografi orijine sahip ISO 3632-1 standardina
(Anonymous?2) gore yiiksek kalitede olan 12 farkli safran 6rneginden sulu ekstraktlar
hazirlanarak bunlarin renk degerleri 6l¢giilmiis ve boylece yliksek kaliteli safran ile
hazirlanan ekstrakttan beklenmesi gereken ortalama renk degeri tespit edilmistir. Gergek
ve yliksek kalitede safranla hazirlanan bu ekstraklarin Ton agis1 degeri ortalama 57 olarak
bulunmus ve bu degerin yaklasik 52-62 araliginda degistigi goriilmistiir. Renk
yogunlugunu ifade eden C* degeri ise ortalama 92 olarak bulunmus ve bu degerin 80-98
arasinda degistigi belirtilistir. Calismamizda gerg¢ek safrandan 1ISO 3632-1 standardina
gore hazirlanan ekstraktin Ton agis1 degeri 50.13 olarak bulunmustur. Referans ¢alismada
renk Ol¢limii yapilan ekstrakt 5 g/L safran icerecek sekilde hazirlanirken, ¢alismamizda
ISO 3632-1 standardinin belirttigi gibi 0.5 g/L safran igerecek sekilde hazirlanmistir. Ton
acist degerinin literatiirdeki degerin az da olsa altinda kalmasinin nedeninin bu
konsantrasyon farki oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim ¢alismamizda kullanilan safranin
kalitesi ilgili standartta belirtildigi sekilde analiz edilmis ve dogrulanmistir. Ayrica
calismamizda optimum olarak tespit edilen kosullarda elde edilen retentatin Ton agisi
degeri 44.82 olarak tespit edilmistir. UF islemi sirasinda krosinin bir kism1 permeata
gecerken biiyiik bir kismi retentatta kalmaktadir. Ton agis1 degerindeki diisiisiin bundan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ancak retentata ait diger renk degerleri incelendiginde
renk yogunlugunu ifade eden C* degeri 122.50 olarak bulunmustur. Yani UF islemi
cOzeltinin karakteristik renk tonunu koruyarak konsantre bir forma doniistiirdiigi
diistiniilmektedir.

Elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde; istenilen renk tonuna sahip ve en
yogun rengi iceren Ornegi elde edebilmek i¢in ayirma smir1 1kDa olan PESU filtre
kullanilarak 4°C’de, 2 bar basingta ve P:R oraninin 80:20 oldugu kosullar UF islemi i¢in
optimum olarak sec¢ilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. a) Beslenen ekstrakt (E-2); b) Optimum sartlarda elde edilen retentat (PESU
filtre,1kDa, 2 bar, 4°C, 80:20 besleme orani) ve c) Ay sartlarda elde edilen permeat
(PESU,1kDa, 2 bar, 4°C, 80:20 besleme orani)

4.4.3.2. Krosin miktari

Ayirma smirt 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R orani)
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen retentat ve permeatlara ait krosin
miktarlart (mg/L) spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler Cizelge
4.24’te verilmis ve Sekil 4.25, 4.26, 4.27 ve 4.28’de gosterilmistir. Cizelge 4.24
incelendiginde; retentatlarin krosin miktarlari, permeatlarinkine goére daha yiiksek
bulunmustur. Bu durum, PESU filtre kullanildiginda her kosulda konsantrasyon igleminin
retentatta gerceklestigini gostermektedir. Diger yandan 4°C’de elde edilen retentatlarda
krosin miktarmin 25°C’de elde edilen retentatlara gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ayni gizelgeye ve Sekil 4.25, 4.26, 4.27 ve 4.28’e gore, en yiiksek krosin
miktarina (7568.45 mg/L); 4°C’de ve 2 bar basingta elde edilen besleme orani 80:20 olan
retentatta ulagilmistir.

Ayirma smirt 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlart (P:R orani)
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen retentat ve permeatlarin krosin
miktarlarina (mg/L) ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.25’te ve Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuclar1 Cizelge 4.26°da verilmistir.

Cizelge 4.25 incelendiginde tiim varyans kaynaklarinin ve bunlarin
interaksiyonlarinin retentatlarin krosin miktari lizerine istatistiki olarak yiiksek diizeyde
(P<0.01) etkili oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.26’ya gore retentatlarda en diisiik krosin miktar1 (3912.13 mg/L)
25°C’de elde edilen 6rneklerde iken, en yiiksek krosin miktar1 (4731.11 mg/L) besleme
orani 80:20 olan orneklerde elde edilmistir. Ayn1 ¢izelgeye gore permeatlarda en diisiik
krosin miktar1 (117.11 mg/L) besleme orani1 60:40 olan 6rneklerde iken, en yiiksek krosin
miktart (123.82 mg/L) besleme oran1 80:20 olan 6rneklerde elde edilmistir.
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Cizelge 4.24. Ayirma smirt 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R orani)
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen retentat ve permeatlara ait krosin
miktarlar1 (mg/L)

Sicaklik (°C) Basing (bar) P:R Krosin (mg/L)
Kontrol - - - 1656.49 + 7.63
60:40 3943.00 + 3.31
2 70:30 5098.78 + 7.94
A 80:20 7568.45 + 3.31
60:40 3565.90 + 3.31
. 3 70:30 4685.62 + 4.96
= 80:20 6096.44 + 0.00
£ 60:40 3519.59 + 19.85
o 2 70:30 4359.80 + 0.00
80:20 4705.47 + 1.65
25 60:40 308461 < 8.27
3 70:30 3504.71 + 1.65
80:20 4298.60 + 11.58
60:40 119.34 + 3.56
2 70:30 116.67 + 4.45
80:20 113.99 + 1.53
4 60:40 131.17 + 0.13
= 3 70:30 121.37 + 2.29
£ 80:20 114.76 + 0.00
s 60:40 119.97 + 0.13
2 70:30 112.47 + 2.29
80:20 105.73 + 0.38
25 60:40 144.40 + 1.15
3 70:30 139.69 + 9.92
80:20 107.25 + 5.73

Cizelge 4.25. Ayirma sinir1 1 kDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlart (P:R orani)
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen retentat ve permeatlara ait krosin
miktarlar1 (mg/L) ait varyans analiz sonuglari

VK SD KO F
Sicaklik (A) 1 9338585 77573.2**
Basing (B) 1 337350.6 2802.28**
- P:R (C) 2 574796.7 4774.69**
% AXxB 1 35002528 2907.57**
E BxC 2 9948171 82636.9**
AxC 2 682788.6 5671.75**
AxBxC 2 1363138 11323.2**
Hata 12 120.38
Sicaklik (A) 1 2491 0.84
Basing (B) 1 7.31 0.25
_ P:R (C) 2 90.32 3.04
é AxB 1 13.97 0.47
E BxC 2 1183.42 39.87
AxC 2 26.14 0.88
AxBxC 2 281.26 9.47
Hata 12 29.68

(*) P<0.05 ve (**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.
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Cizelge 4.26. Ayirma siir1 1 kKDa olan PESU filtre, farkli besleme oranlar1 (P:R orani)
kullanilarak farkli sicaklik ve basinglarda elde edilen retentat ve permeatlara ait krosin
miktarlarinin (mg/L) ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

25 4
Sicaklik (°C)
3912.13 + 17341 5159.7¢ + 406.92
g 3 2
& Basing (bar)
$ 4417.36° + 296.51 4654.47% + 419.44
PR 60:40 70:30 80:20
' 4230.29° + 220.32 4646.34° + 355 4731.11% + 657.92
4 25
Sicaklik (°C)
11955 + 6.61 121592 + 481
5 2 3
€  Basing (bar)
g 120.02¢ + 3.37 121,122 + 3.95
bR 60:40 70:30 80:20
' 117.11° + 161 12082 + 505 123.828 + 5.69
6000
5000
4000
<
(=]
‘E’SOOO
£ &2 bar
=
X 5000 x 3 bar
1000
0

Sicaklik (°C)

Sekil 4.25. Farkli sicaklik ve basincin, retentatlarin krosin miktarlar1 (mg/L) iizerine etkisi
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Sekil 4.26. Farkli basing ve P:R oraninin, retentatlarin krosin miktarlart (mg/L) {izerine
etkisi
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Sekil 4.27. Farkli sicaklik ve P:R oraninin, retentatlarin Krosin miktarlar1 (mg/L) {izerine
etkisi
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Sekil 4.28. Farkli sicaklik, basing ve P:R orani kullanilarak elde edilen retentatlarin
krosin miktarlar1 (mg/L) (R:retentat)

Farkli sicaklik, basing ve P:R orani kullanilarak elde edilen retentatlarin  krosin
miktarlart (mg/L) Sekil 4.28”de gosterilmistir. 4°C sicaklik ve 2 bar basingta elde edilen
80:20 besleme oraninina sahip retentatin en yliksek krosin degerine sahip oldugu agikca
goriilmektedir. Beslenen ekstrakttaki (E-2) krosinin ne kadarinin permeat olarak filtreden
gectigi, ne kadarinin ise filtrede tutularak retentatta kaldig1 Cizelge 4.28°de gosterilmistir.
Permeat ve retenttatlardaki krosin miktarlarinin toplaminin, beslenen ekstraktin krosin
iceriginden diislik oldugu goriilmektedir. Bunun nedeninin krosinin sicaklik artisina ve
bunun yani sira uygulama siiresine bagli olarak kayba ugramasi oldugu diisiiniilmektedir.
Diger bir deyisle 25°C’de UF uygulanan 6rneklerde uygulama siiresinin de artmasina
bagl olarak krosin degradasyonu da artmaktadir.
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Cizelge 4.27. UF kosullarina bagl olarak retentat ve permeatlardaki krosin miktarinin
(mg/L) degisimi

Retentat Permeat Toplam Beslenen ekstrakt (E-2)
Krosin miktar1 Krosin miktar1 Krosin miktar1 Krosin miktari

60:40 158 mg/40mL  7mg/60 mL 165 mg/ 100mL
2bar  70:30 153mg/30mL 8mg/70 mL 161 mg/ 100mL
80:20 151 mg/20mL 9 mg/80 mL 160 mg/ 100mL

o
e 60:40 143mg/40mL 8 mg/60mL 151 mg/ 100mL
3bar 70:30 141mg/30mL 8mg/70mL 149 mg/ 100mL

80:20 122mg/20mL  9mg/80mL 131 mg/ 100mL 166 mg/100 mL
60:40 141mg/40mL 7mg/60mL 148 mg/ 100mL
2bar  70:30 131mg/30mL 8mg/70mL 139 mg/ 100mL
250C 80:20 94mg/20mL  8mg/80mL 112 mg/ 100mL

60:40 123mg/40mL  9mg/60 mL 132 mg/ 100mL
3bar  70:30 105mg/30mL 10 mg/70 mL 115 mg/ 100mL
80:20 86 mg/20mL  9mg/80 mL 95 mg/ 100mL

Sanchez (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada santrifiij filtrasyon igleminin sulu
safran ekstraktlarinin kompozisyonu tizerine etkisi incelenmistir. Ayirma smir1 1 kDa
olan PESU filtrenin, neredeyse pikrokrosince tamamen arindirilmistir krosince zengin
safran konsantrati elde etmek i¢in en uygun filtre materyali oldugu belirtilmistir. Santrifiij
filtrasyonda ekstraktin filtreden ge¢cmesi i¢in gerekli basing santrifiij kuvvetiyle
saglandig1 i¢in uygun santrifiij sliresine sabit filtrat hacmine ulasilan nokta olarak karar
verilmistir. Santriflij filtrasyon islemi 20°C’de gergeklestirilmis olup sicakligin etkisi
incelenmemistir.

Calismamizda UF islemi islemi i¢in optimum olarak secilen kosullar; 1 kDa
ayirma sinirina sahip PESU filtre, 4°C sicaklik, 2 bar basing ve 80:20 besleme oranidir.
Bu verilere gore elde edilen sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

4.4.3.3. UF verimi

Ayirma sinir1 1 kDa olan PESU filtre kullaniminda farkli sicaklik, basing ve
besleme oranina bagli olarak % geri kazanim ve % kayip degerleri Cizelge 4.28’de
verilmistir. Bu ¢izelgeye gore degrade olan ve/veya membranda adsorblanan krosetin
esterleri kayip olarak kabul edilmistir. Elde edilen verilere gore, 4°C’de iiretilen
orneklerin kayip orani, 25°C’de iiretilenlere gore daha diisiik iken 3 bar basing altinda
iiretilen 6rneklerin kayip orani, 2 bar basing altinda {iretilenlerinkine gore daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Diger bir deyisle 4°C ve 2 bar basing altinda {iretilen 6rneklerde
krosince zengin retentatlar elde edilebilmektedir.
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Cizelge 4.28. Ayirma smirt 1 kDa olan PESU filtre kullaniminda farkli sicaklik, basing

Ve besleme oranina bagli olarak % geri kazanim ve % Kayip degerleri

Sicaklik (°C) Basing (bar) P:R % Geri kazanim % Kayip

60:40 9954 <+ 021 046 + 021

2 70:30 97.27 + 0.33 273 £ 0.33

4 80:20 96.20 =+ 0.10 380 =+ 0.10
60:40 90.86 =+ 0.08 914 + 0.08

3 70:30 89.99 <+ 0.9 1001 + 0.19

80:20 7915 + 0.00 20.85 =+ 0.00

60:40 89.33 <+ 048 1067 + 0.48

2 70:30 8371 + 0.10 16.29 + 0.10

25 80:20 6192 <+ 0.04 38.08 =+ 0.04
60:40 7972 + 0.16 20.28 =+ 0.16

3 70:30 6938 + 045 3062 =+ 045

80:20 57.08 =+ 042 4292 + 042

Ayirma sinir1 1 kDa olan PESU filtre kullaniminda farkli sicaklik, basing ve
besleme oranina bagli olarak % geri kazanim ve % Kkayip degerlerine ait varyans analiz
sonuglar1 Cizelge 4.29°da verilmistir. Buna gore, tiim varyans kaynaklarmin ve bunlarin
interaksiyonlariin (% geri kazanim icin basing x besleme orani interaksiyonu hari¢) %
geri kazanim ve % kay1p iizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) anlaml

bulunmustur.

Cizelge 4.29. Ayirma smir1 1 kDa olan PESU filtre kullaniminda farkli sicaklik, basing
ve besleme oranina bagl olarak % geri kazanim ve % Kayip degerlerine ait varyans analiz

sonuglari
VK SD KO F
Sicaklik (A) 1 2290.28 36888.00**
= Basmg(B) 1 807.01 12998.00%*
= P:R (C) 2 655.19 10552.70%*
§ AxB 1 10.10 162.69**
= BxC 2 0.21 3.44
S AxC 2 120.26 1936.95**
= AxBxC 2 54.46 877.16%*
Hata 12 0.06
Sicaklik (A) 1 2085.63 14704.40%*
Basing (B) 1 636.64 4488.54**
o PR() 2 559.90 3947.49%*
S AxB 1 2.96 20.88**
i BxC 2 1.99 14.01%*
° AXC 2 156.76 1105.21**
AxBxC 2 48.42 341.39**
Hata 12 0.14

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig: ifade eder.
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Ayirma sinir1 1 kDa olan PESU filtre kullaniminda farkli sicaklik, basing ve
besleme oranina bagli olarak % geri kazanim ve % Kayip degerlerinin ortalamalarina ait
Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglari Cizelge 4.30°da verilmistir. Cizelge
incelendiginde, en diisiik geri kazanim (%68.43) 80:20 besleme oraninda elde edilirken,
en yiiksek geri kazanim (%87.97) 4°C’de elde edilmistir. Ayrica, en diisiik kayip (%7.83)
4°C’de, en yiiksek kayip ise (%26.48) 4°C’de goriilmektedir.

Cizelge 4.30. Ayirma sinir1 1 kDa olan PESU filtre kullaniminda farkli sicaklik, basing
ve besleme oranina bagl olarak % geri kazanim ve % Kayip degerlerinin ortalamalarina
ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

25 4
Sicaklik (°C)
= 68.44> + 12.47 8797 + 8.36
=)
g 3 2
<
~4 Basing (bar)
5 72.41° + 12.43 84.000 + 14.34
(@]
N 80:20 70:3 60:4
P:R
68.43¢ + 16.58 79.91° + 11.34 86.282  + 9.51
4 25
Sicaklik (°C)
783 + 7.04 26.48% + 12.17
= 2 3
< Basing (bar)
° 12.01> + 134 22.31* + 12.25
60:40 70:30 80:20
P:R
10.14¢ + 7.3 1491 + 10.98 26.417 <+ 16.48

Tsimidou ve Tsatsaroni (1993) tarafindan yapilan bir safran pigmentlerinin farkli
pH, 151k, sicaklik ve oksijen ortaminda davranislar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, safranda bulunan renk bilesenlerin oksijen ortaminda stabilitesinin diisiik oldugu
tespit edilmistir. Yapilan birgok literatiir taramalari sonucunda safran ekstraksiyon
islemlerinin kapali, azot, karbondioksit vb. gazi esliginde yapilmasi, arastirmacilar
tarafindan Onerilmektedir. Sekil 4.33, 4.34 ve 4.35 incelendiginde, 25°C’de iiretilen
orneklerde kaybin 4°C’de firetilen 6rneklere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ayrica, genel olarak 60:40 besleme oraninda 80:20 oranina gore geri kazanim oraninin
yiiksek ve kayip oraninin diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.29, 4.31, 4.32, 4.34 ve
4.35). Bunun yani sira 3 bar altindaki islemde geri kazanimin disiik, kaybin ise yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.30, 4.31, 4.33, 4.34 ve 4.35). Bunun nedenin 3 bar basing
uygulamasiyla filtre materyalinde adsorblanan bilesiklerin  artmasi  oldugu
diisiiniilmektedir. Nitekim 3 bar basingla calisilan filtrelerin temizleme prosediirii de bu
sebepten dolayr uzun ve zahmetli olmaktadir. Basincin 2 bar oldugu kosulda 80:20
besleme oranina sahip 6rneklerin iiretimi yaklasik 8 saatte gerceklesirken, 60:40 besleme
oranina sahip orneklerde bu islem yaklasik 3 saat siirmektedir. Diger bir deyisle 80:20
besleme oraninda drnekler daha uzun siire ortam kosullarina maruz kaldigi igin kaybin
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu durumun UF isleminin dogas1 geregi iiretim
esnasinda Orneklerin; 151k, sicaklik ve oksijene maruz kalmasindan kaynaklandig
diistiniilmektedir.
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Sekil 4.29. Sicaklik ve P:R oraniin, % geri kazanim tizerine etkisi
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Sekil 4.30. Sicaklik ve basincin, % geri kazanim iizerine etkisi

86



N. AZARABADI

BULGULAR VE TARTISMA

120

R HHE

(A

G

HHHHHHHHHHHHHHHHHHH]

WA LSS LSS LSS L LS AL S

o

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH]

LTI L LSS LSS AL S AL A7

G

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH]

AL LS LA LTSS AL LSS LSS S AL S A7

G

o o
oo

o o o
© < N

100

wiuezey 195 9,

60:40 70:30 80:20 60:40 70:30 80:20 60:40 70:30 80:20 60:40 70:30 80:20

3 bar

2 bar

3 bar

2 bar

25

4

Sekil 4.31. Farkli sicaklik, basing ve P:R oraninin % geri kazanim iizerine etkisi
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Sekil 4.32. Sicaklik ve P:R oraninin, % kayip lizerine etkisi
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Sekil 4.33. Sicaklik ve basincin, % kayip iizerine etkisi
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Sekil 4.34. Basing ve P:R oraninin, % kayip tlizerine etkisi
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Sekil 4.35. Farkli sicaklik, basing ve P:R oraninin % kayip tizerine etkisi

Santrifiijlii ultrafiltrasyonun safran ekstraktinin bilesimi {izerine etkisi Sanchez
vd. (2008) tarafindan incelenmistir. Uygulamalar 20°C’de gerceklestirilmis ve 1 kDa
ayirma sinirina sahip PESU filtrede kayip %21.1 olarak bildirilmistir. Calismamizda 1
kDa ayirma siirma sahip PESU filtrede kayip %26.48 olarak hesaplanmistir. Bu farkin
sicakliktaki artistan kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.
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4.5. Tek katmanh (S/Y) emiilsiyon formiilii optimizasyonu

Tek katmanli S/Y emiilsiyonlarinin igerigi D-optimal birlesik dizayn kullanilarak
belirlenmigtir. Deneme deseninin bagimsiz degiskenlerini; Yag, PGPR ve Safran
ekstrakti orani olusturmaktadir. Bu oranlar, toplami %100 olacak sekilde literatiirde
belirtilen degerler g6z 6niinde bulundurularak segilmistir (Esfanjani vd. 2015; Esfanjani
vd. 2017; Lutz vd. 2009b; Mehrnia vd. 2016; Mohammadi vd. 2016a). Buna gore
hazirlanan karisimdaki yag oranit %60-80, PGPR oram1 % 0.5-10 ve ekstrakt orani
%12.20- 39.49 arasinda degismektedir. Deneme planina gore hazirlanan safran
emiilsiyonlar1 30°C’de 35 giin boyunca depolanmistir. Depolanan emiilsiyonlarda
pargacik boyutu Ve renk analizleri ger¢eklestirilmistir. Cevap olarak; en kiigiik pargacik
boyutu (Da3, D32, Aciklik); en diisiik L*, b*, h® degerleri, en yiiksek a*ve C* degerleri
secilmistir (Cizelge 4.31).

Optimizasyon c¢aligmalarinda bagimli degiskenler ve bagimsiz degiskenler
arasindaki iliskiyi ifade eden matematiksel model; 6zel kiibik, kiibik ve quadratik
regresyon analizleri yapilarak olusturulmustur. Elde edilen verilerin, model uyumsuzlugu
(Lack of fit) degeri, saf hata, varyasyon katsayis1 (CV), tahmini hatalarin karelerinin
toplami (PRESS), regresyon Katsayis1 (R?), diizeltilmis regresyon katsayist (RZg),
tahmini belirleme katsayis1 (Pred-R?) ve yeterli kesinlik parametreleri analiz edilmistir.
Her bir degiskenin yanitlar tizerindeki istatistiki dnemi %95 giliven araliginda Fischer (F-
testi) testi uygulanarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak énemli olmayan (P>0.05) etkiler
modelden ¢ikarilmistir (Kog 2015; Myers vd. 2016).

Modellerin deneysel veriyi ne 6l¢iide karsiladigi regresyon katsayisi, diizeltilmis
regresyon katsayist ve varyasyon katsayisi hesaplanarak belirlenmektedir. Regresyon
katsayisi, deneysel verilerde yer alan ve model tarafindan aciklanabilen varyasyonun
toplam varyasyona orani olarak tanimlanmaktadir (Kog¢ 2015; Myers vd. 2016).
Calismamizda, modellerin tiimiinde varyasyonun biiyiik bir kism:1 (R? 0.86-0.99)
modeller tarafindan a¢iklanmaktadir.

Bir modele yeni terimlerin eklenmesi, bu terimlerin istatistiksel olarak énemsiz
olmasma ragmen RZnin artirilmasma neden olmaktadir. Bu nedenle, diizeltilmis
regresyon katsayis1 degerlerinin  modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde
kullanilmast &nerilmektedir. R? ve R%. degerlerinin arasindaki farkin 0.2°den kiigiik
olmasi istenmektedir (Kog 2015; Myers vd. 2016). Calismamizda R? ve R%q, degerlerinin
arasindaki fark 0.01-0.1 arasinda degismektedir.

Varyasyon katsayisi deneysel verilerdeki kalint1 varyasyonun ortalamaya bagli bir
Olciisii olup, biiyiik varyasyon katsayisi degeri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptigi
anlamina gelmektedir. Ayrica kiigiik varyasyon katsayisi degerleri ise verilerin hemen
hemen ortalama ile ayn1 degerler oldugu anlamina gelmektedir (Kog¢ 2015; Myers vd.
2016). Calismamizda CV degerleri %0.24-4.75 araliginda degismistir.

Bir regresyon modelinin daha sonra yapilacak gozlemlerde bir tahminleme modeli
olarak kullanilabilmesi i¢in Yeterli kesinlik ve PRESS istatistikleri kullanilmaktadir. Bu
iki degerin 4’ten biliylik olmasi gerekmektedir (Ko¢ 2015; Myers vd. 2016).
Calismamizda bu iki deger de tiim modellerde 4’ten biiyiiktiir.
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Cizelge 4.31. D-optimal birlesik dizayn kullanilarak hazirlanan deneme desenine ait deneysel sonuglar

Den. No Yag (%) PGPR (%) Safran ekstrakti (%) Da3 (um) D32 (um) Acikhik L* a* b* h° Cc*
1 71.005 10.000 18.995 137.64 136.00 1.26 96.71 -5.30 36.57 95.03 36.96
2 60.000 9.397 30.603 181.76  173.78 0.95 98.22 -5.13 37.95 94.84 38.29
3 77.790 10.000 12.210 175.95 164.49 1.02 96.14 -6.02 32.98 95.73 33.52
4 60.000 9.397 30.603 190.83 179.36 1.00 97.96 -5.13 37.98 94.84 38.32
5 80.000 5.697 14.303 17116 173.70 0.95 95.89 -5.54 33.78 95.38 34.23
6 66.068 0.500 33.432 173.66 168.50 1.01 93.92 -4.63 51.43 94.03 51.64
7 75.524 7.701 16.774 153.99 142.66 1.12 96.20 -5.53 35.86 95.19 36.28
8 69.654 4.009 26.336 160.04 148.81 1.09 96.63 -4.95 42.64 94.50 42.93
9 74.576 3.569 21.855 162.22  155.06 1.09 96.30 -5.10 39.93 94.71 40.25
10 80.000 0.562 19.438 178.08 164.37 1.06 91.55 -6.06 42.97 94.95 43.40
11 60.000 0.502 39.498 171.71  158.16 1.04 95.69 -4.13 50.81 93.87 50.98
12 80.000 0.562 19.438 17112 168.47 1.13 91.85 -6.05 42.33 94.99 42.76
13 77.790 10.000 12.210 182.16  177.90 1.04 95.96 -5.77 32.42 95.64 32.93
14 65.088 9.983 24.929 159.82 157.28 1.22 97.54 -4.35 36.99 94.52 37.24
15 80.000 5.697 14.303 187.45 183.96 1.07 95.43 -5.98 34.01 95.60 34.53

[EN
(op]

60.000 0.502 39.498 172.08  152.35 1.01 95.37 -4.27 51.32 93.91 51.49




BULGULAR VE TARTISMA N. AZARABADI

Farkli igeriklere sahip safran emiilsiyonlarinin, 30°C’de 35 giin boyunca
depolanmasi sonucunda pargacik boyutu analizi gergeklestirilmis ve Cizelge 4.32°de
hacim agirlikli ortalama ¢ap (Da43) degerlerine ait, varyans analizi sonuglar1 verilmistir.
Bu ¢izelgeye gore, hacim agirlikli ortalama ¢ap (Da3) degerinin model ile uyumlu oldugu
(P<0.05), model uyumsuzlugunun istatistiki agidan Onemli olmadigi (P>0.05)
goriilmektedir. Model denkleminin yeterli kesinliginin gdstergesi olan sinyal giiriiltii
oran1 D43z degeri i¢in 10.534 olarak belirlenmis ve degerin 4’{in {izerinde olmas1 model
denkleminin yeterli oldugunu géstermektedir. Onerilen model denkleminin R? ve R%gi
degerleri sirasiyla 0.86 ve 0.76 olarak tespit edilmistir. S6z konusu degerlerin 1’e yakin
olmas1 sonug denklemlerinin, deneysel verileri temsil etmede basarili oldugu anlamina
gelmektedir. Pred-R?, bagimsiz degisken degerleri i¢in model denkleminin bagimli
degisken degerlerini gesitlendirebilme yetenegini ifade etmektedir ve R% ile arasindaki
farkin 0.2’den kii¢iik olmasi beklenmektedir (Kog 2015; Myers vd. 2016). Calismamizda
RZ4z ve Pred-R? farkiin 0.2°den kiiciik oldugu Cizelge 4.32’de goriilmektedir. Elde
edilen sonuglar, 6nerilen model denklemlerinin basari diizeyinin olduk¢a iyi oldugu
ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.32. Hacim agirlikli ortalama ¢ap (Das3) degeri lizerine bagimsiz degiskenlerin
etkisini gosteren ANOVA tablosu

D43
Kaynak SD KO P-degeri
Model 6 2332.01 0.0020*
Lineer karisim 2 23.54 0.7617
AB 1 181.96 0.0670
AC 1 5.10 0.7354
BC 1 225.00 0.0458*
ABC 1 870.06 0.0014*
Kalint1 9 377.48
Model uyumsuzlugu 4 160.18 0.52
Saf Hata 5 217.30
Toplam 15 2709.49
Model R? R PredR?  %CV  PRESS oerl
esinlik
Ozel kiibik 0.86 0.76 0.57 3.80 1148.28 10.534

* P <0.05 seviyesinde istatistiki agidan énemli
A: Yag, B: PGPR, C: Ekstrakt, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, R?%;zlI. Diizeltilmis R?

[statistiki agidan 6nemli olan parametreler degerlendirildiginde Das degeri igin
regresyon analizi sonucunda elde edilen sonuglar; 6zel kiibik model kullanilarak,
kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.1°de verilmistir (P<0.01). BC ve ABC
interaksiyonlarinin P<0.05 seviyede Onemli oldugu bulunmustur. AB ve AC
interaksiyonlarmin P>0.05 olmasi nedeni ile model denklemine dahil edilmemistir.

D4z =+ 425.97* BC — 1331.24 * ABC (4.1)

Karigim formiiliine ait 3 boyutlu yiizey grafiginin merkez noktasi olan %71 yag,
%19 Ekstrakt ve %10 PGPR igeriginin oldugu durumda hacim agirlikli ortalama ¢ap (Da3)
degeri, istenildigi gibi minimum olmaktadir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Farkli iceriklere sahip tek katmanli safran emiilsiyonlar1 kullanilarak
hazirlanan pilavlarin hacim agirlikli ortalama (Das3) degerlerine ait optimizasyon
grafikleri a) Kontur grafigi (A: yag, B: PGPR, C: Ekstrakt) ve b) 3 boyutlu yiizey grafigi

Yag miktar arttikca daha kiigiik damlaciklar olusmasi nedeniyle emiilsiyonun Das
degeri azalmaktadir. PGPR kullanilarak hazirlanan emiilsiyonlarda enkapsiilant (dis faz)
miktar1 arttikga parcacik capinin azaldig: literatiirde bildirilmektedir (Mehrnia 2016).
Siirfektan miktart arttikca pargacik boyutunun kiigiildiigii genel olarak bildirilse de,
calismamizda siirfektan miktar1 arttiginda D43 degeri yani pargacik boyutu da artmaktadir.
Bunun nedeninin fazla siirfektanin, yiiksek viskoziteye sahip sivi kristal bir faz
olusturmasindan kaynaklandig literatiirde yer almaktadir (Mehrnia 2016).

Deneme planina gore hazirlanan safran emiilsiyonlart 30°C’de 35 giin boyunca
depolanmistir. Depolanan emiilsiyonlarda pargacik boyutu analizi gergeklestirilmistir.
Cizelge 4.33’te hacim-yiizey ortalama cap (Ds2) degerlerine ait, ANOVA sonuglari
verilmistir. Bu gizelgeye gore, D32 degerinin model ile uyumlu oldugu (P<0.05), model
uyumsuzlugunun istatistiki agidan 6nemli olmadigi (P>0.05) anlasilmaktadir. Model
denkleminin yeterli kesinliginin gostergesi olan sinyal giiriiltii orani, D32 degeri i¢in 9.19
olarak belirlenmis ve degerin 4’{in lizerinde olmasi1 nedeniyle model denkleminin yeterli
oldugu goriilmiistiir. Onerilen model denkleminin R? ve R%4; degerleri sirastyla 0.93 ve
0.83 olarak tespit edilmistir. S6z konusu degerlerin 1’e yakin olmast sonug
denklemlerinin deneysel verileri temsil etmede basarili oldugunu gostermektedir. Pred-
R?, bagimsiz degisken degerleri icin model denkleminin bagimli degisken degerlerini
cesitlendirebilme yetenegini ifade etmekte ve R24z ile farkinin 0.2°den diisiik olmasi
istenmektedir (Kog 2015; Myers vd. 2016). Calismamizda bu degerin R%y ile farki 0.78
olup bu deger 0.2 biiylktir. Bunun nedeninin D3> degerinin orneklerde kiigiik
parcaciklarin  varligina duyarli olmasindan  kaynaklandigi  diistinilmektedir.
Caligmamizdaki gibi nispeten biiylik parcacik boyutuna sahip 6rneklerde D43 degeri daha
duyarhdir. Nitekim varyans kaynaklarinin ve bunlarin interaksiyonlarinin tamaminin bu
D32 degeri lizerine etkisi istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.

AB, AC, BC, ABC, AB (A-B), AC (A-C) ve BC (B-C) interaksiyonlarinin
P>0.05 olmasi nedeni ile model denklemi olusturulamamastir.
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Cizelge 4.33. Hacim-yiizey ortalama ¢ap (D32) degeri lizerine bagimsiz degiskenlerin
etkisini gosteren ANOVA tablosu

D32
Kaynak SD KO P-degeri
Model 9 2607.26 0.0073*
Lineer karisim 2 64.14 0.4223
AB 1 94.00 0.1379
AC 1 32.48 0.3534
BC 1 79.42 0.1669
ABC 1 65.52 0.2031
AB(A-B) 1 94.10 0.1378
AC(A-C) 1 88.24 0.1485
BC(B-C) 1 69.27 0.1923
Kalint1 6 192.67
Model uyumsuzlugu 1 9.27 0.6365
Saf Hata 5 183.40
Toplam 15 2799.93
Model R® R PredR®  %CV  PRESS Aol
Kiibik 0.93 0.83 0.05 3.48 2667.76 9.19

* P <0.05 seviyesinde istatistiki agidan 6nemli
A: Yag, B: PGPR, C: Ekstrakt, SD: Serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi, R%z|. Diizeltilmis R?

Karigim formiiliine ait 3 boyutlu yilizey grafiginin merkez noktasi olan %71 yag,
%21 Ekstrakt ve %7 PGPR igeriginin oldugu durumda, Hacim-yiizey ortalama c¢ap (D32)
degerinin istenildigi gibi minimum oldugu Sekil 4.37°de goriilmektedir.
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Sekil 4.37. Farkli iceriklere sahip tek katmanli safran emiilsiyonlar1 kullanilarak
hazirlanan pilavlarin hacim-yiizey ortalama (D32) degerlerine ait optimizasyon grafikleri
a) Kontur grafigi (A: yag, B: PGPR, C: Ekstrakt) ve b) 3 boyutlu yiizey grafigi

Deneme planina gore hazirlanan safran emiilsiyonlari 30°C’de 35 giin boyunca
depolanmistir. Depolanan emiilsiyonlarda pargacik boyutu analizi gergeklestirilmistir.
Cizelge 4.34’te Aciklik degerlerine ait, ANOVA sonuglart verilmistir. Cizelge 4.34°e
gore, Aciklik degerinin model ile uyumlu oldugu (P<0.05), model uyumsuzlugunun
istatistiki agidan onemli olmadigi (P>0.05) gosterilmistir. Model denkleminin yeterli
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kesinliginin gostergesi olan sinyal giiriilti orani agiklik degeri i¢in 12.19 olarak
belirlenmis ve degerin 4’lin lizerinde olmasi model denkleminin yeterli oldugunu
gostermektedir. Onerilen model denkleminin R? ve R?%q, degerleri sirasiyla 0.90 ve 0.82
olarak tespit edilmistir. S6z konusu degerlerin 1’e yakin olmasi sonu¢ denklemlerin
deneysel verileri temsil etmede basarili oldugu anlamina gelmektedir. Pred-R?, bagimsiz
degisken degerleri icin model denkleminin bagimli degisken degerlerini ¢esitlendirebilme
yetenegini ifade etmekte ve RZys degerinden farkinin 0.2°den kiiciik olmasi
beklenmektedir (Kog 2015; Myers vd. 2016). Elde ettigimiz sonuglarla, 6nerilen model
denklemlerinin basar1 diizeyinin oldukga iyi oldugu ortaya konmustur.

Cizelge 4.34. Acgiklik degeri tlizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA
tablosu

)
o

Kaynak

KO P-degeri
Model 6 0.010 0.0006*
Lineer karisim 2 6.029*10°3 0.1546
AB 1 0.034 0.0007*
AC 1 4.54*10% 0.5693
BC 1 0.032 0.0008*
ABC 1 0.045 0.0002*
Kalint1 9 0.012
Model uyumsuzlugu 4 4.390*10* 0.99
Saf Hata 5 0.011
Toplam 15 0.011
Model R Rl  PredR? % CV PRESS  Yeterl
esinlik
Ozel kiibik 0.90 0.82 0.69 3.38 0.035 12.19

* P <0.05 seviyesinde istatistiki agidan énemli
A: Yag, B: PGPR, C: Ekstrakt, SD: Serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi, R%z|. Diizeltilmis R?

Istatistiki agidan 6nemli olan parametreler degerlendirildiginde Agiklik degeri
icin regresyon analizi sonucunda elde edilen sonuglar 6zel kiibik model kullanilarak,
kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.2°de verilmistir (P<0.01). AB, BC ve ABC
interaksiyonlarinin P<0.05 seviyede onemli oldugu bulunmustur. AC interaksiyonu
P>0.05 olmasi1 nedeni ile model denkleme dahil edilmemistir.

Agiklik =-6.18* AB - 5.09 * BC+ 9.56 * ABC (4.2)
Karisim formiiliine ait 3 boyutlu yiizey grafiginde %60 yag, %34 ekstrakt ve %6

PGPR igeriginin oldugu durumda, agiklik degerinin istenildigi gibi minimum oldugu
Sekil 4.38°de gosterilmistir.
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Sekil 4.38. Farkli igeriklere sahip tek katmanli safran emdiilsiyonlar1 kullanilarak
hazirlanan pilavlarin agiklik degerlerine ait optimizasyon grafikleri a) Kontur grafigi (A:
yag, B: PGPR, C: Ekstrakt) ve b) 3 boyutlu yiizey grafigi

Deneme planina gore hazirlanan safran emiilsiyonlart 30°C’de 35 giin boyunca
depolanmustir. Depolanan emiilsiyonlar model gidaya (pilav) uygulanarak renk analizleri
model gidada gergeklestirilmistir. Cizelge 4.35°te L* (parlaklik) degerlerine ait, ANOVA
sonuglart verilmistir. Buna gore, L* degerinin model ile uyumlu oldugu (P<0.05), model
uyumsuzlugunun istatistiki acidan onemli olmadigi (P>0.05) gosterilmistir. Model
denkleminin yeterli kesinliginin gostergesi olan sinyal giiriiltii oran1 L* degeri igin 35.88
olarak belirlenmis ve degerin 4’iin lizerinde olmasi model denkleminin yeterli oldugunu
gostermektedir. Onerilen model denkleminin R? ve R%y degerleri sirastyla 0.99 ve 0.98
olarak tespit edilmistir. S6z konusu degerlerin 1’e yakin olmast sonu¢ denklemlerin
deneysel verileri temsil etmede basarili oldugu anlamina gelmektedir. Pred-R?, bagimsiz
degisken degerleri icin model denkleminin bagimli degisken degerlerini ¢esitlendirebilme
yetenegini ifade etmektedir ve RZ%p degerinden farkinin 0.2°den kiigiik olmasi
beklenmektedir (Kog¢ 2015; Myers vd. 2016). Elde ettigimiz sonuglarla 6nerilen model
denklemlerinin basar1 diizeyinin oldukca iyi oldugu ortaya konmustur.
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Cizelge 4.35. Parlaklik (L*) degeri lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren
ANOVA tablosu

L*

Kaynak SD KO P-degeri
Model 9 52.68 < 0.0001*
Lineer karisim 2 41.87 <0.0001*
AB 1 0.61 0.0135*
AC 1 0.07 0.2841
BC 1 0.65 0.0117*
ABC 1 0.88 0.0060*
AB(A-B) 1 0.78 0.0079*
AC(A-C) 1 0.16 0.1279
BC(B-C) 1 0.92 0.0054*
Kalint1 6 0.31
Model uyumsuzlugu 1 0.06 0.33
Saf Hata 5 0.25
Toplam 15 52.98
Model R R PredR®  %CV  PRESS YU
Kiibik 0.99 0.98 0.75 0.24 13.08 35.88

* P <0.05 seviyesinde istatistiki agidan dnemli
A: Yag, B: PGPR, C: Ekstrakt, SD: Serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi, R%;z|. Diizeltilmis R?

Istatistiki acidan dnemli olan parametreler degerlendirildiginde L* degeri igin
regresyon analizi sonucunda elde edilen sonuglar kiibik model kullanilarak, kodlanmis
degiskenler cinsinden Esitlik 4.4’te verilmistir (P<0.01). AB, BC ve ABC
interaksiyonlarinin P<0.05 seviyede 6nemli oldugu bulunmustur. AC interaksiyonunun
Oonem seviyesi P>0.05 olmas1 nedeni ile model denkleme dahil edilmemistir.

L*=-460.39*AB — 459.92*BC + 504.44*ABC +
289.09*AB(A-B) — 242*BC(B-C) (4.4)
Karisim formiiliine ait 3 boyutlu yiizey grafiginde %78.5 yag, %21 ekstrakt ve

%0.5 PGPR igeriginin oldugu durumda, pilavin L* degerinin istenildigi gibi minimum
oldugu Sekil 4.39’da goriilmektedir.
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Sekil 4.39. Farkli iceriklere sahip tek katmanli safran emiilsiyonlar1 kullanilarak
hazirlanan pilavlarin L* degerlerine ait optimizasyon grafikleri a) Kontur grafigi (A: yag,
B: PGPR, C: Ekstrakt) ve b) 3 boyutlu yiizey grafigi

PGPR orani azaldik¢a pilav 6rneklerinin L* degeri azalmaktadir. Bu durum;
PGPR oranmin artmasiyla, kristal yapisindan dolay1 1518in daha fazla dagilmasina ve
parlakligin artmasina neden olmasindan kaynaklanmaktadir (Mehrnia 2016).

Deneme planina gore hazirlanan safran emiilsiyonlart 30°C’de 35 giin boyunca
depolanmistir. Depolanan emiilsiyonlar model gidaya (pilav) uygulanarak renk analizleri
model gidada gerceklestirilmistir. Cizelge 4.36’da a* (kirmizilik) degerlerine ait,
ANOVA sonuglart verilmistir. Buna gore, a* degerinin model ile uyumlu oldugu
(P<0.05), model uyumsuzlugunun istatistiki agidan Onemli olmadigi (P>0.05)
gosterilmistir. Model denkleminin yeterli kesinliginin gostergesi olan sinyal/giiriiltii orani
a* degeri icin 11.04 olarak belirlenmis ve degerin 4’lin {izerinde olmasi model
denkleminin yeterli oldugunu géstermektedir. Onerilen model denkleminin R? ve R%gi
degerleri sirasiyla 0.91 ve 0.85 olarak tespit edilmistir. S6z konusu degerlerin 1’e yakin
olmas1 sonu¢ denklemlerin deneysel verileri temsil etmede basarili oldugu anlamina
gelmektedir. Pred-R?, bagimsiz degisken degerleri icin model denkleminin bagimli
degisken degerlerini cesitlendirebilme yetenegini ifade etmektedir ve R%4, degerinden
farkinin 0.2°den kiigiik olmasi beklenmektedir (Kog 2015; Myers vd. 2016). Elde
ettigimiz sonuglarla 6nerilen model denklemlerinin basar1 diizeyinin olduk¢a iyi oldugu
ortaya konmustur.
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Cizelge 4.36. a* Degeri lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu

a*

Kaynak SD KO P-degeri
Model 6 5.84 0.0003*
Lineer karisim 2 4.86 <0.0001*
AB 1 4.400*10°3 0.7961
AC 1 1.192*10* 0.9660
BC 1 1.056*10* 0.9680
ABC 1 0.24 0.0826
Kalint1 9 0.56
Model uyumsuzlugu 4 0.42 0.09
Saf Hata 5 0.14
Toplam 15 6.40
Model R® Rl  Pred-R? % CV PRESS |\ eterli

esinlik
Ozel kiibik 0.91 0.85 0.72 4.75 1.79 11.04

* P <0.05 seviyesinde istatistiki agidan 6nemli
A: Yag, B: PGPR, C: Ekstrakt, SD: Serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi, R%;zl|. Diizeltilmis R?

Istatistiki acidan onemli olan parametreler degerlendirildiginde a* degeri igin
regresyon analizi sonucunda elde edilen sonuglar 6zel kiibik model kullanilarak,
kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.5’te verilmistir (P<0.01).

=691*A-682*B-419*C (4.5)

Karisim formiiliine ait 3 boyutlu yiizey grafiginde %60 yag, %39.5 ekstrakt ve
%0.5 PGPR igeriginin oldugu durumda, pilavin a* degerinin istenildigi gibi maximum
oldugu Sekil 4.40’ta goriilmektedir.

454972

B (30)
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@
Sekil 4.40. Farkli iceriklere sahip tek katmanli safran emiilsiyonlar1 kullanilarak
hazirlanan pilavlarin a* degerlerine ait optimizasyon grafikleri @) Kontur grafigi (A: yag,
B: PGPR, C: Ekstrakt) ve b) 3 boyutlu yiizey grafigi

(b)
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Ekstrakt orani arttik¢a pilavlarin a* degerinin arttig1 Sekil 4.40°ta goriilmektedir.
a* degerindeki artig kirmizilasmay1 ifade ettigi i¢in yliksek oranda safran ekstrakti iceren
emiilsiyonlarla hazirlanan pilavlarda bu deger yiiksektir.

Deneme planina gére hazirlanan safran emiilsiyonlar1 30°C’de 35 giin boyunca
depolanmistir. Depolanan emiilsiyonlar model gidaya (pilav) uygulanarak renk analizleri
model gidada gerceklestirilmistir. Cizelge 4.37°de b* (sarilik) degerlerine ait, ANOVA
sonuglar1 verilmistir. Buna gore, b* degerinin model ile uyumlu oldugu (P<0.05), model
uyumsuzlugunun istatistiki agidan 6nemli olmadigi (P>0.05) goriilmektedir. Model
denkleminin yeterli kesinliginin gostergesi olan sinyal giiriiltii oran1 b* degeri i¢in 56.64
olarak belirlenmis ve degerin 4’iin lizerinde olmasi model denkleminin yeterli oldugunu
gostermektedir. Onerilen model denkleminin R? ve R%y degerleri 0.99 olarak tespit
edilmistir. S6z konusu degerlerin 1’e yakin olmasi sonu¢ denklemlerin deneysel verileri
temsil etmede basarili oldugu anlamma gelmektedir. Pred-R?, bagimsiz degisken
degerleri i¢in model denkleminin bagimli degisken degerlerini ¢esitlendirebilme
yetenegini ifade etmektedir ve R%j degerinden farkinin 0.2°den kiiciik olmasi
beklenmektedir (Kog 2015; Myers vd. 2016). Elde ettigimiz sonuglarla 6nerilen model
denklemlerinin basar1 diizeyinin oldukga iyi oldugu ortaya konmustur.

Cizelge 4.37. b* Degeri lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA

tablosu
b*

Kaynak SD KO P-degeri
Model 5 621.68 < 0.0001*
Lineer karisim 2 590.74 <0.0001*
AB 1 6.70 0.0007*
AC 1 13.64 < 0.0001*
BC 1 15.28 <0.0001*
Kalint1 10 2.84
Model uyumsuzlugu 5 2.33 0.06
Saf Hata 5 0.52
Toplam 15 624.52
Model R? R  Pred-R?  %CV  PRESS J eterli

esinlik
Kuadratik 0.99 0.99 0.98 1.33 6.54 56.64

* P <0.05 seviyesinde istatistiki agidan énemli
A: Yag, B: PGPR, C: Ekstrakt, SD: Serbestlik derecesi, R%4zl. Diizeltilmis R?

Istatistiki acidan 6nemli olan parametreler degerlendirildiginde b* degeri igin
regresyon analizi sonucunda elde edilen sonuglar kuadratik model kullanilarak,
kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.7°da verilmistir (P<0.01). AB, AC ve BC
interaksiyonlarmin P<0.05 seviyede dnemli oldugu bulunmustur.

b*=+3191*A+7582*B +51.28*C —

68.43 *AB + 21.23 * AC -99.42 * BC 4.7)
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Karigim formiiliine ait 3 boyutlu yiizey grafiginde %60 yag, %39.5 ekstrakt ve
%0.5 PGPR igeriginin oldugu durumda, pilavin b* degerinin istenildigi gibi maximum
oldugu Sekil 4.41°de goriilmektedir.

3 i’i’ %
nr"ll/'li, 0% %0 0"":.':’0

000 00,0005 40,8,
st tnsites
G027 LA T ALALILALALS %
200, L2oXTAIARIAL 25
225

%
e

30

B: PGPR B (30)

(b)

Sekil 4.41. Farkli iceriklere sahip tek katmanli safran emiilsiyonlar1 kullanilarak
hazirlanan pilavlarin b* degerlerine ait optimizasyon grafikleri a) Kontur grafigi (A: yag,
B: PGPR, C: Ekstrakt) ve b) 3 boyutlu yiizey grafigi

Ekstrakt orani arttik¢a pilavlarin b* degerinin arttig1 Sekil 4.41°de goriilmektedir.
b* degerindeki artis sarilagsmay1 ifade ettigi i¢in yiiksek oranda safran ekstrakti iceren
emiilsiyonlarla hazirlanan pilavlarda bu deger yiiksektir.

Deneme planina gore hazirlanan safran emiilsiyonlar1 30°C’de 35 giin boyunca
depolanmistir. Depolanan emiilsiyonlar model gidaya (pilav) uygulanarak renk analizleri
model gidada gerceklestirilmistir. Cizelge 4.38°de 7° degerlerine ait, ANOVA sonuglari
verilmistir. Buna gore, 4° degerinin model ile uyumlu oldugu (P<0.05), model
uyumsuzlugunun istatistiki agidan 6nemli olmadigi (P>0.05) gosterilmistir. Model
denkleminin yeterli kesinliginin gostergesi olan sinyal/giiriiltii oran1 #° degeri igin 29.81
olarak belirlenmis ve degerin 4’iin lizerinde olmas1 model denkleminin yeterli oldugunu
gostermektedir. Onerilen model denkleminin R? ve R%y, degerleri sirasiyla ile 0.98 ve
0.97 olarak tespit edilmistir. Pred-R2%, bagimsiz degisken degerleri igin model
denkleminin bagimli degisken degerlerini gesitlendirebilme yetenegini ifade etmektedir
ve R%gz ile arasindaki farkin 0.2°den kiigiik olmas1 beklenmektedir (Kog 2015; Myers vd.
2016). Calismamizda R%z ve Pred-R? farkiin 0.2°den kiiciik oldugu Cizelge 4.32°de
goriilmektedir. Elde edilen sonuglar, 6nerilen model denklemlerinin basar1 diizeyinin
oldukgca 1yi oldugu ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.38. 1° Degeri lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gésteren ANOVA tablosu

hO

Kaynak SD KO P-degeri
Model 6 5.10 <0.0001*
Lineer karisim 2 4.68 <0.0001*
AB 1 0.02 0.1758
AC 1 0.04 0.0656
BC 1 0.04 0.0676
ABC 1 0.07 0.0194*
Kalint1 9 0.08
Model uyumsuzlugu 4 0.05 0.24
Saf Hata 5 0.03
Toplam 15 5.18
Model R? Riw  PredR®  %CV  PRESS  Yoerl

esinlik

Ozel kiibik 0.98 0.97 0.95 1.00 0.24 29.81

* P <0.05 seviyesinde istatistiki agidan énemli
A: Yag, B: PGPR, C: Ekstrakt, SD: Serbestlik derecesi, KO: karelere ortalamasi, R%dz|. Diizeltilmis R?

Istatistiki agidan 6nemli olan parametreler degerlendirildiginde 4° degeri igin
regresyon analizi sonucunda elde edilen sonuglar 6zel kiibik model kullanilarak,
kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.8’de verilmistir (P<0.01). ABC
interaksiyonunun P<0.05 seviyede 6nemli oldugu bulunmustur.

he=+96.00* A+93.17*B +93.89* C-11.78 * ABC (4.8)
Karigim formiiliine ait 3 boyutlu yiizey grafiginde %60 yag, %39.5 ekstrakt ve

%0.5 PGPR igeriginin oldugu durumda, pilavin h° degerinin istenildigi gibi minimum
oldugu Sekil 4.42°de goriilmektedir.

94425

: 3 A(89.5)
30 60 39.5 C(39.5)
B: PGPR C: Ekstrakt

@ (b)
Sekil 4.42. Farkli iceriklere sahip tek katmanli safran emiilsiyonlar1 kullanilarak

hazirlanan pilavlarin A° degerlerine ait optimizasyon grafikleri a) Kontur grafigi (A: yag,
B: PGPR, C: Ekstrakt) ve b) 3 boyutlu yiizey grafigi

Ekstrakt orami arttikca pilavlarin  h° degerinin azaldigi Sekil 4.42°de
goriilmektedir. Ton acis1 degerlerinin degisimine bagli olarak renk tonlar1 diyagraminda
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(Bakiniz sayfa 35, Sekil 3.2) bagh h° degeri tam 90° iken sar1 rengi ifade etmektedir.
Ekstrakt oraninin en yiiksek oldugu ve en diisiik h®nin elde edildigi noktada bu deger
93.8’¢ kadar diismiistiir.

Deneme planina gore hazirlanan safran emiilsiyonlar1 30°C’de 35 giin boyunca
depolanmistir. Depolanan emiilsiyonlar model gidaya (pilav) uygulanarak renk analizleri
model gidada gergeklestirilmistir. Cizelge 4.44’te C* degerlerine ait, ANOVA sonuglari
verilmistir. Buna gore, C* degerinin model ile uyumlu oldugu (P<0.05), model
uyumsuzlugunun istatistiki agidan Onemli olmadigi (P>0.05) gosterilmistir. Model
denkleminin yeterli kesinliginin gostergesi olan sinyal/giiriiltii oran1 C* degeri i¢in 53.41
olarak belirlenmis ve degerin 4’iin {izerinde olmas1 model denkleminin yeterli oldugunu
gostermektedir. Onerilen model denkleminin R? ve R%y degerleri 0.99 olarak tespit
edilmistir. S6z konusu degerlerin 1’e yakin olmasi sonu¢ denklemlerin deneysel verileri
temsil etmede basarili oldugu anlamma gelmektedir. Pred-R?, bagimsiz degisken
degerleri i¢in model denkleminin bagimli degisken degerlerini cesitlendirebilme
yetenegini ifade etmektedir ve R%g ile arasindaki farkin 0.2°den kiigiik olmasi
beklenmektedir (Kog 2015; Myers vd. 2016). Calismamizda RZ4 ve Pred-R? farkinin
0.2’den kiiciik oldugu Cizelge 4.39’da goriilmektedir. Elde edilen sonuglar, onerilen
model denklemlerinin basar1 diizeyinin oldukga iyi oldugu ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.39. C* degeri lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gdsteren ANOVA tablosu

C*

Kaynak SD KO P-degeri
Model 5 602.39 < 0.0001*
Lineer karisim 2 572.34 < 0.0001*
AB 1 6.90 0.0008*
AC 1 12.68 < 0.0001*
BC 1 15.35 < 0.0001*
Kalint1 10 3.09
Model uyumsuzlugu 5 2.53 0.06
Saf Hata 5 0.56
Toplam 15 605.47
Model R? R%w  Pred-R2  %CV  PRESS IZ eterli

esinlik
Kuadratik 0.99 0.99 0.98 1.38 7.1 53.41

* P <0.05 seviyesinde istatistiki agidan 6nemli
A: Yag, B: PGPR, C: Ekstrakt, SD: Serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi, R%;zl|. Diizeltilmis R?

Istatistiki agidan dnemli olan parametreler degerlendirildiginde C* degeri igin
regresyon analizi sonucunda elde edilen sonuglar Kuadratik model kullanilarak,
kodlanmig degiskenler cinsinden Esitlik 4.9°da verilmistir (P<0.01). AB, AC ve BC
interaksiyonlarinin P<0.05 seviyede 6nemli oldugu bulunmustur.

C*=+32.70*A+76.62*B+51.46*C—-69.43*AB+20.47*AC-99.66*BC (4.9
Karisim formiiliine ait 3 boyutlu yiizey grafiginde %60 yag, %39.5 ekstrakt ve

%0.5 PGPR igeriginin oldugu durumda, pilavin C* degerinin istenildigi gibi maksimam
oldugu sekil 4.43’te goriilmektedir.
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30 =
B: PGPR (a) C: Ekstrakt B (30) (b)

Sekil 4.43. Farkli igeriklere sahip, tek katmanli, safran emiilsiyonlar1 kullanilarak
hazirlanan pilavlarin, C* degerlerine ait optimizasyon grafikleri a) Kontur grafigi (A: yag,
B: PGPR, C: Ekstrakt) ve b) 3 boyutlu yiizey grafigi

Ekstrakt orani arttikga pilavlarin C* degerinin azaldigi Sekil 4.43’te
goriilmektedir. C* degeri rengin yogunlugunu ifade etmektedir. Ekstrakt oraninin en
yiiksek oldugu ve en yliksek C* degerinin elde edildigi noktada bu deger 51.45’e kadar
yiikselmistir. Ekstrakt orani yiiksek olan emiilsiyonlarla hazirlanan pilavlarin renk
yogunluklarinin arttig1 goriilmektedir.

Safran emiilsiyonlar1 i¢in formiil optimizasyonu iizerine yapilan Onceki
aragtirmalarda renk degerleri, emiilsiyonlar model gidalara uygulanarak analiz
edilmemistir. Ancak safran emiilsiyonu i¢in dnemli olan emiilsiyonun kendi renginden
ziyade renk verecegi gidadaki basaridir. Bu husustan; renk degerlerinin emiilsiyonlarda
analiz edildigi onceki calismalarda da bahsedilmis olup, rengin model gidada analiz
edilmesi Onerilmistir (Esfanjani 2017).

4.5.1. Optimizasyon sonuclarinin deneysel dogrulamasi

Optimizasyon ¢aligmas1 sonucunda D-optimal birlesik dizayn tarafindan 6nerilen
modele ait tek katmanli emiilsiyon igin optimum oranlar; %67 ay¢icek yagi, %6 PGPR
ve %27 K-1 ekstraktidir. Bu formiilasyona gore hazirlanan tek katmanli emiilsiyonun
sonug¢ tahminlerinin deneysel olarak dogrulamasi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.40’ta
verilmistir. Optimum kosullarda hazirlanan tek katmanli emiilsiyonun D43, D32, Aciklik,
L*, a*, b*, h°ve C* degerleri i¢in deneysel sonuglar, teorik sonuglarla sirasiyla %94.47,
99.57, 97.95, 99.70, 96.39, 99.03, 97.16 ve 99.07 oraninda benzerlik gdstermistir.

Cizelge 4.40. Optimizasyon sonuglarinin deneysel dogrulamasina ait analiz sonuglari

D43 (um) D32 (num) Acikhik L* a* b* h° Cc*
Model tarafindan 5 7 138.65 1.10 9660  -480 3753 9471  37.86
tahmin edilen
Gergeklegen 167.32 139.25 112 9689  -498 3790 9748 3822
% Dogruluk 94.47 99.57 97.95 9970 9639 9903 9716  99.07
% Hata 5.53 0.43 1.79 030 361 098 283 094
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4.6. Coklu emiilsiyon (S/Y/S) formiilii optimizasyonu

Cok katmanli emiilsiyonlarin tiretiminde ilk basta i¢ sulu faz1 K-1 ekstrakti olan
tek katmanli emiilsiyon kullanilmistir. Ancak elde edilen sonuglar dogrultusunda,
uygulanan UF islemiyle konsantre edilen K-1’in ¢ok katmanli emiilsiyon tiretimi igin
yeterli miktarda renk verme giiciinde olmadigi tespit edilmistir. Bu nedenle ve ¢alismanin
amaci goz oniinde bulundurularak daha konsantre bir ekstrakt elde emek i¢in; Esfanjani
vd. (2015)’e ait, safran orani yiiksek (6.67:1) bir ekstraksiyon metodu kullanilmistir.
Bunun i¢in 500 um gozenek capl elekten gecirilmis 10 g 6giitiilmis safran 6rnegi 150
mL’lik amber renkli balon jojeye aktarilmistir ve karisim oda sicakliginda (~25°C) 1000
d/dk hizda g¢alisan manyetik karistiricida 24 saat boyunca ckstrakte edilmistir. Siire
sonunda ekstrakt kaba filtre kdgidindan gegirilerek siiziilmiis ve bir sonraki agamaya
kadar -80°C’ de depolanarak muhafaza edilmistir. Tez kapsaminda bu sekilde elde edilen
konsantre ekstrakt, “K-2” olarak adlandirilmistir.

Coklu emiilsiyon sistemi kademeli olarak hazirlanmistir. Oncelikle i¢ faz olarak,
bir 6nceki basamakta optimize edilen S/Y emiilsiyonu hazirlanmistir. Daha sonra literatiir
arastirmalariyla segilen 7 farkli formiille dis sulu fazlar hazirlanmistir (Cizelge 3.2). Bu
emiilsiyonlarin hazirlanma basamaklar1 “Materyal ve Metot” boliimii i¢erisindeki “Coklu
emiilsiyon (S/Y/S) formiilii optimizasyonu” baslig1 altinda verilmistir.

Emiilsiyon sistemleri 2 tekerriirlii olarak iiretilip 30°C sicakliktaki etiivde 35 giin
boyunca depolanmis ve her 5 giinde bir depolama analizleri (model gidada renk analizi
ve pargacik boyutu dagilimi) gergeklestirilmistir. Coklu emiilsiyon sistemleri (S/Y/S) ile
hazirlanan pilavlara ait renk analizi sonuglart Cizelge 4.41 ve 4.42°de verilmistir.

Cizelge 4.41 ve 4.42 incelendiginde tiim safranli pilav 6rnekleri i¢in L* ve h°
degerleri depolama boyunca artmigtir. L* degerindeki artig, safranli pilavlarin renginin
zamana bagli olarak agildigin1 gosterirken; h° degerindeki artis ise istenen renk olan
saridan (h°=90°) uzaklasarak yesile dogru yaklastigini ifade etmektedir. Yine ayni
cizelgelere gore a*, b* ve C* degerlerinde depolama boyunca azalma oldugu
goriilmektedir. Kirmiziligi ifade eden a* ve sarilig1 ifade eden b* degerlerindeki azalma
safranli pilavlarin rengini veren bilesenlerin zamanla bozuldugunu gostermektedir.
Mevcut rengin yogunlugunu ifade eden C* degerindeki azalma ise rengin zamanla
azaldigin1 gostermektedir. Safranli pilavlarin renklendirilmesinde kullanilan ¢oklu
emiilsiyonlarin kararlilig1 ile ilgili en net bilgiyi L* degerinden ziyade C* degeri
vermektedir. Ciinkii beklenen 6zellik; pilavlarin renginin koyu degil, yogun olmasidir.

Coklu emiilsiyon sistemleri (S/Y/S) ile hazirlanan safranli pilavlarin renk
degerlerine (L*, a*, b*, 4° ve C*) ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.43’te verilmistir.
Safranli pilavlarin renk degerleri lizerine formiiliin ve depolama siiresinin etkisi istatistiki
olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) bulunmustur. Ayrica bu varyans kaynaklarinin
interaksiyonlarinin L* ve /4° agis1 hari¢ diger renk degerleri iizerine etkisi de istatistiki
olarak yiiksek diizeydedir (P<0.01).
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Cizelge 4.41. Coklu emiilsiyon sistemleri (S/Y/S) ile hazirlanan safranli pilavlara ait L*, a* ve b* degerleri

Depolama siiresi (Giin)

0 5 10 15 20 25 30 35
MD 87.15 + 110 8750 + 041 87.93 + 0.53 88.03 + 0.54 88.27 + 0.55 8841 + 1.04 9043 + 1.55 90.83 + 1.57
WPI 85.32 + 1.76 85.81 + 0.55 85.90 + 0.56 87.45 + 0.10 8790 + 0.25 88.09 + 0.44 88.15 + 0.06 88.39 + 0.19
BSD 8193 + 1.06 84.09 + 0.06 84.18 + 0.07 86.67 + 0.32 86.69 + 0.18 86.96 + 0.02 87.09 + 051 87.26 + 0.85
L* MD-WPI 84.77 + 0.43 8488 + 041 85.35 + 0.19 87.40 + 1.32 8781 + 0.48 88.13 + 0.04 88.18 + 0.69 88.21 + 041
MD-BSD 83.19 + 0.09 8342 + 0.28 85.08 + 1.14 86.42 + 0.27 86.63 + 0.59 86.95 + 0.03 8758 + 0.46 87.81 + 0.38
MD-WPI-BSD 85.14 + 0.63 8590 + 0.52 86.13 + 0.19 86.31 + 0.22 86.62 + 0.81 86.70 + 1.01 87.94 + 0.23 88.77 + 0.45
WPI-BSD 84.15 + 0.02 86.34 + 0.10 86.42 + 0.45 86.50 + 0.08 86.46 + 0.43 87.00 + 0.81 87.66 + 0.20 87.86 + 0.19
MD -5.06 = 0.21 -5.49 + 0.00 -5.65 =+ 0.00 -6.55 =+ 0.03 -6.63 + 0.43 -7.18 + 0.07 -7.29 + 0.26 -756 + 0.35
WPI -3.62 + 0.13 -5.04 + 0.17 -5.13 + 0.02 -557 + 0.12 -6.92 + 0.07 -6.91 + 0.27 -6.58 + 0.36 -6.67 + 0.17
BSD -4.04 + 0.08 -419 + 0.11 -5.06 = 0.24 -5.54 + 0.01 -5.88 + 0.75 -6.14 + 0.12 -6.56 + 0.08 -6.55 + 0.15
a* MD-WPI -4.71 £ 0.15 -4.86 + 0.18 -5.20 + 0.02 -5.21 + 0.03 -6.24 + 0.15 -6.27 + 0.12 -6.64 + 0.20 -7.05 + 0.25
MD-BSD -3.78 + 0.13 -3.83 + 0.12 -499 + 0.52 -5.60 + 0.09 -6.75 + 0.09 -6.80 + 0.13 -6.94 + 0.06 -6.90 + 0.37
MD-WPI-BSD -4.49 + 0.14 -452 + 0.15 -4.62 + 0.32 -5.35 £ 0.25 -5.35 + 0.82 -5.55 + 0.30 -5.66 + 0.00 -6.41 + 0.02
WPI-BSD -3.84 + 0.28 -4.03 + 0.35 -4.52 + 0.36 -4.53 + 0.13 -4.54 + 0.01 -498 + 0.16 -5.37 + 0.64 -5.54 + 0.30
MD 38.14 + 0.82 37.96 + 0.82 28.38 + 0.06 23.77 + 1.10 23.15 + 0.38 2144 + 0.68 1881 + 0.43 16.70 + 1.22
WPI 38.04 + 0.35 36.96 + 0.69 36.92 + 0.40 36.83 + 0.66 3415 + 0.67 3365 + 1.35 2941 + 0.49 28.89 + 0.00
BSD 38.15 = 047 37.20 + 0.07 36.83 + 154 35.28 + 0.07 35.07 + 0.03 3462 + 1.07 3370 + 121 33.04 + 132
b* MD-WPI 3848 + 0.12 36.69 + 0.17 36.31 + 0.32 36.20 + 0.23 33.26 + 158 3219 + 1.72 2891 + 1.36 2699 + 1.13
MD-BSD 3445 £+ 0.31 3159 + 045 31.46 + 0.98 26.23 + 0.00 2093 + 0.00 18.76 + 1.31 1741 + 0.21 13.40 + 0.84
MD-WPI-BSD 3941 + 0.14 3924 + 0.16 38.14 + 0.40 3528 + 0.25 3443 + 0.17 3240 + 0.11 30.13 + 0.87 2783 + 0.14
WPI1-BSD 39.07 £ 0.14 38.96 + 0.17 36.20 + 1.77 3599 + 0.79 35.86 + 0.62 35.68 + 0.51 33.09 + 0.15 32.07 + 0.70

MD: maltodekstrin, WPI: peyniralti suyu proteini izolati, BSD: betasiklodekstrin
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Cizelge 4.42. Coklu emiilsiyon sistemleri (S/Y/S) ile hazirlanan safranli pilavlara ait L*, #° ve C* degerleri

Depolama siiresi (Giin)

0 5 10 15 20 25 30 35
MD 87.15 + 110 875 + 041 8793 + 053 88.03 + 054 8827 + 055 8841 + 1.04 9043 + 155 90.83 =+ 1.57
WPI 8532 + 176 8581 + 055 8590 + 056 8745 + 0.10 8790 + 025 88.09 + 044 8815 + 0.06 8839 =+ 0.19
BSD 8193 + 1.06 84.09 + 0.06 84.18 + 0.07 86.67 + 032 86.69 + 0.18 8696 + 0.02 87.09 + 051 87.26 + 0.85
L*  MD-WPI 84.77 + 043 8488 + 041 8535 + 019 874 + 132 8781 + 048 8813 + 0.04 8818 + 0.69 8821 + 041
MD-BSD 83.19 + 0.09 83.42 + 0.28 8508 + 114 8642 + 0.27 86.63 + 059 8695 + 0.03 8758 + 046 87.81 + 0.38
MD-WPI-BSD 85.14 + 0.63 85.90 + 0.52 86.13 =+ 0.19 86.31 =+ 0.22 86.62 + 0.81 86.70 + 1.01 87.94 + 0.23 88.77 =+ 0.45
WPI1-BSD 84.15 + 0.02 86.34 + 0.10 86.42 + 0.45 86.50 + 0.08 86.46 + 043 8700 + 0.81 87.66 + 0.20 87.86 + 0.19
MD 97.92 + 053 98.03 + 0.54 102.47 + 0.81 102.75 + 0.08 103.75 + 0.23 10548 + 0.05 10549 + 0.68 106.18 + 1.32
WPI 97.77 + 044 9784 + 045 9940 =+ 0.16 99.78 + 0.14 10148 + 0.31 102.36 + 0.07 103.73 + 0.09 105.01 + 1.28
BSD 96.19 + 0.22 96.27 + 0.21 9856 + 0.11 98.64 + 1.23 100.02 + 0.26 100.97 + 0.79 101.22 + 1.31 101.31 + 0091
h° MD-WPI 96.32 + 0.03 96.38 + 0.02 9784 + 0.15 98.64 =+ 0.02 100.28 + 0.06 101.48 + 0.88 101.56 + 0.84 102.84 + 0.27
MD-BSD 98.20 + 0.27 98.27 + 0.28 98.23 + 0.18 9941 + 1.15 101.94 + 211 104.05 + 1.12 104.62 + 0.14 10559 + 0.75
MD-WPI-BSD 97.17 + 0.30 97.26 + 0.34 9752 =+ 0.00 9859 =+ 0.01 100.90 + 0.24 101.29 + 0.30 102.43 + 0.01 102.68 + 0.17
WPI1-BSD 97.27 + 0.27 9737 + 028 9851 + 0.49 98.80 + 0.01 100.80 + 0.42 100.85 + 0.40 101.25 + 0.66 101.99 + 1.07
MD 3841 + 0.77 3834 + 0.77 29.08 + 0.06 24.05 + 0.00 2384 + 036 2288 + 0.00 19.04 + 0.00 16.06 =+ 0.00
WPI 3868 + 0.34 3860 + 0.34 38.02 + 0.79 3718 + 0.62 3462 + 066 3443 + 138 3027 + 050 28.26 + 1.48
BSD 3881 + 046 38.75 + 045 3762 + 0.08 3533 + 098 3529 + 004 3530 + 098 3384 + 184 3343 + 1.23
C* MD-WPI 40.81 + 0.65 4069 + 0.70 36.79 + 0.25 3655 + 0.34 3364 + 159 3286 =+ 165 2951 =+ 147 2828 + 1.72
MD-BSD 35.00 + 0.33 3480 + 032 3193 + 043 2795 + 127 2789 + 631 1809 + 0.00 1799 + 021 1645 =+ 0.69
MD-WPI-BSD 40.26 + 0.57 39.93 + 0.72 3883 =+ 0.00 3598 =+ 030 3482 =+ 0.17 3299 =+ 014 30.85 + 0.89 2853 =+ 0.16
WPI-BSD 39.39 + 0.13 39.28 + 0.15 36.86 + 175 3642 + 0.79 3659 + 0.17 36.32 + 057 3474 + 210 33.74 + 0.08

MD: maltodekstrin, WPI: peyniralti suyu proteini izolati, BSD: betasiklodekstrin
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Cizelge 4.43. Coklu emiilsiyon sistemleri (S/Y/S) ile hazirlanan safranli pilavlarin renk degerlerine (L*, a*, b*, 2° ve C*) ait varyans analizi

sonugclari
L* a* b* hO C*
VK SD KO F KO F KO F KO F KO F
Formiil (A) 6 14.81 17.66** 4,70 33.72*%* 301.79 301.79** 27.33 33.91** 329.56 117.45**
Depolama siiresi (B) 7 26.23 31.27** 11.58 82.86** 227.50 227.5%* 87.23 108.23** 294.21 104.85**
AXB 42 0.78 0.92 0.29 2.06** 12.52 12.52** 1.12 1.39 15.12 5.39**
Hata 56 0.84 0.14 1.21 0.80 2.81

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.
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Coklu emiilsiyon sistemleri (S/Y/S) ile hazirlanan safranli pilavlarin renk
degerlerinin (L*, a*, b*, 4° ve C*) ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi
sonuclart Cizelge 4.44°te verilmistir. En diisiik L* degerleri o6rneklerin 0. giinlinde
goriiliirken, en yliksek L* degeri MD igeren emiilsiyonla hazirlanan 6rnekte goriilmiistiir.
En diisiik a* degerleri 6rneklerin 35. giiniinde Olgiiliirken, en yiiksek a* degerleri ise
orneklerin 0. giiniinde Olclilmiistiir. En diisiik b* degeri MD-BSD igeren emiilsiyonla
hazirlanan 6rnekte tespit edilirken, en yliksek b* degeri ise 6rneklerin 0. giliniinde tespit
edilmistir. En diisiik ve yiiksek /#° degerleri sirastyla 6rneklerin 0.ve 35. giiniinde elde
edilmistir. En diisiik C* degeri MD igeren emiilsiyonla hazirlanan 6rnekte goriiliirken,
en yiksek C* degeri 6rneklerin 0. giiniinde goriilmiistiir.
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Cizelge 4.44. Coklu emiilsiyon sistemleri (S/Y/S) ile hazirlanan safranli pilavlarin renk degerlerinin (L*, a*, b*, #° ve C*) ortalamalarina ait
Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

BSD WPI-BSD MD-BSD MD-WPI WPI MD-WPI-BSD MD
Formiil
Lx 85.61°+1.97  85.89°+1.81 86.55° £ 1.16 86.69°+ 1.27 86.84° £ 1.63 87.12°+ 1.41 88.57%+ 1.66
0 5 10 15 20 25 30 35
Depolama siiresi (Giin)
84.52¢+1.87 85.42d+1.40 85.85d +1.27 86.97¢+0.87 87.20°+0.90 87.46% + 0.96 88.15% + 1.26 88.443 +1.35
Formil MD MD-WPI MD-BSD WPI BSD MD-WPI-BSD WPI-BSD
ormii
. -6.43¢+0.93 -5.809+1.15 -5.49% + 1.00 -5.77%% £ 0.87 -5.70% £ 1.34 -5.24°+0.74 -4.672 £ 0.67
a
35 30 25 20 15 10 5 0
Depolama siiresi (Giin)
-6.679+0.55  -6.43%9+0.60 -6.26% + 0.47 -6.04¢ £ 0.59 -5.489+0.95 -5.02¢+£0.78 -4.56° £ 0.73 -4.223 £ 0.66
| MD-BSD MD MD-WPI MD-WPI-BSD WPI WPI-BSD BSD
Formii
- 24.28°+7.51 26.049+7.94 33.63°+ 4.06 34.36%+ 3.50 34.61°+4.15 35.49%+£1.96 35.86% £ 2.50
35 30 25 20 15 10 5 0
Depolama siiresi (Giin)
2556M+£7.33  27.359+6.37 29.827+ 6.62 30.98°+£5.99 32.809+5.22 34.89°+3.53 36.94°+2.50 37.96%+ 1.63
Formil BSD WPI-BSD MD-WPI-BSD MD-WPI WPI MD-BSD MD
ormii
4o 99.15°+2.18 99.42°+2.44 99.73¢+£2.28 99.60°+ 1.86 100.92° + 2.64 101.29° +3.20 102.762 + 3.20
Depolama siiresi (Giin) 0 5 10 15 20 25 30 35
97.26°+0.82  97.35°+0.83 98.939+ 1.65 99.529+ 1.58 101.31°+ 1.49 102.35P + 1.83 102.90°+ 1.81 103.66% + 2.07
| MD MD-BSD WPI MD-WPI MD-WPI-BSD BSD WPI-BSD
Formii
26.26°+7.84  26.46°+8.01 36.05"+2.25 35.01°+£3.91 34.89° + 4.69 35.27°+ 4.19 36.672+£2.17
C*
35 30 25 20 15 10 5 0
Depolama siiresi (Giin)
26.39F+7.10 28.03° £ 6.64 30.419+6.82 32.38°+5.19 33.35°+5.03 35.59° + 3.58 38.632 £ 1.89 38.772 £ 1.88
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Sekil 4.44°te goriildigl gibi safranl pilavlarin L* degerleri tiim formiiller i¢in
depolama boyunca artmaktadir. BSD i¢eren emiilsiyon ile hazirlanan safranli pilavin L*
degerindeki en biiylik degisim depolamanin 0-5. ve 10-15. giinleri arasinda
gerceklesmistir. MD ve MD-WPI-BSD igceren emiilsiyonlar ile hazirlanan safranli
pilavlarin L* degerleri ilk 25 giin biiylik bir degisim gostermezken 25-30. Giinler arasinda
yiikselmistir. BSD ve MD-BSD igeren emiilsiyonlarla hazirlanan safranli pilavlarin L*
degeri ilk 5 giin i¢inde ciddi miktarda yiikselmistir.

94
92 T [
90
88
*
86 MD
WPI
84 e=fe—BSD
MD-WPI
82 == \WPI-BSD
—@— MD-WPI-BSD
et MD-BSD
80
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Depolama siresi (Gln)

Sekil 4.44. Safranli pilavlarin L* degeri lizerine depolama siiresi ve formiiliin etkisi

Sekil 4.45°te goriildiigli gibi depolama siiresi boyunca tiim Orneklerin a*
degerlerinde azalma goriilmistiir. En biiyiikk degisim WPI ve MD-BSD igeren
emiilsiyonlarla hazirlanan safranli pilavlarda goriilmiistiir. Ozellikle WPI'nim, depolama
sicakligi olan 30°C sicaklikta bozulma hizinin yiiksek oldugu literatiirde de
bildirilmektedir. En az degisimin ise WPI-BSD igeren emiilsiyonla hazirlanan safranli
pilavda goriilmiistiir. WPI tek basina kullanildiginda hizla bozulurken, WPI-BSD igeren
emiilsiyonla hazirlanan pilavdaki renk degisimi en diisiik olmustur. BSD’in safrandan
elde edilen rengi korumada basarili oldugu literatiirde de bildirilmektedir (Bathaie ve
Mousavi 2010).
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Depolama suresi (Gln)

0

40 10 20 30 40

MD

-2 —— WPI

-3 —&—BSD

-4 i MD-WPI
5 —%=—MD-BSD

-6 —&— MD-WPI-BSD

-7 —+— WPI-BSD

-8

-9

Sekil 4.45. Safranli pilavlarin a* degeri lizerine depolama siiresi ve formiiliin etkisi

Sekil 4.46 incelendiginde, sarilig1 ifade eden b* degerinde en biiyilik degisim MD
ve MD-BSD igeren emiilsiyonlarla hazirlanan safranli pilavlarda goriilmiistiir. En az
degisim ise BSD ve WPI-BSD iceren emiilsiyonlarla hazirlanan safranli pilavlarda
goriilmiistiir. Bu bilesenlerin safranli pilava sar1 rengini veren bilesenleri koruyabildigi
anlagilmaktadir. Siklodekstrinin krosetin ile kompleks olusturdugunda krosetinin
stabilitesini artirdigr 1995 yilinda ABD’de yeni bir bulus olarak 5,424,407 numarasiyla
patentlenmis ve yaymlanmistir. Benzer sekilde krosin stabilizasyonunun artirilmasi
konusunda bu kompleksin basarilt oldugu Japonya’da da 60-45229 numarasiyla
patentlenmistir (Bathaie ve Mousavi 2010).

45
40
35
MD
30 —— WPI
L B —&—BSD
o)
20 MD-WPI
15 == MD-BSD
10 —&— MD-WPI-BSD
5 —+—WPI-BSD
0
0 10 20 30 40

Depolama suresi (Gln)

Sekil 4.46. Safranli pilavlarin b* degeri iizerine depolama siiresi ve formiiliin etkisi
Sekil 4.47 incelendiginde tiim 6rneklerin /4° degerleri depolama siiresi boyunca

artmigtir. h® degerindeki artig, 6rneklerin istenen renk olan saridan (h°~90°) uzaklasarak
yesile dogru yaklastigini ifade etmektedir. MD igeren emiilsiyonla hazirlanan pilavin h°
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degerinde 5-10. giinler arasinda yiikselme oldugu ve yine en biiylik renk degisiminin 35.
giinlin sonunda bu 6rnekte gerceklestigi goriilmektedir.

110
108
106
MD
104 WPI
< 102 A—BSD
MD-WPI
100 —¥— MD-BSD
o3 —8— MD-WPI-BSD
—t—WPI-BSD
96
94
0 10 20 30 40

Depolama siiresi (Giin)

Sekil 4.47. Safranli pilavlarin 4° degeri iizerine depolama siiresi ve formiiliin etkisi

Sekil 4.48°de goriildiigli gibi safranli pilavlarin C* degerleri tiim formiiller i¢in
depolama boyunca azalmaktadir. Renk yogunlugundaki azalmay: ifade eden bu deger
safranli pilavlarin depolama siiresine ve icerdikleri emiilsiyona bagl stabilitelerinin en
onemli gostergesi durumundadir. En yiiksek renk kaybi, MD ve WPI-BSD iceren
emiilsiyonlar ile hazirlanan safranl pilavlarda goriilmiistiir. En diisiik renk kaybinin ise
WPI-BSD ve BSD i¢eren emiilsiyonlar ile hazirlanan pilavlarda oldugu yine ayni sekilde
acikca goriilmektedir. BSD’in; safranin renginden sorumlu bilesiklerle kompleks
olusturarak bu bilesiklerin stabilitesini artirdigini bildiren bilimsel ¢calismalarin yani sira,
biri ABD’de digeri Japonya’da olmak {izeri iki farkli patent de mevcuttur (Bathaie ve
Mousavi 2010). Literatiirde yer alan bir baska c¢alismada WPC igeren safran
emiilsiyonunun enkapsiilasyon etkinligi, MD-WPC igeren safran emiilsiyonununkinden
yiiksek bulunmustur (Esfanjani vd. 2015). Calismamizda WPI ve MD-WPI igeren
emiilsiyonlarin C* degerlerinde biiyiikk bir fark goriilmemektedir. Bunun WPI'nin
WPC’den daha yiiksek miktarda protein igermesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Lutz vd. (2009b) tarafindan yapilan bir ¢alismada da emiilsiyon stabilitesinin
artirilmasinda WPI'nin tek basina basarili olmadigi bildirilmektedir.
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45
40
35
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WPI
i —a—BSD
(@]
20 MD-WPI
. —¥—MD-BSD
—e—MD-WPI-BSD
10 —+—WPI-BSD
5
0
0 10 20 30 40

Depolama siiresi (Giin)
Sekil 4.48. Safranli pilavlarin C* degeri lizerine depolama siiresi ve formiiliin etkisi

Farkli dis sulu fazlarla hazirlanan safran emiilsiyonlarinin, model gidanin (safranl
pilav) renk degerleri lizerine etkisi genel olarak degerlendirildiginde bu degerlerin tek tek
degil bir arada yorumlandiginda anlam kazandigi goriilmektedir. Safranli pilava dogru
rengi en yogun sekilde veren ve bu rengi en uzun siire muhafaza edebilen ¢oklu emiilsiyon
tespit edilmek istenmistir. Tiim bu veriler incelenerek bu 6zellikleri saglayan WPI-BSD
ve tek bagina BSD igeren olmak tizere 2 farkli dis sulu faz se¢ilmistir.

Farkl1 dis sulu fazlarla hazirlanan S/Y/S emiilsiyonlariin depolama siiresine bagh
parcacik boyutu analizi sonuglar1 Cizelge 4.45°te verilmistir. Tiim 6rneklerde Das, D3,
ve A¢iklik degerlerinin depolama boyunca arttig1 goriilmektedir. Emiilsiyonlarin pargacik
caplar1 hakkinda bilgi veren bu degerler, zamanla parcaciklarin birleserek daha biiyiik
parcaciklar olusturdugunu gostermektedir.

Farkl1 dis sulu fazlarla hazirlanan S/Y/S emiilsiyonlarinin depolama siiresine bagli
parcacik boyutu degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.46°da verilmistir. Bu
cizelge incelendiginde tiim varyans kaynaklarinin ve bunlarin interaksiyonlarinin
parcacik boyutu degerleri tizerinde etkisinin istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01)
anlamli oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.45. Farkl1 dis sulu fazlarla hazirlanan S/Y/S emiilsiyonlarinin depolama siiresine bagli pargacik boyutlari

Depolama siiresi (Giin)

Formiil

0 5 10 15 20 25 30 35
MD 2244 + 033 6969 + 002 9793 + 139 10357 + 2.33 10025 + 1.23 11480 + 050 13489 + 191 16206 = 0.40
WPI 1474 + 011 1677 + 059 3434 = 083 5827 + 205 7231 + 015 87.28 + 039 80.47 + 097 10004 + 395
BSD 1071 + 019 1569 + 006 2174 + 034 2363 + 022 3100 + 037 3319 + 106 3504 + 044 3766 + 0.00
Daz (nm) MD-WPI 9.05 = 009 2045 + 004 4193 = 027 7325 = 049 9508 + 0.43 11866 + 022 12253 + 0.3 12968 + 0.29
MD-BSD 4116 + 168 6309 + 013 8424 = 0.3 1059 = 0.20 12717 + 0.39 14948 = 0.8 151.63 + 1.1 15532 = 0.34
MD-WPI-BSD 819 = 024 1908 + 019 3102 + 0.0 5182 + 026 7250 + 001 9328 + 011 11402 + 0.18 11575 + 0.12
WPI-BSD 1175 + 088 1286 + 007 1453 = 045 1687 + 056 1816 + 027 2196 + 0.16 2325 + 014 2636 + 0.63
MD 618 = 011 1217 + 049 1711 + 031 2164 + 0.74 581 = 072 6499 + 124 7269 + 182 13554 = 0.93
WPI 460 = 008 1522 + 014 2531 + 017 3725 + 021 56.56 + 0.02 6358 = 0.99 7480 + 458 9326 + 170
BSD 556 + 012 80l = 003 1266 + 118 1332+ 002 1451 + 010 1564 + 0.1 1640 + 002 1736 + 0.9
Daz(um)  \ip.wpl 322 + 009 1318 + 007 2351 + 021 4161 + 226 5510 + 0.48 6442 + 0.09 8569 + 0.60 10414 = 0.00
MD-BSD 633 + 017 1751 + 210 2619 = 0.18 3468 + 084 5331 + 0.28 6332 = 0.20 7556 + 146 12627 + 1.93
MD-WPI-BSD 1330 + 041 2395 + 027 3464 = 002 446 + 057 5436 + 0.27 6380 =+ 031 8424 + 032 10404 = 021
WPI-BSD 380 + 027 372 + 006 508 + 052 731 + 060 981 + 076 1210 = 021 1339 + 0.5 1481 + 060
MD 203 + 019 327 + 008 344 = 019 363 + 032 379 + 035 418 =+ 034 528 = 024 721 + 095
WPI 085 + 010 111 + 000 125 + 004 141 + 010 150 + 0.7 170 + 033 222 + 059 300 + 046
BSD 055 = 006 067 + 008 087 + 002 08 + 005 091 = 007 104 <+ 006 131 = 009 193 = 043
AgiKlik MD-WPI 115 + 016 149 = 007 173+ 000 204 + 012 254 = 010 300 + 028 366 <+ 017 600 <+ 187
MD-BSD 236 + 007 267 + 004 285 + 012 204 + 004 319 & 017 384 =+ 038 437 + 065 579 + 013
MD-WPI-BSD 211 + 009 213 + 008 225 + 007 234+ 008 260 + 003 297 < 005 335 + 005 463 + 035
WPI-BSD 057 + 0.02 057 = 0.02 063 + 0.00 075 + 0.00 089 = 003 093 + 002 103+ 003 121+ 013

MD: maltodekstrin, WPI: peyniralti suyu proteini izolatr, BSD: betasiklodekstrin
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Cizelge 4.46. Farkli dig sulu fazlarla hazirlanan S/Y/S emiilsiyonlarinin depolama siiresine bagli parcacik boyutlarina ait varyans analizi

sonugclari
D43 (um) D32 (um) Agikhik
VK SD KO F KO F KO F
Formiil (F) 6 12650.12 7441.06** 2470.51 947.13** 26.02 107.45**
Depolama siiresi (D) 7 16642.34 9789.37** 13067.48 5009.73** 11.27 46.54**
FxD 42 403.44 237.31** 258.54 99.12** 0.51 2.09**
Hata 56 1.70 2.61 0.24

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.
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Farkl1 dis sulu fazlarla hazirlanan S/Y/S emiilsiyonlarinin depolama siiresine bagl
pargacik boyutu degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari
Cizelge 4.47°de verilmistir. En diisiik D43 degerleri depolamanin 0. giiniinde goriiliirken,
en yliksek D43 degeri MD-BSD igeren emiilsiyonda goriilmiistiir. En diisiik D32 degerleri
depolamanin 0. giiniinde elde edilirken, en yiiksek degerler ise 35. giiniinde elde
edilmistir. En diisiik Aciklik degeri WPI-BSD igeren emiilsiyonda hesaplanirken, en
yiiksek Agiklik degerleri ise depolamanin 35. giinlinde hesaplanmustir.

Cizelge 4.45, Sekil 4.49, 4.50 ve 4.51 incelendiginde BSD, WPI ve WPI-BSD
iceren emiilsiyonlarin parcacik boyutlarinin kii¢iik oldugu ve depolama boyunca diger
emiilsiyonlarinkine gore ¢ok daha az degistigi goriilmektedir. Bu durumun; protein-
polisakkarit karisiminin kullanilmasinin bunlarin tek basina kullanilmasina kiyasla daha

stabil emiilsiyonlar olusturmasindan kaynaklandig1 degerlendirilmistir (Esfanjani vd.
2017; McClement 2004).

Hem renk degerleri hem de parcacik boyutu degerleri g6z 6niinde bulundurularak;
i¢ fazin1 optimum kosullarda hazirlanan S/Y emiilsiyonunun; dis fazin1 ise WPI-BSD
kompleksinin ve tek basina BSD’in olusturdugu 2 farkli S/Y/S emiilsiyon sistemi
hazirlanmig ve bunlarda da depolama analizleri gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.47. Farkli dis sulu fazlarla hazirlanan S/Y/S emiilsiyonlarin depolama siiresine bagl pargacik boyutlarinin ortalamalarina ait

Duncan coklu karsilastirma testi sonuclari

c | WPI-BSD BSD WPI MD-WPI-BSD MD-WPI MD MD-BSD
ormill
b 18.229+5.08 26.08+9.38 59.15¢+32.58 63.229+40.78 77.45°+44.77 101.83°+40.52 109.752+ 42.05
43 (Lm)
0 5 10 15 20 25 30 35
Depolama siiresi (Giin)
16.86"+11.3 32.389 +22.95 46,537+ 30.67 61.90°+33.78 75.089+38.19 88.38°+44.43 95.83°+47.54 103.84°+51.54
. | WPI-BSD BSD WPI MD MD-WPI MD-BSD MD-WPI-BSD
ormill
b 8.76f+ 4.27 12.93¢ +4.03 46.329+£29.83 48.55°+42.19 48.86°+34.16 50.40°+37.30 52.872+29.50
32 (nm)
0 5 10 15 20 25 30 35
Depolama siiresi (Giin)
6.16" +3.23 13.409 +6.33 20.64T+£9.42 28.63°+14.03 43.119+20.41 49.70°+2355 60.39°+30.30 85.06°+47.34
c | WPI-BSD BSD WPI MD-WPI-BSD MD-BSD MD-WPI MD
ormill
0.82¢+0.23 1.02¢+£0.45 1.639+0.73 2.70°+ 1.67 2.80°+0.84 3.500+1.13 4,228+ 1.42
Acikhik
0 5 10 15 20 25 30 35
Depolama siiresi (Giin)
1.507+ 0.92 1.70" £ 0.99 1.86% £ 1.00  1.99%+1.04 2.21%+ 1,10 2.52¢+1.29 3.03°+ 1.56 4,252 +£2.34
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Sekil 4.49. S/Y/S emiilsiyonlarinin D43 degeri iizerine depolama siiresi ve formiiliin etkisi
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Sekil 4.50. S/Y/S emiilsiyonlarmin D32 degeri iizerine depolama siiresi ve formiiliin etkisi
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Depolama siiresi (Giin)

Sekil 4.51. S/Y/S emiilsiyonlarinin Aciklik degeri {izerine depolama stiresi ve formiiliin
etkisi
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4.7. Depolama

Optimizasyon c¢aligmalarindan alinan veriler sonucunda, Cizelge 3.5’te formiilleri
verilen ornekler 2 tekerriirlii olarak {iretilmistir. Depolama siiresince mikrobiyal
bozulmasimin oOnlenmesi i¢in tim formiillere %0.05 oraninda sodyum benzoat
eklenmistir. 35 giin boyunca 3 farkli sicaklikta (5, 25 ve 45°C) depolanan 6rneklerin 5
giinde bir depolama analizleri gergeklestirilmistir.

4.7.1. Renk analizi

Calisma boyunca oldugu gibi, depolama stabilitesi arastirilirken de renk analizleri
model gidada (safranli pilav) gerceklestirilmistir. Safranl pilavlarin depolama siiresince
Olclilen L* degerleri Cizelge 4.48’de verilmistir. Tiim Orneklerde L* degerlerinin
depolama boyunca yiikseldigi goriilmektedir. Parlaklig1 ifade eden L* degerindeki bu
artis tiim Orneklerin renklerinin az veya ¢ok soldugunu gostermektedir. Ayrica yiiksek
sicakliklarda depolanan 6rneklerin L* degerleri, diisiik sicaklikta depolananlara gore daha
fazla artmistir. Mehrnia vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada da tek katmanli
emiilsiyonlarin 2 haftalik depolama sonunda L* degerlerinde artis goriildiigii tespit
edilmistir.

Farkli sicakliklarda depolanmis pilavlarin, depolamanin 0 ve 35 giinlerindeki
goriintiileri EK-1°de verilmistir. Bu fotograflar Nikon (D3100, Almanya) fotograf
makinesi ile sabit 1s1kta, fotograf kabininde ¢ekilmistir.

Safranli pilavlarin depolama siiresince Olgiilen L* degerlerine ait varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 4.49°da verilmistir. Formiil, depolama sicakligi ve depolama siiresi
varyans kaynaklarinin ve bunlarin birbiriyle interaksiyonlarinin, drneklerin L* degerleri
lizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.48. Safranli pilavlarin depolama stiresince 6lgiilen L* degerleri

Depolama siiresi (Giin)

Formiil Depolama sicakhgi (°C)

0 5 10 15 20 25 30 35
5 86.04 + 045 8694 + 0.17 89.28 + 0.08 9056 + 0.12 9149 + 0.09 9165 <+ 009 9251 <+ 013 9248 =+ 0.02
A 25 86.04 + 045 87.09 + 054 8944 =+ 002 9074 + 016 9213 + 028 9218 =+ 0.80 9294 <+ 017 9330 =+ 0.23
45 86.04 + 045 9149 + 0.30 9332 + 0.13 9530 + 0.14 96.87 + 0.67 9847 + 0.01 99.09 + 0.02 99.67 + 0.03
5 8547 + 0.01 86.43 =+ 0.05 8755 + 020 8871 + 0.20 8949 =+ 035 9041 =+ 0.05 928 =+ 119 9258 <+ 0.04
B 25 8547 + 0.01 8755 + 0.02 89.45 =+ 0.01 9060 + 0.16 91.79 + 049 9266 + 005 9340 =+ 0.08 9545 =+ 021
45 8547 + 0.01 9052 + 0.10 9243 + 0.05 9493 + 0.11 9652 + 0.03 9757 + 021 9883 + 0.69 99.01 + 0.24
5 96.41 + 0.22 97.00 + 0.61 9748 + 033 9793 + 0.12 9824 + 009 9866 =+ 0.09 99.17 <+ 022 9958 =+ 0.15
C 25 9641 + 0.22 9764 + 013 98.02 + 0.05 9828 + 0.00 9857 + 0.02 99.03 + 008 9939 =+ 0.12 9957 =+ 0.07
45 9641 + 0.22 9829 + 0.07 9815 + 0.04 9852 + 0.08 9881 + 0.30 99.04 =+ 0.11 9944 + 0.11 9995 + 0.04
5 9344 + 051 9504 + 053 9654 + 053 9773 + 1.01 9809 + 093 9863 + 076 99.16 =+ 042 9991 =+ 0.01
D 25 93.44 + 051 9589 + 058 9691 + 085 9785 + 0.11 9861 + 0.18 99.07 =+ 035 9944 <+ 019 99.75 <+ 0.06
45 9344 + 051 96.46 + 0.22 97.72 + 0.06 98.82 + 048 9934 + 037 99.77 + 0.24 100.00 + 0.00 100.00 =+ 0.00
5 9459 + 1.04 9613 + 051 9661 + 066 9734 + 022 9789 + 010 9831 <+ 0.05 9918 + 017 99.61 =+ 0.13
E 25 9459 + 1.04 9657 + 058 9699 =+ 0.60 9786 =+ 0.21 9864 + 0.03 99.08 + 003 9940 =+ 0.15 9957 =+ 0.07
45 9459 + 1.04 9657 + 055 96.49 + 1.01 9807 + 0.20 9883 + 0.28 9926 + 0.06 9956 =+ 0.08 9992 + 0.06
5 9222 + 0.65 9497 + 029 9649 =+ 027 9775 + 007 9837 + 039 9921 + 026 9948 =+ 0.17 9983 =+ 0.05
F 25 9222 + 065 9549 + 057 9682 =+ 026 9785 + 022 9850 + 030 99.62 <+ 033 9990 <+ 0.10 100.00 =+ 0.00
45 9222 + 0.65 96.83 + 0.00 9763 + 0.05 98.14 + 0.28 9881 + 030 9947 + 027 99.88 =+ 0.12 100.00 =+ 0.00
5 9417 + 137 9524 + 105 96.63 =+ 044 9723 + 049 9814 + 036 9861 <+ 026 99.14 <+ 007 9979 <+ 0.10
G 25 9417 + 137 9576 + 044 96.71 =+ 022 9745 + 0.03 9820 + 0.06 9861 + 010 9926 =+ 0.09 9981 <+ 0.16
45 9417 + 137 96.22 + 026 9724 + 0.08 9801 + 0.03 9866 + 045 9894 + 025 9950 =+ 0.22 9990 + 0.10
5 9384 + 0.19 9541 + 038 96.27 + 034 9690 + 052 9765 + 035 9818 <+ 030 9880 =+ 0.15 9944 <+ 0.09
H 25 9384 + 0.19 9586 + 0.76 96.35 + 0.66 9735 =+ 034 9762 + 020 9869 <+ 014 9913 <+ 020 9945 <+ 0.03
45 9384 + 0.19 96.39 + 0.18 9737 + 0.08 9844 + 0.36 99.05 + 0.26 99.70 + 0.10 99.96 =+ 0.02 100.00 =+ 0.00
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Cizelge 4.49. Safranli pilavlarin depolama stiresince dl¢iilen L* degerlerine ait varyans
analizi sonuglari

VK SD KO F

Depolama sicakligi (A) 2 106.81 333.24**
Formiil (B) 7 381.73 1190.97**
Depolama siiresi (C) 7 245.36 765.53**

A*B 14 19.97 62.31**

B*C 49 4.3 13.42**

A*C 14 2.36 7.39**

A*B*C 98 0.68 2.14**

Hata 192 0.32

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.

Safranli pilavlarin depolama siiresince dlgiilen L* degerlerinin ortalamalarina ait
Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.50°de verilmistir. En diisiikk L*
degeri (91.46) B formiiliine ait 6rneklerde goriiliirken, en yiliksek L* degeri (98.69)
depolamanin 35. giintinde 6l¢iilmistiir. En disiik L* degerlerinin B formiiliinde (K-2
ekstraktl) goriilmesinin, emdiilsiyonlarin aksine yag icermemesinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Yag iceren formiillerle hazirlanan pilavlarin L* degerlerinin, yagin
parlaklik verici etkisinden dolayr daha yiiksek bulundugu degerlendirilmistir
(McClement 2004). En yiiksek L* degerlerinin, depolamanin 35. giiniinde 6l¢iilmesinin
de depolama siiresince tim oOrneklerde rengin solmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Formiile, depolama sicakligina ve depolama siiresine bagli olarak L* degerinin
degisimi Sekil 4.52, 4.53 ve 4.54°te verilmistir. Sekil 4.52 incelendiginde sadece ekstrakt
iceren 2 formiille hazirlanan pilavlarin (A ve B) L* degerlerinin diger orneklere gore
diisiik oldugu goriilmektedir. Bunun nedeninin, emiilsiyon igerigindeki yagin parlaklik
degerini etkilemesi oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yani sira A ve B 0Ornekleriyle
hazirlanan pilavlarin L* degerlerinin sicaklik arttik¢a arttig1 goriilmektedir. Emiilsiyon
formunda olmayan bu iki 6rnegin sicakliga karsi stabilitesinin diger 6rneklere gére daha
diisiik oldugu anlasilmaktadir. Emiilsiyon formundaki tiim drneklerin sicakliktan daha az
etkilendigi agikca goriilmektedir. Benzer durumlar Sekil 4.53’te de goriilmektedir.
Yalnizca ekstrakt iceren A ve B ornekleriyle hazirlanan pilavlarin L* degerlerinin diger
orneklerinkinden daha diisiik oldugu ve depolama siiresi boyunca daha fazla yiikseldigi
goriilmektedir. Sekil 4.54 incelendiginde ise yiiksek sicaklikta depolanan orneklerde L*
degerinin depolama siiresince arttig1 ve boylece rengin bu 6rneklerde daha fazla soldugu
goriilmektedir.
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Cizelge 4.50. Safranli pilavlarin depolama siiresince olgiilen L* degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

5 25 45
Sicaklik (°C)
95.48°+3.97 95.93°+3.76 97.24°+3.13
— B A H G F D E C
ormi
91.46° +4.10 91.889+3.95 97.48°+£1.94 9756+ 1.91 97.57°¢+£2.50 97.71+2.17 97.73°+£1.74 98.33%+1.04
5 10 15 20 25 30 35

Depolama siiresi (Giin)
92.02"+3.89 94.249+3.69 95337 +£320  96.35°+2.97 97.109+2.78 97.70°+2.78  98.31°+248 98.692+2.43
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Sekil 4.52. Depolama sicaklig1 ve formiiliin safranli pilavlarin L* degerleri tizerine etkisi
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Sekil 4.53. Depolama siiresi ve formiiliin safranli pilavlarin L* degerleri iizerine etkisi

102

100
98
96
94 ——5°C
92 ——25°C
90 —t—45°C
88
86

L*

0 5 10 15 20 25 30 35
Depolama siiresi (Giin)

Sekil 4.54. Depolama siiresi ve sicakliginin safranli pilavlarin L* degerleri lizerine etkisi
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Safranli pilavlarin depolama siiresince Olgiilen 4° degerleri Cizelge 4.51°de
verilmistir. Tiim O6rneklerde /° degerlerinin depolama boyunca yiikseldigi goriilmektedir
(Ek-1). Renk tonunu ifade eden h° degerindeki bu artis tiim drneklerin renklerinin istenen
renk tonundan (sar1 renk tonu i¢in £2°=90°) uzaklastigin1 géstermektedir (Bakiniz sayfa
35, Sekil 3.2). Ayrica yliksek sicakliklarda depolanan 6rneklerin 4° degerleri, diisiik
sicaklikta depolananlara gore daha fazla artmistir. Mehrnia vd. (2016) tarafindan yapilan
bir ¢aligmada da tek katmanli emiilsiyonlarin 2 haftalik depolama sonunda a*
degerlerinde diisiis, b* degerlerinde ise artis gorildiigi tespit edilmistir. Ton agist
degerlerinin degisimine bagli olarak renk tonlar1 diyagrami (Bakiniz sayfa 35, Sekil 3.2)
kullanilarak bu degisimler degerlendirildiginde emiilsiyonlarin renklerinin depolama
stiresince, ¢alismamizda da oldugu gibi, istenilen renkten uzaklastigini ifade etmektedir.

Safranli pilavlarin depolama siiresince dlgiilen /#° degerlerine ait varyans analizi
sonuclar1 Cizelge 4.52°de verilmistir. Formiil, depolama sicakligi ve depolama siiresi
varyans kaynaklarinin ve bunlarin birbiriyle interaksiyonlarinin, 6rneklerin 4° degerleri
iizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) 6nemli bulunmustur.

Safranli pilavlarin depolama siiresince olgiilen 4° degerlerinin ortalamalarina ait
Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.53’te verilmistir. En diisiik 4° degeri
(95.37) depolamanin 0. giiniinde goriiliirken, en yiiksek 4° degeri (105.99) A formiilii ile
hazirlanan pilavda Ol¢iilmistiir. En diisiik 4° degerlerinin depolamanin 0. giiniinde
goriilmesinin nedeni tim Orneklerin heniiz taze ve dolayisiyla beklenen renk tonunda
olmasidir. En yiiksek /° degerlerinin; A formiiliiyle hazirlanan pilavlarda 6lgiilmesinin,
sadece K-1 ekstrakti igeren yani emiilsiyon formunda olmayan A formiiliiniin rengini
koruyamamasindan kaynaklandig: diistiniillmektedir.
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Cizelge 4.51. Safranl pilavlarin depolama siiresince Ol¢iilen 4#° degerleri

Depolama siiresi (Giin)

Formiil Depolama sicakligi (°C)

0 5 10 15 20 25 30 35
5 96.19 + 036 99.79 + 0.03 9998 + 0.32 102.66 + 1.06 103.49 + 053 10484 + 0.08 10509 + 046 107.18 =+ 0.09
A 25 96.19 + 0.36 10439 + 0.28 104.64 + 0.05 10479 + 1.70 10492 + 0.06 106.05 + 0.02 10798 =+ 0.14 111.13 =+ 0.54
45 96.19 + 0.36 106.14 + 0.17 10728 + 1.11 10816 + 0.90 108.39 + 1.01 11540 + 0.10 11936 =+ 0.10 123,50 =+ 0.16
5 96.73 + 0.02 96.75 + 032 9677 + 046 9681 + 0.60 9690 + 041 9694 + 034 9715 + 031 9742 =+ 0.36
B 25 96.73 + 0.02 9689 + 0.27 9713 + 0.01 9789 + 0.05 9795 + 024 9798 + 020 10044 =+ 0.06 102.39 =+ 0.02
45 96.73 + 0.02 9846 =+ 0.08 9947 + 0.29 101.33 + 0.14 103.78 + 0.06 106.53 + 0.03 112.62 + 0.29 119.60 =+ 0.03
5 9655 + 034 9716 + 036 9820 =+ 037 9877 + 041 9970 =+ 0.20 10465 + 0.18 10479 + 048 10533 =+ 0.33
Cc 25 9655 + 034 97.71 =+ 030 99.71 =+ 0.09 10053 + 0.11 10422 + 059 10481 + 0.02 10511 + 0.21 10543 =+ 0.24
45 9655 + 0.34 9859 + 0.18 100.77 + 0.12 10131 + 0.03 10465 + 0.18 10578 + 0.25 106.63 + 0.31 106.87 =+ 0.33
5 9555 + 0.03 9633 + 0.05 9678 + 0.78 97.09 + 0.01 9840 + 090 9864 + 004 9888 + 0.17 99.74 =+ 0.19
D 25 9555 + 0.03 9763 + 0.05 9835 + 0.14 9848 =+ 0.16 9932 + 0.01 10025 + 0.01 101.11 + 0.00 10159 =+ 0.07
45 9555 + 0.08 9942 =+ 0.06 101.21 + 0.23 10243 + 0.24 10342 + 0.17 10480 + 0.56 10535 + 0.11 106.39 =+ 0.13
5 9573 + 030 9634 =+ 0.05 9670 =+ 0.73 96.75 =+ 037 9839 <+ 087 9866 =+ 003 9891 =+ 026 99.75 =+ 0.21
E 25 9573 + 030 9736 =+ 0.86 9773 =+ 0.14 9839 =+ 0.87 9919 =+ 0.10 10057 + 094 101.05 + 150 101.34 =+ 1.14
45 95.73 + 0.30 9839 + 0.87 101.02 + 0.20 102.86 + 0.86 10331 + 1.02 10528 + 0.15 105.09 + 0.57 10645 + 0.19
5 9426 + 0.16 9541 + 045 9582 + 026 96.48 =+ 002 9727 + 006 97.76 =+ 053 9773 =+ 031 9784 <+ 0.06
F 25 9426 + 0.16 9632 =+ 0.26 9653 =+ 038 9784 =+ 0.06 9864 =+ 026 9875 + 013 9931 =+ 048 100.01 =+ 045
45 9426 + 0.16 96.18 + 0.28 9784 + 0.06 99.04 + 0.61 100.08 + 0.53 100.38 + 0.03 10093 + 0.16 101.54 =+ 1.13
5 9438 + 037 9523 =+ 0.73 9664 =+ 037 9683 =+ 033 9724 =+ 039 9747 + 025 9749 =+ 053 9793 =+ 048
G 25 9438 + 037 96.72 + 055 96.84 + 020 9749 =+ 053 9833 + 038 9852 + 024 9889 + 0.21 100.12 + 0.07
45 9438 + 037 9725 + 017 9749 + 053 9770 + 0.08 9837 + 0.12 9941 + 0.00 100.99 + 0.56 101.78 + 0.06
5 9359 + 095 9393 + 013 9408 =+ 039 9532 + 030 9535 + 003 9584 + 005 9570 =+ 057 96.66 =+ 0.00
H 25 9359 + 095 9540 =+ 0.13 9584 + 0.05 9591 + 0.06 9594 + 0.01 96.05 + 051 9630 =+ 053 9701 =+ 0.14
45 9359 + 095 9637 + 0.09 99.74 + 0.07 10151 + 0.05 103.74 + 0.19 105.11 + 0.15 106.48 + 0.19 106.80 + 0.07




BULGULAR VE TARTISMA N. AZARABADI

Cizelge 4.52. Safranli pilavlarin depolama siiresince 6lgiilen 4° degerlerine ait varyans
analizi

VK SD KO F

Depolama sicakligi (A) 2 762.73 2044.81**
Formiil (B) 7 386.99 1037.47**
Depolama siiresi (C) 7 372.1 999.97**

A*B 14 33.73 9.45**

B*C 49 11.59 31.08**

A*C 14 37.26 99.90**

A*B*C 98 4.59 12.30**

Hata 192 0.37

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.

Formiile, depolama sicakligina ve depolama siiresine bagli olarak 4° degerinin
degisimi Sekil 4.55, 4.56 ve 4.57°de verilmistir. Sekil 4.55 incelendiginde genel olarak
sicaklik arttikga 4° degerinin de arttigi goriilmektedir. Ayrica sadece ekstrakt iceren A
formiilii ile hazirlanan pilavlarin /#° degerlerinin diger 6rneklere gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu durum depolama siiresince sicakliktan en fazla etkilenenin A formiilii
oldugunu gostermektedir. H formiilli, 5 ve 25°C sicakliklarda renk tonunu depolama
boyunca en iyi koruyan 6rnek olmustur. Bunun nedeninin; H formiiliiniin, WPI-BSD
iceren ultra-turrax ve ultrasonikasyon islemlerinin bir arada kullanildigi emiilsiyon
olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Siklodekstrinin krosetin ile kompleks
olusturdugunda krosetinin stabilitesini artirdigr 1995 yilinda ABD’de yeni bir bulus
olarak 5,424,407 numarasiyla patentlenmis ve yaymlanmistir. Benzer sekilde krosin
stabilizasyonunun artirilmasi konusunda bu kompleksin basarili oldugu Japonya’da da
60-45229 numarasiyla patentlenmistir (Bathaie ve Mousavi 2010). WPI’nin bu sisteme
katkisinin, proteinlerin hem hidrofilik hem de lipofilik uglara sahip olmasi dolayisiyla
emiilsiyon stabilitesini artirmasi oldugu disiinilmektedir (McClements 2015). Ultra-
turrax ve ultrasonikasyon islemlerinin birlikte kullanilmasi ile de daha kiiciik ¢aph
parcaciklar elde edilmis oldugu ve bunun da emiilsiyonun stabilitesini artirdigi
degerlendirilmistir (Giingér vd. 2013; McClements 2015). Sekil 4.56 incelendiginde
depolama boyunca renk tonu en ¢ok degisen formiiliin A, en az degisen formiiliin ise H
oldugu goriilmektedir. Diger bir deyisler depolama siiresince en az Stabilite gosteren
formiil A iken, en yliksek stabilite gosteren formiil H olmustur. Sekil 4.5 incelendiginde
ise depolama sicakligr arttik¢a /° degerlerinin depolama siiresince arttig1 ve boylece renk
tonunun bu orneklerde istenen degerden uzaklastigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.53. Safranli pilavlarin depolama stiresince 6l¢iilen 4° degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonucu

5 25 45
Sicaklik (°C)
97.95¢+3.01 99.28 + 3.60 102.68% + 6.02
H G F E D B C A
Formiil
97.49¢ £ 4.09 97.58¢+1.91 97.69¢+2.11 99.619+3.19 99.684 + 3.08 100.06°+ 5.61 101.68+ 3.62 105.99% + 6.57
0 5 10 15 20 25 30 35

Depolama siiresi (Giin)
95.372+1.18 97.67°+2.71 98.61¢+2.82 99.439+3.16 100.46° + 3.44 101.697+ 4.59 102.649 + 5.50 103.91"+ 6.63




BULGULAR VE TARTISMA N. AZARABADI

115
110 A
—=—B

105
——C
° 100 5
95 ——E
90 ——F
85 ——G
5 25 45 H

Depolama sicakligi (°C)

Sekil 4.55. Depolama sicakliginin ve formiiliin safranl pilavlarin 4° degerleri iizerine
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Sekil 4.56. Depolama siiresinin ve formiiliin safranli pilavlarin /#° degerleri tizerine etkisi
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Sekil 4.57. Depolama siiresinin ve sicakliginin safranli pilavlarin 4° degerleri iizerine
etkisi
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Safranli pilavlarin depolama siiresince Olglilen C* degerleri Cizelge 4.54’te
verilmistir. Genel olarak tiim 6rneklerin C* degerleri depolama siiresince azalmis ve artan
sicakliktan etkilenmistir (Ek-1). C* degerindeki bu azalma, pilavlarin renk yogunlugunun
azaldigim1 gostermektedir. Ayni1 formiille renklendirilen pilavlarda da sicaklik artisiyla
birlikte renk yogunlugu azalmistir. Mehrnia vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada
da tek katmanli emiilsiyonlarin 2 haftalik depolama sonunda renk yogunluklarmin
azaldig bildirilmistir.

Safranli pilavlarin depolama stiresince Ol¢iilen C* degerlerine ait varyans analizi
sonuclar1 Cizelge 4.55’te verilmistir. Formiil, depolama sicakligi ve depolama siiresi
varyans kaynaklarmin ve bunlarin birbiriyle interaksiyonlarinin, 6rneklerin C* degerleri
tizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) 6nemli bulunmustur.

Safranli pilavlarin depolama siiresince dlgiilen C* degerlerinin ortalamalarina ait
Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari Cizelge 4.56’da verilmistir. En diisik C*
degeri (13.59) A formiiliine ait orneklerde goriiliirken, en yiiksek C* degeri (38.06)
depolamanin 0. giiniinde dl¢iilmiistiir. En diisitk C* degerlerinin; A formiilityle hazirlanan
pilavlarda 6l¢iilmesinin, sadece K-1 ekstrakti iceren yani emiilsiyon formunda olmayan
A formiliiniin renk yogunlugunu kaybetmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. En
diisiik C* degerlerinin depolamanin 0. giiniinde goriilmesinin nedeni tiim Srneklerin
heniiz taze ve dolayisiyla beklenen renk yogunlugunda olmasidir.
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Cizelge 4.54. Safranli pilavlarin depolama stiresince 6l¢iilen C* degerleri

Depolama siiresi (Giin)

Formiil Depolama sicakligi (°C)

0 5 10 15 20 25 30 35
5 3411 + 0.00 3306 + 000 26.02 + 167 2499 + 019 2092 + 049 1811 + 062 1147 + 016 034 + 0.14
A 25 3411 + 000 1650 =+ 116 1534 =+ 122 1315 + 034 804 + 080 476 =+ 015 138 =+ 002 035 =+ 0.09
45 3411 + 000 1065 + 015 697 + 059 567 + 009 399 + 065 144 + 010 055 =+ 001 015 + 0.01
5 4244 + 0.07 3658 + 0.18 3565 =+ 218 3355 + 219 3352 + 165 2090 + 085 1812 =+ 106 1683 =+ 0.20
B 25 4244 + 0.07 3351 + 030 3045 =+ 120 2727 + 154 2340 + 158 1683 =+ 020 1145 =+ 010 257 <+ 041
45 4244 + 0.07 1963 + 113 2380 + 075 1592 + 2.05 646 + 020 450 + 051 361 =+ 025 096 + 0.01
5 3178 + 005 2817 + 049 2628 =+ 019 2275 =+ 157 2352 + 0.04 2140 + 028 1961 + 0.03 1854 =+ 0.14
C 25 31.78 + 005 2652 + 001 2389 =+ 119 1925 =+ 0.04 1584 + 018 1054 =+ 007 779 =+ 006 570 =+ 0.23
45 31.78 + 005 2130 + 034 1832 + 130 1348 =+ 032 1035 + 0.05 455 + 006 248 =+ 022 062 + 0.03
5 3890 + 050 3866 =+ 000 3681 =+ 002 3564 =+ 012 3429 + 0.06 3016 =+ 060 2400 =+ 099 2164 =+ 0.92
D 25 3890 + 050 3654 + 004 3342 + 006 3088 =+ 0.08 2857 + 0.09 2541 + 143 2378 =+ 056 2071 + 0.15
45 3890 + 050 3038 + 0.04 2965 + 002 2643 + 0.01 2234 + 0.02 1558 + 0.12 1069 =+ 007 350 <+ 0.17
5 3900 + 006 3875 + 000 3721 + 008 3644 =+ 020 3541 + 011 3241 + 019 2628 =+ 018 2436 =+ 0.19
E 25 3900 + 006 3726 =+ 182 36.67 + 056 31.04 = 257 3697 + 341 3764 =+ 284 3372 + 343 3194 =+ 173
45 39.00 + 006 3180 =+ 155 2727 + 227 2530 =+ 233 1854 + 141 1641 + 145 828 =+ 201 811 <+ 047
5 3997 + 024 3886 =+ 002 3858 =+ 023 3745 =+ 0.08 3631 + 0.02 3460 =+ 019 2836 =+ 002 2642 =+ 0.05
F 25 39.97 + 024 3741 + 004 3702 + 029 3544 + 029 4271 + 119 4161 + 032 3402 + 265 3434 + 484
45 39.97 + 024 3286 + 045 2067 + 564 2442 + 215 1626 + 457 1095 + 265 672 + 029 964 + 061
5 3818 + 0.64 3888 + 225 4136 + 073 4078 + 179 4082 + 017 4122 + 109 3529 + 242 36.00 + 0.89
G 25 38.18 + 0.64 4029 =+ 087 4210 + 152 3991 =+ 198 4130 + 069 4041 =+ 076 3453 =+ 006 3418 =+ 1.03
45 38.18 + 0.64 3591 + 036 3313 + 402 29.82 =+ 246 2752 + 284 2471 + 191 2030 =+ 347 1243 + 1.01
5 3930 + 025 3958 + 040 4097 + 140 39.72 + 084 3914 + 010 3934 + 064 3506 + 104 3239 =+ 3.32
H 25 3930 + 025 4105 + 028 4163 + 102 4273 + 056 3947 + 177 4158 + 158 3694 + 082 36.76 + 1.22
45 39.30 + 025 3848 =+ 3.00 3778 + 025 3488 =+ 177 30.67 + 4.80 3458 =+ 124 2362 =+ 242 2540 =+ 0.05
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Cizelge 4.55. Safranl pilavlarin depolama siiresince dlciilen C* degerlerine ait varyans
analizi sonuglari

VK SD KO F

Depolama sicakligi (A) 2 4797.13 1242.20**
Formiil (B) 7 3284.31 850.46**
Depolama siiresi (C) 7 2370.95 613.95**

A*B 14 129.45 33.52**

B*C 49 73.01 18.91**

A*C 14 138.21 35.79**

A*B*C 98 22.2 5.75**

Hata 192 3.86

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.

Formiile, depolama sicakligina ve depolama siiresine bagli olarak C* degerinin
degisimi Sekil 4.58, 4.59 ve 4.60°da verilmistir. Sekil 4.58 incelendiginde sadece ekstrakt
iceren 2 formiille hazirlanan pilavlarin (A ve B) ve tek katmanli emiilsiyonlarla hazirlanan
pilavlarin C* degerlerinin diger 6rneklere gore diisiik oldugu goriilmektedir. Diger bir
deyisle, ekstraktlar ve tek katmanli emiilsiyonlar renk yogunlugunu koruyamamistir.
Yine ayni sekle bakilarak G ve H formiilleriyle hazirlanan pilavlarin C* degerlerinin her
depolama sicakliginda diger orneklerden yiliksek oldugu, dolayisiyla da bu 6rneklerin
renk yogunlugunu korudugu goriilmektedir. Formiile ve depolama siiresine baglhh C*
degerlerinin ortalamalar1 Sekil 4.59’da goriilmektedir. A formiilityle hazirlanan safranl
pilavlar depolamanin 35. giinlinde renk yogunlugunu neredeyse tamamen kaybederken;
B, C ve D orneklerinde de ciddi bir azalma oldugu anlasilmaktadir. C* degerini ve
dolayistyla renk yogunlugunu en iyi koruyan orneklerin, G ve H formiiliiyle hazirlanan
safranli pilavlar oldugu goriilmektedir. G ve H formiillerinin iiretiminde uygulanan
ultrasonikasyon isleminin emiilsiyon stabilitesini artirdigi, dolayisiyla bu 6rneklerin renk
yogunlugunu kaybetmedigi degerlendirilmistir. Sekil 4.60 incelendiginde 45°C’de
depolanan formiillerin renk yogunlugunun depolama siiresince hizla azaldig1 da agikca
gorilmektedir.
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Cizelge 4.56. Safranli pilavlarin depolama siiresince 6lgiilen C* degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

45 25 5
Sicaklik (°C)
20.13°+12.82 29.37°+ 12.30 31.70% £8.76
Formiil A C B D E F G H
ormu
13597+ 11.92 18.18%+9.35 22.629+13.21 28.16°+9.22 30.37°+9.41 31.03°+10.83 36.24%+ 6.36 36.372 +6.31
35 30 25 20 15 10 5 0

Depolama siiresi (Giin)

16.99" + 13.27

19.049+£12.25

23.807+ 13.38

26.44°+11.98 28.719+9.88 30.88°+9.31 32,62+ 8.19 38.06% +3.29
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Sekil 4.58. Depolama sicakliginin ve formiiliin safranl pilavlarin C* degerleri {izerine
etkisi
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Sekil 4.59. Depolama siiresinin ve formiiliin safranli pilavlarin C* degerleri iizerine etkisi
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Sekil 4.60. Depolama siiresinin ve sicakliginin safranli pilavlarin C* degerleri tizerine
etkisi
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4.7.2. Parcacik boyutu analizi

Farkli formiillerle hazirlanmis emiilsiyonlarin depolama siiresince 5 giinliik
periyotlarda parcacik boyutu analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerle,
emiilsiyonlara ait D4z ve agiklik degerleri hesaplanmustir. Ancak D4z degerinin, bir
emiilsiyondaki biiyiik parcaciklarin varligina ve dolayistyla flokiilasyon gibi fenomenlere
karst D32 degerinden ¢ok daha duyarli oldugu belirtilmektedir (McClement 2004). Bu
yiizden calismada emiilsiyonlarin depolamaya bagli stabilitesi D4z degerleri tizerinden
degerlendirilmistir.

Emiilsiyonlarin depolama boyunca D43 degerlerinin degisimi Cizelge 4.57°de
verilmistir. Tiim emiilsiyonlarda depolama siiresi ve sicaklig1 arttik¢a parcacik boyutunun
da arttig1 goriilmektedir. C ve D formiiliindeki emiilsiyonlarin pargacik boyutlarinin
depolama siiresince birbirine yakin degerlerde oldugu ve genel olarak diger
emiilsiyonlarinkinden daha biiylik parcaciklara sahip oldugu goriilmektedir. Bunun
nedeninin  bu emiilsiyonlarin pervaneli karistirict  kullanilarak  iiretilmesinden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Diger emiilsiyon formiillerinde ultra-turrax ve/veya
ultrasonikasyon isleminin olmasi o formiillere ait emiilsiyonlarin pargacik boyutunun
kiigiilmesine neden oldugu degerlendirilmistir. Tek katli emiilsiyonlarin hazirlanmasinda
bu tip yiiksek hizli veya kavitasyona neden olan karistiricilarin  kullanilmast,
emiilsiyonlarda ani sicaklik yiikselmelerine neden olmakta ve biyoaktif bilesenlere zarar
vermektedir. Bu nedenle calismamizda tek katmanli emiilsiyonlar pervaneli karistirici
kullanilarak hazirlanmistir.  Ultra-turrax  ve ultrasonikasyon iglemlerinin birlikte
uygulandig1 emiilsiyonlarin pargacik boyutlarinin depolama siiresince diger formiillere
kiyasla ¢ok daha kiigiik olduklar1 goriilmektedir. Ayrica E ve G formiiliine sahip
emiilsiyonlarin pargacik boyutu F ve H formiiliine sahip emiilsiyonlarinkine gére daha
kiigiik hesaplanmistir. Bunun kaynaginin emiilsiyonlarin dis sulu fazindaki WPI'nin
molekiilin  agirligmin - BSD’den  daha  yliksek  olmasindan  kaynaklandigi
diisiiniilmektedir.

Emiilsiyonlarin depolama siiresince hesaplanan D43 degerlerine ait varyans analizi
sonuclar1 Cizelge 4.58’de verilmistir. Formiil, depolama sicakligi ve depolama siiresi
varyans kaynaklarinin ve bunlarin birbiriyle interaksiyonlarinin, 6rneklerin D43 degerleri
tizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.57. Emiilsiyonlarin depolama boyunca hesaplanan Da3 degerleri (um)

Depolama siiresi (Giin)

Formiil Depolama sicakligi (°C)

0 5 10 15 20 25 30 35
5 103.40 + 0.67 106.26 + 0.36 109.49 + 0.13 11276 + 0.25 11533 + 0.05 11766 + 1.06 123.38 + 0.33 12589 + 0.38
C 25 103.40 + 0.67 107.67 + 0.13 11310 + 149 11761 + 0.85 12210 + 0.06 12488 + 0.62 12561 + 0.11 12893 + 0.19
45 103.40 + 0.67 13242 + 154 13649 + 0.32 14334 + 0.69 14791 + 0.26 148.63 + 0.12 15169 + 0.22 157.12 + 0.29
5 102.13 + 0.18 106.87 + 1.41 11228 + 0.18 11512 + 0.15 11686 + 0.26 11891 + 0.39 12375 + 0.57 12711 + 0.23
D 25 102.13 + 0.18 11141 + 0.19 11297 + 0.12 11533 + 0.16 11693 + 043 12041 + 0.19 12382 + 042 12765 + 0.44
45 102.13 + 0.18 13555 + 0.71 137.79 + 0.02 138,58 + 0.19 139.96 + 0.63 144.87 + 0.70 150.13 + 1.19 159.29 + 0.22
5 6.25 + 0.04 1399 + 050 1586 <+ 042 1861 + 017 23.03 + 091 26.06 =+ 032 2646 =+ 143 29.02 + 0.24
E 25 6.25 + 004 1741 + 064 1813 + 049 2044 + 008 2153 + 010 2560 =+ 021 2928 + 035 3521 + 1.85
45 6.25 + 0.04 4044 + 009 4527 + 001 4561 + 133 4759 + 0.79 5045 + 0.21 5324 + 031 5577 + 0.58
5 1057 + 010 1035 =+ 0.73 1093 =+ 024 1659 =+ 1.03 1942 + 025 2247 =+ 016 2274 =+ 160 29.02 =+ 0.24
F 25 1057 + 010 24.07 =+ 310 2963 =+ 0.13 2894 =+ 053 3170 + 035 3305 =+ 073 3611 =+ 042 36.63 =+ 1.13
45 1057 + 010 2557 + 081 2831 =+ 011 2886 + 025 2927 + 0.17 33.03 + 1.89 5561 =+ 0.19 5859 =+ 0.14
5 719 + 000 875 + 018 936 <+ 023 1069 + 014 1330 + 011 1536 =+ 027 1893 =+ 152 2137 =+ 0.68
G 25 719 + 0.00 1061 + 024 1397 + 0.04 1759 + 0.07 1946 + 0.06 2268 =+ 186 2397 =+ 0.04 2829 =+ 0.69
45 719 + 0.00 1395 + 099 1656 + 0.17 2038 + 0.03 2223 + 0.14 2647 + 106 33.06 =+ 1.83 4214 + 0.87
5 1062 + 024 927 + 0.04 1061 + 020 1298 + 0.09 1685 =+ 036 1874 + 025 2139 =+ 020 2558 =+ 0.10
H 25 1062 + 024 1158 + 017 1748 + 081 1814 + 031 2062 =+ 021 2355 + 123 2646 =+ 019 3448 + 0.04
45 1062 + 024 1612 + 111 2024 + 027 2266 =+ 0.16 2544 =+ 0.01 3037 + 0.09 42.05 + 051 4828 + 1.14
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Cizelge 4.58. Emiilsiyonlarin D43 degerlerine ait varyans analizi sonuglari

VK SD KO F
Depolama sicakligi (A) 2 8592.95 9348.80**
Formiil (B) 5 129346.68 140724.00**
Depolama siiresi (C) 7 3270.75 3558.46**
A*B 10 378.53 411.83**
B*C 35 37.04 40.30**
A*C 14 221.84 241.36**
A*B*C 70 19.75 21.49**
Hata 144 0.91

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.

Emiilsiyonlarin depolama siiresince Olgiilen Ds3 degerlerinin ortalamalarina ait
Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari Cizelge 4.59’da verilmistir. En diisiik D43
degeri (17.95) H formiiliine ait emiilsiyonlarda goriiliirken, en yiiksek D43 degeri (124.10)
D formiiliine ait emiilsiyonlarda ol¢iilmiistiir. En diisiik D43 degerlerinin; H formiiliiyle
hazirlanan emiilsiyonlarda Olg¢lilmesinin, dis sulu fazda BSD igermesinde ve
ultrasonikasyon islemi uygulanmasindan kaynaklandigi degerlendirilmistir. En yiiksek
D43 degerinin D formiiliine ait emiilsiyonda 6lgiilmesinin yukarida da bahsedildigi gibi
bu emiilsiyonlarin hazirlanisinda pervaneli karigtiricinin -~ kullanilmast  oldugu
distiiniilmektedir.

Formiile, depolama sicakligina ve depolama siiresine bagl olarak emiilsiyonlarin
D43 degerlerinin degisimi Sekil 4.61, 4.62 ve 4.63’te verilmistir. Sekil 4.61 ve 4.62
incelendiginde C ve D formiiliine sahip emiilsiyonlara ait egrilerin neredeyse g¢akisik
oldugu ve Dass degerlerinin diger formiillere kiyasla, tiim sicaklik degerlerinde ve
depolama boyunca daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Sekil 4.63 incelendiginde 45°C’de
depolanan emiilsiyonlarin Das3 degerlerinin depolama siiresince arttigi agikca
goriilmektedir.

Ozetle; tek katmanli emiilsiyonlarin pargacik boyutlar1 diger emiilsiyonlara
kiyasla biiyiiktiir. D43 verilerine ait ham veri tablosunda da degerlendirildigi gibi bunun
nedeninin tek katmanli emiilsiyonlarin pervaneli karistirict kullanilarak iiretilmesinden
kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Diger emiilsiyon formiillerinde ultra-turrax ve/veya
ultrasonikasyon isleminin olmasi o formiillere ait emiilsiyonlarin pargacik boyutunun
daha kiiglik olmasimm1 sagladigi degerlendirilmistir. Tek katli emiilsiyonlarin
hazirlanmasinda bu tip yiiksek hizli veya kavitasyona neden olan karistiricilarin
kullanilmasi, emiilsiyonlarda ani sicaklik yiikselmelerine neden olmakta ve biyoaktif
bilesenlere zarar vermektedir (McClements 2015). Bu nedenle ¢alismamizda tek katmanli
emiilsiyonlar pervaneli karstirict  kullanilarak  hazirlanmigtir.  Ultra-turrax  ve
ultrasonikasyon islemlerinin birlikte uygulandigi emiilsiyonlarin (G ve H) pargacik
boyutlarinin depolama siiresince diger formiillere kiyasla ¢ok daha kiigiik kaldiklari
goriilmektedir.
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Cizelge 4.59. Emiilsiyonlarin Da3 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

5°C 25°C 45 °C
Sicaklik (°C)

49.37°+47.05 53.86° + 45.76 67.532 +£53.32

H G F E C D
Formiil
17.957+ 8.70 21.03¢+9.96 28.24° +15.05 26.779+12.54 123.42°+£ 15.46 124.10%+ 16.18
0 5 10 15 20 25 30 35
Depolama siiresi (Giin)
40.03"+ 45.02 50.139 + 48.84 53.25f+ 4931 55.79¢ +£49.84 58.319 + 49.98 61.29° +49.80 65.98° + 49.63 70.582 +£49.77
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Sekil 4.61. Depolama sicakliginin ve formiiliin, emiilsiyonlarin D43 degeri tizerine etkisi
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Sekil 4.62. Depolama siiresinin ve formiiliin, emiilsiyonlarin D43 degeri tizerine etkisi
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Sekil 4.63. Depolama siiresinin ve sicakliginin, emiilsiyonlarin D43 degeri tizerine etkisi
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Emiilsiyonlarin depolama boyunca agiklik degerlerinin degisimi Cizelge 4.60°da
verilmistir. Tiim emiilsiyonlarda depolama siiresi ve sicaklig1 arttik¢a agiklik degerinin
arttigr gorlilmektedir. D43 degerlerinde oldugu gibi agiklik degerlerinde de C ve D
formiiliindeki emiilsiyonlarin agiklik degerlerinin depolama siiresince birbirine yakin
degerlerde oldugu ve genel olarak diger emiilsiyonlarinkinden daha biiyikk oldugu
goriilmektedir. Ultrasonikasyon uygulanan emiilsiyonlarin (G ve H) depolama sonundaki
aciklik degerinin, ayni formiile sahip olup ultrasonikasyon uygulanmayanlardan (E ve F)
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Emiilsiyonun homojenligi konusunda bilgi veren bu
deger; ultrasonikasyon isleminin, emiilsiyonlarin homojen yapisin1 korumasini
destekledigi degerlendirilmistir.

Emiilsiyonlarin depolama siiresince hesaplanan agiklik degerlerine ait varyans
analizi sonuclarn Cizelge 4.61°de verilmistir. Formiil, depolama sicaklig1 ve depolama
stiresi varyans kaynaklarinin ve depolama sicakligi x formiil interaksiyonunun, érneklerin
aciklik degerleri iizerine etkisi istatistiki olarak yiliksek diizeyde (P<0.01) 6nemli
bulunmustur.

Emiilsiyonlarin ~ depolama  siiresince  hesaplanan  ag¢iklik  degerlerinin
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.62°de verilmistir.
En disiik agiklik degeri (1.11) depolamanin 0. giinlinde goriiliirken, en yiiksek agiklik
degeri (1.49) C ve D formiillerine ait emiilsiyonlarda ol¢iilmiistiir. En diisiik agiklik
degerlerinin; depolamanin 0. giiniinde Ol¢iilmesinin, emiilsiyonlarin heniiz taze ve
homojen olmasindan kaynaklandig1 degerlendirilmistir. En yiiksek a¢iklik degerinin C ve
D formiillerine ait emiilsiyonlarda olgiilmesinin yukarida da bahsedildigi gibi bu
emiilsiyonlarin ~ hazirlanisinda  pervaneli  karistiricinin - kullanilmas:  oldugu
diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.60. Emiilsiyonlarin depolama boyunca hesaplanan aciklik degerleri

Depolama siiresi (Giin)

Formiil Depolama sicakligi (°C)

0 5 10 15 20 25 30 35
5 124 + 0.02 129 + 007 130 + 011 130 =+ 0.01 133 + 014 148 + 001 151 + 0.09 158 + 0.05
C 25 124 + 002 129 + 001 129 + 0.01 138 + 013 138 + 008 151 + 006 153 + 0.09 167 + 0.06
45 124 + 002 140 + 000 170 + 0.04 176 £+ 0.05 176 + 003 182 + 002 184 + 001 200 + 0.00
5 125 + 0.02 129 + 007 130 + 0.10 133 =+ 014 133 + 014 148 + 000 150 + 0.07 15 + 0.04
D 25 125 + 0.02 128 + 001 129 + 0.06 139 =+ 0.09 139 + 009 150 + 005 169 + 0.07 165 + 0.05”
45 125 + 0.02 140 + 001 144 + 035 170 <+ 0.05 175 + 003 18 + 002 184 + 001 201 + 001
5 111 + 017 117 + 027 121 + 011 124 <+ 0.07 135 + 022 129 + 019 132 + 008 135 + 0.04
E 25 111 + 017 121 + 016 131 + 0.04 130 =+ 021 133 + 004 137 + 008 135 + 021 137 + 0.06
45 111 + 017 122 + 011 129 + 0.07 135 <+ 0.02 13 + 003 136 + 000 138 + 013 137 + 0.00
5 110 + 0.04 114 + 004 119 + 017 122 <+ 0.07 129 + 003 133 + 001 133 + 003 136 =+ 0.02
F 25 110 + 0.04 117 + 032 130 + 0.14 131 + 018 129 + 011 135 + 003 135 + 009 136 =+ 0.07
45 110 + 0.04 116 + 001 128 + 0.05 129 <+ 0.00 133 + 007 136 + 002 137 + 007 138 + 0.07
5 110 + 012 112 + 003 116 + 0.08 123 + 015 125 + 022 125 + 006 125 + 001 128 + 0.02
G 25 110 + 012 113 + 020 122 + 0.19 128 <+ 0.02 130 + 034 130 + 003 130 + 004 131 + 0.04
45 110 £ 012 120 + 026 129 =+ 0.05 129 <+ 0.06 130 + 014 130 + 006 131 + 001 134 + 0.08
5 089 £ 005 108 + 0.01 111 + 0.06 115 <+ 0.08 117 + 008 120 + 006 132 + 011 127 + 0.04
H 25 0.89 £ 005 114 + 031 111 + 0.06 118 =+ 022 120 + 014 127 + 001 130 + 016 130 + 0.01
45 089 + 005 1.13 + 0.28 115 + 0.07 118 <+ 0.03 119 + 006 128 + 002 129 + 008 132 + 0.10
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Cizelge 4.61. Emiilsiyonlarin depolama boyunca hesaplanan aciklik degerlerine ait

varyans analizi sonuglari

VK SD KO F
Depolama sicakligi (A) 2 0.40 16.76**
Formiil (B) 5 0.89 36.92**
Depolama siiresi (C) 7 0.51 21.12**
A* B 10 0.08 3.56**
B*C 35 0.01 0.69
A*C 14 0.01 0.51
A*B*C 70 0.00 0.20
Hata 144 0.02

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig: ifade eder.

Formiile, depolama sicakligina ve depolama siiresine bagl olarak emdiilsiyonlarin
aciklik degerlerinin degisimi Sekil 4.64’te verilmistir. Ilgili sekil incelendiginde tiim
depolama sicakliklarinda depolama boyunca en diisiik aciklik degeri ortalamalarinin H
emiilsiyonunda hesaplandigi goriilmektedir. C ve D formiiliine sahip emiilsiyonlara ait
egrilerin neredeyse cakisik oldugu ve aciklik degerlerinin diger formiillere kiyasla, tiim
sicaklik degerlerinde depolama boyunca daha yiikksek oldugu goriilmektedir.
Ayrica C ve D formiiliine ait emiilsiyonlarin agiklik degerlerinin 45°C’deki ortalamasinin
en ylksek degerde oldugu agikga goriilmektedir. Bunun nedeninin artan sicaklikla
beraber artan flokiilasyonla beraber emiilsiyonun homojenligini kaybetmesi oldugu

distiniilmektedir.
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Cizelge 4.62. Emiilsiyonlarin depolama boyunca hesaplanan agiklik degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

5°C 25°C 45°C
Sicaklik (°C)
1.27°+£0.17 1.30°+0.20 1.392+0.27
H G F E C D
Formiil
1.17¢+0.18 1.24°+0.16 1.27°+0.14 1.28°+0.16 1.492 £ 0.24 1.492+£0.23
0 5 10 15 20 25 30 35
Depolama siiresi (Giin)
1.11¢+0.15 1.219+£0.20 1.27%9+0.18 1.33¢+£0.19 1.35%¢ +0.21 1.40%+0.18 1.432+£0.20 1.472+£0.23
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Sekil 4.64. Depolama sicakliginin ve formiiliin, emiilsiyonlarin agiklik degeri iizerine
etkisi

4.7.3. Stabilite testi

Emiilsiyonlarin stabilitesinin belirlenmesi amaciyla yaklasik 10 mL emiilsiyon bir
test tlipline aktarilmis ve tiipler agz1 kapatilarak 35 giin boyunca 5, 25 ve 45°C sicakliktaki
karanlik ortamda hareketsiz bir sekilde depolanmistir. Depolama siiresince 5 giinliik
periyotlarla faz ayrimlari1 izlenmis ve emiilsiyonlarin parcacik boyutlar1 Sl¢tilmiistiir.
Hesaplamalar D43 degerleri iizerinden, 0. giin degerlerine oranlanarak % Enkapsiilasyon
Stabilite Indeksi (ESI) olarak hesaplanmustir. ESI degeri 1°den biiyiik bir degerdir ve bu
deger biiyiidiikge stabilitenin bozuldugunu ifade etmektedir (Esfanjani vd. 2017).

Depolama boyunca, Das degeri iizerinden hesaplanan ESI degerleri Cizelge
4.63’te verilmistir. Tiim emiilsiyonlarda depolama siiresi ve sicakli1 arttik¢a, parcacik
boyutuna bagh ESI degerinin arttigi goriilmektedir. ESI degerleri bakimindan tek
katmanli emiilsiyonlarin ve ¢oklu emiilsiyonlarin kendi aralarinda karsilastirilmasinin
daha dogru olacag: diisiiniilmiistiir. Tek katmanli emiilsiyonlarda 0. giindeki pargacik
boyutunun zaten biiyiik olmasindan Gtiirli depolama sonundaki pargacik boyutuyla
oranlandiginda yiiksek stabilite gosterdigi yanilgisi olusturmaktadir. Diger bir deyisle
aslinda baslangicta zaten biiylik parcaciklara sahip tek katmanli emiilsiyonlar, depolama
sonunda yine buna gore nispeten biraz daha biiylik parcaciklara ulagsmistir. Coklu
emiilsiyonlar kendi aralarinda degerlendirildiginde agik¢a goriilmektedir ki depolama
stiresinin ve sicakliginin artisindan en az etkilenen emiilsiyon ESI degeri en diisiik olan
H formiiliine sahip emiilsiyondur. Bunun; hem uygulanan ultrasonikasyon isleminden,
hem de protein-polisakkarit karistmimin kullanilmasinin  bunlarin  tek basina
kullanilmasma kiyasla daha stabil emiilsiyonlar olusturmasindan kaynaklandig
degerlendirilmistir (Esfanjani vd. 2017; McClement 2004).
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Cizelge 4.63. Emiilsiyonlarin depolama boyunca Da3 degeri iizerinden hesaplanan ESI degerleri

Depolama siiresi (Giin)

Formiil Depolama sicakligi (°C)

0 5 10 15 20 25 30 35
5 100 + 000 103 + 000 106 + 001 109 + 0.00 112 + 001 114 + 000 119 + 000 122 =+ 0.00
C 25 100 + 000 104 + 001 109 + 001 114 + 000 118 =+ 001 121 + 000 121 + 001 125 =+ 0.01
45 100 + 000 128 + 001 132 + 001 139 + 000 143 =+ 001 144 + 001 147 + 001 152 =+ 0.01
5 100 + 000 105 + 001 110 + 000 113 + 0.00 114 =+ 000 116 + 000 121 + 000 124 =+ 0.00
D 25 100 + 000 109 + 000 111 + 000 113 + 0.00 114 =+ 000 118 + 000 121 + 001 125 =+ 0.00
45 100 + 000 133 + 000 13 =+ 000 136 =+ 000 137 + 001 142 + 000 147 =+ 001 15 =<+ 0.00
5 100 + 000 224 + 007 255 + 005 298 + 001 369 + 017 417 + 008 423 + 021 465 =+ 0.01
E 25 100 + 000 280 =+ 008 291 + 010 327 + 001 345 =+ 004 410 + 006 469 =+ 009 564 =+ 0.26
45 100 + 000 648 + 003 725 + 005 731 + 026 7.62 + 008 808 + 002 853 + 010 894 =+ 0.16
5 100 + 000 100 + 008 104 + 001 157 + 011 18 + 001 213 + 004 215 + 017 275 = 0.00
F 25 100 + 000 228 + 027 281 + 001 27 =+ 007 300 + 001 313 + 004 342 =+ 007 347 =+ 0.07
45 100 + 000 242 + 010 268 + 004 273 + 005 277 + 004 313 + 021 527 + 003 555 =+ 0.04
5 100 + 000 122 + 002 130 + 003 149 + 002 18 =+ 001 214 + 004 263 += 021 297 =+ 0.09
G 25 100 + 000 148 + 003 194 + 000 245 + 001 271 + 001 315 + 026 333 + 000 393 = 0.10
45 100 £ 000 194 + 014 230 + 003 283 + 001 309 + 002 368 + 015 460 =+ 025 586 =+ 0.12
5 100 + 000 100 =+ 002 100 + 000 122 + 004 159 =+ 000 176 + 002 201 + 003 241 =+ 0.06
H 25 100 + 000 109 + 004 165 + 004 171 + 007 194 + 006 222 + 007 249 =+ 004 325 =+ 0.07
45 100 + 000 152 + 014 191 + 007 214 + 006 240 =+ 005 28 =+ 006 396 =+ 004 45 =+ 021
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Emiilsiyonlarin depolama siiresince pargacik boyutuna bagl hesaplanan ESI
degerlerine ait varyans analizi sonucglarn Cizelge 4.64’te verilmistir. Formiil, depolama
sicakligt ve depolama siliresi varyans kaynaklarinin ve bunlarin birbiriyle
interaksiyonlarinin, emiilsiyonlarin pargacik boyutuna bagh hesaplanan ESI degerleri
tizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.64. Emiilsiyonlarin depolama boyunca Da3 degeri iizerinden hesaplanan ESI
degerlerine ait varyans analizi sonuglari

VK SD KO F
Depolama sicakligi (A) 2 47.96 2792.57**
Formiil (B) 5 71.85 4183.84**
Depolama siiresi (C) 7 21.21 1235.27**
A*B 10 8.44 491.65**
B*C 35 2.4 140.06**
A*C 14 1.33 77.52%*
A*B*C 70 0.28 16.63**
Hata 144 0.02

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig: ifade eder.

Emiilsiyonlarin depolama siiresince D43 degeri iizerinden hesaplanan ESI
degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari Cizelge 4.65’te
verilmistir. En diisiik ESI degeri (1.00) depolamanin 0. giiniinde goriiliirken, en yliksek
ESI degeri (1.49) E formiilliine sahip emiilsiyonlarda &l¢iilmiistiir. En yiiksek ESI
degerinin E formiiliine sahip emiilsiyonlarda dl¢iilmesinin nedeninin, tek basina BSD
kullaniminin ve ultra-turrax isleminin ¢oklu emiilsiyon stabilitesini saglamakta yetersiz
kalmas1 oldugu degerlendirilmistir.

Formiile, depolama sicakligina ve depolama siiresine bagli olarak emiilsiyonlarin
D43 degeri iizerinden hesaplanan ESI degerlerinin degisimi Sekil 4.65, 4.66 ve 4.67°de
verilmigtir.  Sekil 4.65 ve 4.66’ya bakilirsa; ¢oklu emiilsiyonlar kendi aralarinda
degerlendirildiginde depolama siiresince ve tiim depolama sicakliklarinda en yiiksek
stabiliteyi H formiiliine sahip emiilsiyon gosterirken, en diisiik stabiliteyi E formiiliine
sahip emiilsiyon gostermistir. Yukarida da belirtildigi gibi bunun H emiilsiyonu i¢in; hem
uygulanan ultrasonikasyon isleminden, hem de protein-polisakkarit karigiminin
kullanilmasimin bunlarin tek basina kullanilmasina kiyasla daha stabil emiilsiyonlar
olusturmasindan kaynaklandig1 degerlendirilmistir. Sekil 4.67 incelendiginde 45°C’de
depolanan emiilsiyonlarin D43 degeri ilizerinden hesaplanan ESI degerlerinin depolama
siiresince daha fazla arttig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.65. Emiilsiyonlarin depolama boyunca Da3 degeri iizerinden hesaplanan ESI degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari

5°C 25°C 45°C
Sicaklik (°C)
1.74°£ 0.95 2.050+1.14 3.092+£2.31
C D H F G E
Formiil
1.20°+0.16 1.21¢+£0.15 1.989 + 0.94 2.32¢+1.21 2.500+ 1.21 4,522+ 241
0 5 10 15 20 25 30 35
Depolama siiresi (Giin)
1.00"+ 0.00 1.739+1.29 1.96"+ 1.44 2.15%+1.45 2.359+1.53 2.63°+ 1.67 3.03°+1.91 3.452+2.10
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Sekil 4.65. Depolama sicakligimin ve formiiliin, emiilsiyonlarin D43 degeri iizerinden
hesaplanan ESI degerlerine iizerine etkisi
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Sekil 4.66. Depolama siiresinin ve formiiliin, emiilsiyonlarin Das degeri iizerinden
hesaplanan ESI degerlerine iizerine etkisi
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Sekil 4.67. Depolama siiresinin ve sicakligin, emiilsiyonlarin Das3 degeri lizerinden
hesaplanan ESI degerlerine tizerine etkisi
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4.7.4. Mikroskop ile mikro yap1 goriintii analizi

Mehrnia vd. (2017)’nin  yontemine gore emiilsiyonlarda mikro yapinin
belirlenmesinde  floresan mikroskop (MCX300, MICROS Produktions und
handelsgesmbH. Veit/Glan, Avusturya) kullanilmistir. Mikroskop altindaki goriintiilerin
dijital fotograf makinesi (EOS 450D, Canon Inc., Tokyo, Japonya) ile fotograflari
cekilmistir.

Tek katmanli emiilsiyonlarin mikro yapilarina ait goriintiiler Sekil 4.68 ve Sekil
4.69°da gosterilmistir. Calismanin metot basamaginda detayli bir sekilde de anlatildigi
gibi bu emiilsiyonlarin iiretiminde %67 aygigek yagi, %6 PGPR ve %27 ekstrakt
kullanilmistir. Elde edilen mikroskop goriintiilerine goére bu Orneklerde, c¢oklu
emiilsiyonlara gore liretim esnasinda uygun yag:surfektan:ekstrakt orani kullanilarak
oldukg¢a diizgiin dairesel yapilarin olustugu goriilmektedir. Ancak bu iki emiilsiyon
formiili ile ¢oklu emiilsiyonlar karsilagtirilidiginda tiretimin ilk giiniinde zaten biiyiik
olan tek katmanli emiilsiyon pargaciklarinin depolama siiresine ve sicakligina bagl olarak
daha da biiyiidiigii net bir sekilde goriillmektedir.

| -

Sekil 4.68. C formiiliine gore iiretilen emiilsiyonun mikro yap1 goriintiileri a) Uretim
giinii, b) 35 giin 5°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi, ¢) 35 giin 25°C’de depolanan
emiilsiyon 6rnegi d) 35 giin 45°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi

Sekil 4.69. D formiiliine gore iiretilen emiilsiyonun mikro yapi goriintiileri a) Uretim
giinii, b) 35 giin 5°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi, ¢) 35 giin 25°C’de depolanan
emiilsiyon 6rnegi d) 35 giin 45°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi

Ultra-turrax islemi uygulanarak E ve F formiillerine gore hazirlanan ¢oklu
emiilsiyonlarin mikroskop goriintiileri Sekil 4.70 ve 4.71°de gdsterilmistir. Uretim
esnasinda ultra-turrax kullanimi parcacik boyutlarinin tek katmanli emiilsiyonlara gore
daha kii¢iik ve ultrasonikasyon sonucu iiretilen emiilsiyonlara gore daha biiylik olmasina
sebep olmustur. Sekil 4.70 incelendiginde 25°C’de 35 giin boyunca depolanan 6rnekte
bariz bir sekilde flokulasyon goriilmektedir. Emiilsiyonlarda olusan floklarin say1, biiytik,
esneklik ve bir arada bulunma gibi 6zellikleri; emiilsiyon sistemlerinin goriiniimiinii,
tadini, dokusunu ve stabilitesini dogrudan etkilemektedir. Floklarin yapisit ve 6zellikleri
esas olarak damlaciklar arasindaki kolloidal ve hidrodinamik etkilesimlerin niteligi ile
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belirlenir. Ancak bunlar ayrica damlacik ¢arpismalarindan sorumlu olan mekanizmaya,
yani Brownian hareketi, yer¢ekimi veya mekanik karistirmaya da baglidir (McClements
2015).

Sekil 4.70. E formiiliine gore iiretilen emiilsiyonun mikro yap1 goriintiileri a) Uretim
giinii, b) 35 giin 5°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi, €) 35 giin 25°C’de depolanan
emiilsiyon 6rnegi d) 35 giin 45°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi

Sekil 4.71. F formiiliine gore iiretilen emiilsiyonun mikro yap1 goriintiileri a) Uretim
ginii, b) 35 giin 5°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi, €) 35 giin 25°C’de depolanan
emiilsiyon 6rnegi d) 35 giin 45°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi

Sekil 4.72. G formiiliine gore iiretilen emiilsiyonun mikro yap: goriintiileri a) Uretim
glinii, b) 35 giin 5°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi, €) 35 giin 25°C’de depolanan
emiilsiyon 6rnegi d) 35 giin 45°C’de depolanan emiilsiyon drnegi

Sekil 4.73. H formiiliine gore iiretilen emiilsiyonun mikro yapi goriintiileri a) Uretim
giinii, b) 35 giin 5°C’de depolanan emiilsiyon 6rnegi, €) 35 giin 25°C’de depolanan
emiilsiyon 6rnegi d) 35 giin 45°C’de depolanan emiilsiyon drnegi
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Ultra-turrax ve ultrasonikasyon igleminin birlikte kullanildig1 G ve H formiillerine
sahip ¢oklu emiilsiyonlarin mikroskop goriintiileri sirasiyla Sekil 4.72 ve 4.73’te
gosterilmistir. Uretim sonrasi ¢ekilen bu fotograflarda H érneginin pargacik boyutunun
diger biitlin emiilsiyon formiillerine gore ¢ok kii¢iik ve diizgiin daire formunda oldugu net
bir sekilde goriilmektedir.

Lutz vd. (2009a) tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli S/Y/S emiilsiyonlarinin
tiretiminde farki pH’lara sahip WPI-C63 igeren dis sulu fazlar kullanilmistir. S6z konusu
calismada, tretim sonrasi ve 1 ay depolama sonunda emiilsiyonlarin mikroskop
goriintiileri alinmis ve yapilarin stabilitesi arastirilmistir. Depolama sonunda pH 6 ve pH
8’de hazirlanan emiilsiyonlar dairesel yapilarin1 korurken pH 2 ve pH 4’te yapinin
tamamen kayboldugu rapor edilmistir. Yine ayni ekip tarafindan yapilan baska bir
calismada i¢ fazinda WPI, dis sulu fazlar1 PGPR kullanilarak hazirlanan S/Y/S ¢oklu
emiilsiyonlar 28 giin depolanmistir. Depolama sonunda c¢alismamiza benzer sekilde,
zaman ile biiyliyen ancak dairesel yapilarini koruyan ¢oklu emiilsiyon goriintiileri rapor
edilmistir (Lutz vd. 2009b). Parcaciklar arasindaki mekanik ve elektriksel etkilesim, bu
parcaciklarin  birbiriyle birlesmesine engel olmaya yetmediginde flokiilasyon
olusmaktadir. Bu etkilesim; emiilsifiye edici ajanlarin kimyasal 6zellikleri, faz hacim
oranlart, elektrolit ve iyonik emiilsifiye edici ajanlar gibi ¢6ziinebilen maddelerin derisimi
ile hesaplanir (Glingor vd. 2013).

4.7.5. Krosin salinimi

Farkli depolama sicakligi (5, 25 ve 45°C) ve siiresine (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, ve
35 giin) maruz kalan emiilsiyonlardaki Krosin salinimina ait %FR degerleri Cizelge
4.66’da verilmistir. Tiim emiilsiyonlarda depolama siiresi ve sicakligi arttik¢a, fosfat
tamponuna gecen krosin miktarina bagli olarak %FR degerinin arttig1 anlasilmistir. Diger
yandan bu deger de ESI’da oldugu gibi tek katmanli ve ¢oklu emiilsiyonlar kendi
aralarinda degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.66. Emiilsiyonlarin depolama boyunca krosin miktari izerinden hesaplanan %FR degerleri

Depolama siiresi (Giin)

Formiil Depolama sicaklig (°C)

0 5 10 15 20 25 30 35
5 000 £ 000 179 =+ 000 39 <+ 030 658 =+ 018 849 =+ 042 1340 =+ 144 1603 + 036 2045 =+ 0.00
o 25 000 + 0.00 6.3 =+ 0.09 1980 + 018 3325 + 030 4892 =+ 012 6334 + 024 7783 + 0.05 9179 + 0.02
45 0.00 + 0.00 16.27 =+ 0.09 2518 + 033 3894 =+ 027 5329 =+ 015 6764 =+ 015 7986 + 0.10 9477 =+ 0.06
5 000 + 0.00 041 <+ 026 544 <+ 013 862 =+ 0.08 13.03 + 069 1873 =+ 010 2293 + 0.15 2791 =+ 0.00
D 25 000 + 0.00 118 =+ 0.08 990 + 077 1821 =+ 010 2545 =+ 021 3366 =+ 021 4135 + 0.23 4941 =+ 0.10
45 000 + 0.00 6.62 =+ 0.08 5117 + 1026 39.24 + 019 5892 =+ 043 7432 + 019 7886 + 0.04 9509 =+ 0.06
5 000 £ 000 099 =+ 020 543 =+ 059 820 =+ 016 1209 =+ 032 1574 =+ 0.08 20.02 =+ 095 2239 <+ 1383
E 25 0.00 + 0.00 226 + 059 1399 + 040 2485 =+ 028 3777 =+ 083 4784 =+ 111 6068 + 0.00 7257 + 0.12
45 0.00 + 0.00 1938 + 0.08 30.64 + 012 4205 + 040 5331 =+ 008 6441 =+ 032 7788 + 163 8683 + 031
5 0.00 + 0.00 235 + 124 697 + 053 1194 =+ 027 1700 =+ 004 2321 =+ 089 2818 + 049 3298 =+ 1471
F 25 0.00 + 0.00 6.08 + 0.00 1487 + 067 2499 =+ 027 3342 =+ 062 4345 =+ 0.09 5251 + 0.09 6183 =+ 0.00
45 0.00 + 0.00 1087 + 053 2241 + 111 3129 + 080 4416 =+ 098 5286 =+ 111 6527 + 016 7569 =+ 0.29
5 000 + 0.00 046 <+ 046 492 <+ 046 1018 =+ 0.29 1413 =+ 023 1882 =+ 0.00 2323 + 031 2689 =+ 1.14
G 25 0.00 + 0.00 229 + 023 1058 + 060 1785 =+ 037 2529 =+ 0.17 3398 =+ 0.72 4090 =+ 0.09 49.08 + 0.49
45 0.00 + 0.00 338 + 026 1556 + 029 2700 + 063 3839 =+ 040 4880 + 051 6098 + 031 7225 + 0.17
5 000 £ 000 079 =+ 0.00 414 + 043 849 <+ 018 1192 =+ 0.00 1392 + 036 1849 + 0.89 2284 =+ 0.32
H 25 0.00 + 0.00 136 + 032 899 + 007 1620 =+ 029 2284 + 004 2998 =+ 014 3733 + 0.04 4418 + 054
45 0.00 £ 0.00 507 =+ 1.00 1570 + 0.21 2541 + 050 3576 =+ 0.07 4532 =+ 029 5575 + 0.18 66.10 = 0.04
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Tek katmanli emiilsiyonlarda %FR degerinin ¢oklu emiilsiyonlara goére daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Analizin genel prensibi gdz oniinde bulunduruldugunda,
krosin saliniminin yiiksek olmasi emiilsiyonun bozuldugunu, korunmak istenen biyoaktif
bilesenin parcacik disina sizdigim1 ifade etmektedir. Bu nedenle tek katmanh
emiilsiyonlarda ve genel olarak 45°C’de depolanan 6rneklerde bu deger diger drneklere
gore daha fazla artis gostermistir. Elde edilen sonuglar Esfanjani vd. (2017) ile de
benzerlik gostermektedir. Krosinlerin yiiksek hidrasyonunun, uzun hidrokarbon
zincirlerinin iki tarafina bagh glikozil gruplarindan veya gentiyobiyozidik seker
halkalarindan kaynaklandig1 bilinmektedir. Elde edilen sonuglar incelendiginde; igteki
S/Y mikro emiilsiyonun dispers faz igeriginin ve dis sulu fazdaki biyopolimer tipinin,
coklu emiilsiyonlarda krosin bilesiklerinin salinimi1  iizerinde etkili oldugunu
diistintilmektedir (Shahi vd. 2016; Esfanjani vd. 2017).

Emiilsiyonlarin depolama siiresince krosin miktari {izerinden hesaplanan %FR
degerlerine ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.67°de verilmistir. Formiil, depolama
sicakligit  ve depolama siiresi varyans kaynaklarmin ve bunlarin birbiriyle
interaksiyonlarinin, emiilsiyonlarin krosin miktar1 tizerinden hesaplanan %FR degerleri
iizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.67. Emiilsiyonlarin depolama boyunca krosin miktar: iizerinden hesaplanan
%FR degerlerine ait varyans analizi sonuglart

VK SD KO F
Depolama sicakligi (A) 2 20791.93 11274.70**
Formiil (B) 5 969.71 525.84**
Depolama siiresi (C) 7 14704.69 7973.81**
A*B 10 615.16 333.58**
B*C 35 54.77 29.70**
A*C 14 1180.42 640.10**
A*B*C 70 44.72 24.25%*
Hata 1.84

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.

Emiilsiyonlarin depolama boyunca krosin miktar1 iizerinden hesaplanan %FR
degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari Cizelge 4.68’de
verilmistir. En yliksek %FR degeri (56.34) depolamanin 35. giiniinde hesaplanmistir. En
yiiksek krosin saliniminin depolamanin  35. giiniinde goriilmesinin  nedeninin,
emiilsiyonlarin stabilitesinin zamanla azalmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Formiile, depolama sicakligina ve depolama siiresine bagli olarak emiilsiyonlarin
%FR degerlerinin degisimine ait grafikler Sekil 4.74, 4.75 ve 4.76’da verilmistir. Sekil
4.74 ve 4.75 incelendiginde; genel olarak depolama siiresince ve tiim depolama
sicakliklarinda en yiiksek stabiliteyi H formiiliine sahip emiilsiyon gosterirken, en diisiik
stabiliteyi C formiiliine sahip emiilsiyon gostermistir. Bu analiz sonuglar1 ve daha 6nceki
analiz sonuclar1 birlikte degerlendirildiginde H emiilsiyonu i¢in; hem uygulanan
ultrasonikasyon isleminin, hem de protein-polisakkarit kompleksinin emiilsiyon
stabilitesi lizerinde olumlu etki saglamasinin neden oldugu diisiiniilmektedir. Sekil 4.76
incelendiginde 5°C’de depolanan emiilsiyonlarin %FR degerlerinin depolama siiresince
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daha az arttigi, 45°C’de depolanan emiilsiyonlarin %FR degerlerinin ise depolama
siiresinde daha ¢ok arttig1 goriilmektedir. Yiiksek sicaklikta parcacik yapisi ve dolayisiyla
stabilitesi bozulan emiilsiyon sistemlerinin krosin bilesigini tutmadaki basarisinin
diistiigii anlagilmaktadir.
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Cizelge 4.68. Emiilsiyonlarin depolama boyunca krosin miktari iizerinden hesaplanan %FR degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuclari

5°C 25°C 45 °C
Sicaklik (°C)

11.49¢+9.25 28.26°+23.33 40.822 £ 28.27

H G F D E C
Formiil

20.62%+ 18.55 22.679+20.21 27.44°+22.17 29.81° +26.92 27.90°+27.06 32.72°+31.14

0 5 10 15 20 25 30 35
Depolama siiresi (Giin)
0.00"+ 0.00 4.879+5.39 14.21f+ 10.33 21.80°+11.73 30.719+ 15.94 39.43°+19.90 47520 +22.55 56.342+ 26.35
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Sekil 4.74. Depolama sicakliginin ve formiiliin, emiilsiyonlarin krosin miktar1 {izerinden
hesaplanan %FR degerlerine etkisi
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Sekil 4.75. Depolama siiresi ve formiiliin, emiilsiyonlarin krosin miktar1 {izerinden
hesaplanan %FR degerlerine etkisi
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Sekil 4.76. Depolama sicakliginin ve siiresinin, emiilsiyonlarin krosin miktari tizerinden
hesaplanan %FR degerlerine etkisi
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4.7.6. Enkapsiilasyon etkinligi

Safran emiilsiyonlarinda bulunan krosinlerin enkapsiilasyon etkinligi (%EE),
krosin salmimi degeri (%FR) iizerinden Esitlik 3.9’dan yararlanilarak hesaplanmistir
(Esfanjani vd. 2015).

Farkli depolama sicakligi (5, 25 ve 45°C) ve siiresine (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, ve
35 giin) maruz kalan emiilsiyonlarin enkapsiilasyon etkinligi (%EE) degerleri Cizelge
4.69’da verilmistir. Cizelge incelendiginde depolama siiresi ve sicakliginin artiginin
enkapsiilasyon etkinliginin azalmasina neden oldugu goriilmektedir. Diger yandan ¢oklu
emiilsiyonlarin enkapsiilasyon etkinliginin tek katmanl: emiilsiyonlara gore daha yiiksek
oldugu da goriilmektedir. Enkapsiilasyon etkinligi ve krosin salinimi arasinda ters iliski
vardir. Diger bir deyisle krosin salinimi artarken enkapsiilasyon etkinligi azalmaktadir.

Emiilsiyonlarin depolama siiresince krosin miktarina bagli %FR iizerinden
hesaplanan %EE degerlerine ait varyans analizi sonuglart Cizelge 4.70’de verilmistir.
Formiil, depolama sicakligi ve depolama siiresi varyans kaynaklarinin ve bunlarin
birbiriyle interaksiyonlarinin, emiilsiyonlarin %EE degerleri iizerine etkisi istatistiki
olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) 6nemli bulunmustur.

Emiilsiyonlarin depolama boyunca %EE degerlerinin ortalamalarina ait Duncan
coklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.71°de verilmistir. En diisik %EE degeri
(43.66) depolamanin 35. giiniinde hesaplanmistir. Diger bir deyisle oOrneklerin
enkapsiilasyon etkinliginin depolamanin 35. giiniinde azaldig tespit edilmistir.
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Cizelge 4.69. Emiilsiyonlarin depolama boyunca %EE degerleri

Formiil Depolama sicaklig (°C)

Depolama siiresi (Giin)

5 10 15 20 25 30 35
5 100.00 + 0.00 9821 + 0.00 96.05 + 030 9342 =+ 0.18 9151 =+ 042 8660 + 144 8397 + 036 7955 =+ 0.00
o 25 100.00 + 0.00 93.66 + 0.09 80.20 + 0.18 66.75 + 030 51.08 + 012 36.66 + 024 2217 + 005 821 =+ 0.02
45 100.00 + 0.00 83.73 + 0.09 7482 + 0.33 6106 + 027 4671 + 015 3236 + 015 2014 + 010 523 + 0.06
5 100.00 + 0.00 9959 =+ 0.26 9456 =+ 0.13 9138 + 0.08 8697 =+ 0.69 8127 + 010 7707 =+ 015 7209 =+ 0.00
D 25 100.00 + 0.00 98.82 + 0.08 90.10 + 0.77 8179 + 0.10 7455 + 021 66.34 + 021 5865 + 023 5059 =+ 0.10
45 100.00 + 0.00 9338 + 0.08 48.83 + 1026 60.76 + 0.19 4108 =+ 043 2568 + 019 2114 + 0.04 491 =+ 0.06
5 100.00 + 0.00 99.01 + 0.20 9457 + 059 9180 =+ 016 8791 =+ 032 8426 + 0.08 7998 =+ 0.95 77.61 =+ 1383
E 25 100.00 + 0.00 97.74 + 059 86.01 + 040 7515 + 028 6223 + 083 5216 + 111 3932 + 0.00 2743 =+ 0.12
45 100.00 + 0.00 80.62 =+ 0.08 6936 + 0.12 5795 + 040 46.69 =+ 0.08 3559 + 032 2212 + 163 1317 =+ 031
5 100.00 + 0.00 9765 + 1.24 93.03 + 053 8806 =+ 0.27 83.00 + 0.04 7679 + 089 7182 =+ 049 67.02 = 1471
F 25 100.00 + 0.00 9392 + 0.00 8513 + 0.67 7501 + 027 6658 =+ 0.62 56.55 + 0.09 4749 + 0.09 3817 =+ 0.00
45 100.00 + 0.00 89.13 + 053 7759 + 111 6871 + 080 5584 =+ 098 4714 + 111 3473 + 016 2431 =+ 0.29
5 100.00 + 0.00 9954 + 046 9508 + 046 8982 =+ 029 8587 =+ 023 8118 + 0.00 7677 + 031 7311 =+ 114
G 25 100.00 + 0.00 97.71 + 0.23 8942 + 0.60 8215 + 037 7471 =+ 017 66.02 + 0.72 59.10 + 0.09 5092 =+ 0.49
45 100.00 + 0.00 96.62 + 0.26 8444 + 0.29 7300 + 063 6161 =+ 040 5120 + 051 39.02 + 031 2775 =+ 0.17
5 100.00 + 0.00 99.21 + 0.00 9586 + 043 9151 =+ 0.18 88.08 =+ 0.00 86.08 + 036 8151 + 089 7716 =+ 0.32
H 25 100.00 + 0.00 9864 =+ 032 91.01 + 0.07 8380 + 029 7716 =+ 0.04 7002 + 014 6267 + 0.04 5582 + 054
45 100.00 + 0.00 9493 + 1.00 8430 + 0.21 7459 + 050 6424 =+ 0.07 5468 =+ 029 4425 =+ 018 3390 =+ 0.04
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Cizelge 4.70. Emiilsiyonlarin depolama boyunca %EE degerlerine ait varyans analiz
sonuclari

VK SD KO F
Depolama sicakligi (A) 2 20791.93 11274.70**
Formiil (B) 5 969.71 525.84**
Depolama siiresi (C) 7 14704.69 7973.81**
A* B 10 615.16 333.58**
B*C 35 54.77 29.70**
A*C 14 1180.42 640.10**
A*B*C 70 44.72 24.25**
Hata 1.84

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig: ifade eder.

Sekil 4.77, 4.78 ve 4.79’da formiile, depolama sicakligina ve depolama siiresine
bagli olarak emiilsiyonlarin %EE degerleri grafikler halinde gosterilmistir. Sekil 4.77 ve
4.78 incelendiginde; genel olarak depolama siiresince ve tiim depolama sicakliklarinda
en yliksek enkapsiilasyon etkinligini H formiiliine sahip emiilsiyon ve bunu takiben G
formiiliine sahip emiilsiyon gosterirken, en diisiik enkapsiilasyon etkinligini C formiiliine
sahip emiilsiyon gostermistir. Parcacik boyutu kiicik ve homojen olan H ve G
emiilsiyonlarinda fosfat tamponuna krosin saliniminin az olmasi bu iki formiiliin diger
formiillere gore daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip olmasina ve bu nedenle
kararliginin yiiksek olmasina neden olmaktadir. Sekil 4.79 incelendiginde 45°C’de
depolanan emiilsiyonlarin enkapsiilasyon etkinligi en diisiikk iken bu degerin 5°C’de
depolanan 6rneklerde en yliksek oldugu goriilmektedir.

Esfanjani vd. (2017) tarafindan da, protein-polisakkarit kompleksinin ¢oklu
emiilsiyonlarda yiiksek enkapsiilasyon etkinligi sagladig1 ve enkapsiile edilen bilesiklerin
salinimini kontrol ettigi bildirilmistir.
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Cizelge 4.71. Emiilsiyonlarin depolama boyunca %EE degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Test sonuglari

45°C 25°C 5°C
Sicaklik (°C)
59.18¢ +28.27 71.74°+23.33 88.512 +9.25
Cc E D F G H
Formiil
67.28°+31.14 70.199+26.92 72.10° +27.06 72.56° +22.17 77.33°+20.21 79.382+18.55
35 30 25 20 15 10 5 0

Depolama siiresi (Giin)

43.66" +26.35

52.489 £ 22.55

60.57F+ 19.90

69.29%+ 15.94 78.209+ 1173 85.79¢+10.33 95.13+5.39 100.00% + 0.00
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Sekil 4.77. Depolama sicakliginin ve formiiliin, emiilsiyonlarin %EE degerlerine etkisi
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Sekil 4.78. Depolama siiresi ve formiiliin, emiilsiyonlarin %EE degerlerine etkisi
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Sekil 4.79. Depolama sicakliginin ve siiresinin, emiilsiyonlarin %EE degerlerine etkisi
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4.7.7. Krosin profili (LC-MS/MS)

Tez kapsaminda satin alinan Krosin standardindan (Sigma-Alderich 17304) %50
su ve %50 metanol kullanilarak, konsantrasyonu 200 ppm olan standart stok ¢ozelti
hazirlanmigtir. Daha sonra standarda iyonlastirici olarak sodyum asetat ilave edilmistir.
Sigma-Aldrich tarafindan yayinlanan standart katalogunda bu standardin Krosin-1
oldugu belirtilmistir. Kiitle spektrofotometresinde pozitif iyon yoniinde uygulanan farkli
kuvvetler sonucunda Krosin-3 de basarili bir sekilde tespit edilmistir.

Elde edilen iyonlastirma parametrelerine gore stok Krosin standart g¢ozeltisi,
konsantrasyonu 0, 5, 10, 20, 50 ve 100 ppm olacak sekilde seyreltilerek cihaza enjeksiyon
yapilmistir. Krosin-1-1, Krosin-1-2 ve Krosin-3 standart egrileri materyal ve metot
boliimiinde sirastyla Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6’da gosterildigi gibidir.

Ornekler, LC-MS/MS cihazina enjekte edilmeden dnce &n ekstraksiyon islemine
tabi tutulmustur. Bunun igin sivi emiilsiyonlardan 5+0.001 g alinarak 15 mL’lik deney
tiipline aktarilmig ve {lizerine 5 mL fosfat tampon (pH 7) eklenmistir. Hazirlanan karisim
4°C sicaklikta, 2268 G kuvvetinde 90 dakika boyunca santrifiij edilmistir (Esfenjani
2015). Santrifiij islemi sonunda donarak ayrilan yag fazi 6rneklerden dikkatli bir sekilde
uzaklagtirnllmig ve geride kalan sulu faz uygun seyreltme yapilarak LC-MS/MS’e
enjeksiyonu gergeklestirilmistir.

Krosin profilleri bakimindan; ekstraktlar (A ve B), tek katmanli emiilsiyonlar (C
ve D) ve ¢oklu emiilsiyonlar (E, F, G ve H) kendi aralarinda degerlendirilmistir. Ciinkii
emiilsifikasyon islemi sirasinda formiilasyona dahil olan bilesenlerin farkli su
tutma/baglama Ozellikleri nedeniyle analize ait seyreltme faktorlerinin dogru
hesaplanamamaktadir.

Cizelge 4.72 incelendiginde, kati:sivi orani yliksek bir ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstrakt (B), bilesenlerin her biri bakimindan UF isleminden elde edilen
retentattan (A) daha zengindir. Zaten calismanin ekstraksiyon ve UF optimizasyonu
basamaklarinda da bu konu ayrintili bir bi¢imde agiklanmistir.

Krosinlerin isimlendirilmesinin farkli kaynaklarda farkli sekillerde yapildigi
goriilmiistiir. Bu tez kapsaminda trans/cis-krosetin di-p-D-gentiobiozil ester yapisindaki
formu Krosin-1 olarak, trans-krosetin B-D-gentiobiozil ester yapisindaki formu ise
krosin-3 olarak adlandirilmistir (Bathaie vd. 2014; Caballero-Ortega vd. 2007; Lage ve
Cantrell 2009; Shahi vd. 2016). Cizelge 4.72°de goriilen Krosinl-1 bilesiginin trans-
krosetin di-pB-D-gentiobiozil ester, Krosin-1-2 bilesiginin ise cis-krosetin di-p-D-
gentiobiozil ester oldugu degerlendirilmistir. Krosin-1’in yaygin bulunan formu olan
trans izomerinin, cis izomerinden yaklasik 7 kat fazla bulundugu agik¢a goriilmektedir.
Diger bir deyisle Cizelge 4.72’de Krosin-1-1 ve Krosin-1-2 miktarlarinin toplamu,
Krosin-1 bileseninin miktarimi vermektedir.

Her iki formiil (A ve B) i¢in de ekstraktlarin krosin igeriginin ¢ok biiylik bir
kisminin krosin-1’den olustugu goriilmektedir. Literatiirdeki birgok kaynakta da kuru
safran kiitlesinin %10’unu Krosin-1 bilesiginin olusturdugu bildirilmektedir (Finley ve
Gao 2017; Shahi vd. 2016). Yine ayni gizelgede goriildiigi gibi sicaklik arttikga 35.
giinlin sonunda tiim bilesiklerde degradasyon artmistir. Buradan da anlasilacagi gibi
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karotenoidlerin suda ¢6ziinebilen nadir {iyelerinden olan krosinler, yagda ¢oziinenlerin
aksine sicaklik artisina karsi1 stabil degildir.

Cizelge 4.72. Emiilsiyon tiretiminde kullanilan safran ekstraktlarinin krosin profilili

. .., Depolama Depolama siiresi (Giin

Bilesen Formiil 51c§kl|g1 C) - P (Giin) —
5 789.88 +  6.57 634.17 + 13.48
A 25 789.88 +  6.57 588.79 + 4.05
Krosin-1-1 45 789.88 +  6.57 389.40 + 1944
(mg/L) 5 2877.90 + 63.97 2190.87 + 46.83
B 25 2877.90 + 63.97 1574.07 + 2235
45 2877.90 + 63.97 1047.85 + 7.06
5 108.61 +  9.07 87.43 + 63.97
A 25 108.61 +  9.07 80.97 + 46.83
Krosin-1-2 45 108.61 +  9.07 53.83 + 2235
(mg/L) 5 362.69 + 45.03 300.87 + 2123
B 25 362.69 + 45.03 216.88 + 2296
45 362.69 + 45.03 144.10 + 12.26
5 109.99 + 101 88.30 + 181
A 25 109.99 + 101 81.98 + 063
Krosin-3 45 109.99 + 101 54.22 + 266
(mg/L) 5 365.89 + 11.70 305.06 + 6.76
B 25 365.89 + 11.70 219.17 + 294
45 365.89 + 11.70 145.90 + 110

A ve B formiillerinin depolama sonundaki krosin profiline ait varyans analizi
sonuglart Cizelge 4.73’te verilmistir. Formiil, depolama sicakligr ve depolama siiresi
varyans kaynaklarinin ve bunlarin birbiriyle interaksiyonlarinin ¢ogunun, emiilsiyonlarin
krosin profili iizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) oOnemli
bulunmugtur. Sadece Krosin-1-2 bilesigi i¢in bazi varyans kaynaklarinin ve bunlarin
interaksiyonlarinin, krosin profili iizerine etkisi istatistiki olarak 6nemli (P>0.01)
bulunmamastir.

A ve B formiillerinin depolama sonundaki krosin profiline ait Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi sonuglar1 Cizelge 4.74’te verilmistir. En diisiik Krosin-1-1 degeri
(663.67 mg/L) A formiiliine sahip 6rnekte, en yiiksek Krosin-1-1 degeri (2241.08 mg/L)
B formiiliine sahip ornekte saptanmistir. En diisiik Krosin-1-2 degeri (91.34 mg/L) A
formiiliine sahip 6rnekte, en yiiksek Krosin-1-2 degeri (291.65 mg/L) B formiiliine sahip
ornekte saptanmistir. En diisiik Krosin-3 degeri (92.41 mg/L) A formiiliine sahip drnekte,
en yiiksek Krosin-3 degeri (294.64 mg/L) B formiiliine sahip 6rnekte saptanmistir. Bu
verilere bakilarak kati:sivi orani yiiksek bir ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
ekstraktin (B), UF isleminden elde edilen retentattan (A) krosince daha zengin oldugu;
dolayisiyla konsantre bir formda oldugu degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.73. Emiilsiyon iiretiminde kullanilan safran ekstraktlarinin krosin profiline ait
varyans analiz sonuglari

Krosin-1-1 (mg/L) Krosin-1-2 (mg/L) Krosin-3 (mg/L)
VK SD KO F KO F KO F

Formiil (A) 1 14929406.6 5696.75** 240746.6  188.60** 245369.7 3069.50**
Depolama siiresi (Giin) (B) 5 3493301.06 1332.97** 46782.22 36.65** 473535 592.38**

Depolama sicakligi (°C) (C) 2  240908.89  91.93** 4534.53 3.55 4670.71  58.43**
A*B 1 1564279.68 596.90** 17346.74 13.59** 17289.25 216.28**

B*C 2 240908.89  91.93** 4534.53 3.55 4670.71  58.43**

A*C 2 103349.35  39.44** 1938.9 1.52 2003.51  25.06**

A*B*C 2 103349.35  39.44** 1938.9 1.52 2003.51  25.06**

Hata 12 2620.69 1276.47 79.94

(**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.

Cizelge 4.74. Emiilsiyon iiretiminde kullanilan safran ekstraktlarinin krosin profiline ait
Duncan Coklu Karsilastirmali Test sonuclari

. A B
Formill 663.67°+ 153.86  2241.08"+ 751.10
, o 35 0
Krosin-1-1 (mg/L) Depolama siiresi (Giin) 1070.86° = 66044 1833.89° + 109146
. 45 25 5
Depolama sicakhg1(°C) =70 e 102051 1457.66°+ 961,57, 1623.20° + 101075
Formiil A B
ormu 91.34°+ 22.86 291.65 +95.15
, L 35 0
Krosin-1-2 (mg/L) Depolama siiresi (Giin) 1473252 91.94 235 65¢ = 136.96
45 25 5
Depol Khgi(®
epolama sicakhgi(°C) 73 10801 192280+ 12156 214.90°+ 13031
Formiil A B
ormu 924172143  294.64°+294.64
- L 35 0
Krosin-3 (mg/L) Depolama siiresi (Giin) 129.10° < 91.96 237 94 £ 133.92
45 25 5

Depolama sicakhig(°C) —/e0 00 15e 61 10426°+ 11944 217.31°= 128.87

Cizelge 4.75 incelendiginde, kati:sivi orani yiiksek bir ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstrakt igeren formiile sahip emiilsiyonun (C), bilesenlerin her biri
bakimindan UF isleminden elde edilen retentati igeren formiile sahip emiilsiyondan (D)
daha zengindir. Her iki formiil (C ve D) igin de emiilsiyonlarin krosin igeriginin ¢ok
biiyiik bir kismimnin Krosin-1’den olustugu goriilmektedir. Yine ayni ¢izelgede goriildiigii
gibi sicaklik arttik¢a 35. gliniin sonunda tiim bilesiklerde degradasyon artmigtir. Buradan
da anlasilacag1 gibi karotenoidlerin suda ¢oziinebilen nadir iiyelerinden olan krosinler,
yagda ¢oziinenlerin aksine sicaklik artigina karsi stabil degildir. Krosin-1-2 ve Krosin-3
bilesenleri C formiiliine sahip emiilsiyonda 25 ve 45°C’de 35 giin depolamanin sonunda
tespit edilemeyecek kadar azalmistir.
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Cizelge 4.75. Tek katmanli emiilsiyonlarin krosin profili

. ., Depolama Depolama siiresi (Giin

Bilesen Formiil swEkllgl °C) 0 P ¢ ) 35
5 191.81 + 6.77 82.95 + 6.06
C 25 191.81 + 6.77 17.98 + 0.11
Krosin-1-1 45 191.81 + 6.77 18.94 + 0.65
(mg/L) 5 287.46 + 11.80 189.40 + 217
D 25 287.46 + 11.80 121.34 + 2.72
45 287.46 + 11.80 78.07 + 0.98
5 26.31 + 1.49 21.13 + 1180
C 25 26.31 + 1.49 T.E* + TE*
Krosin-1-2 45 26.31 + 149 T.E* + TE*
(mg/L) 5 39.41 + 2.01 26.09 + 2.69
D 25 39.41 + 2,01 16.73 + 191
45 39.41 + 2.01 10.73 + 0.85
5 26.71 + 0.96 21.46 + 0.86
C 25 26.71 + 0.96 T.E* + TE*
Krosin-3 45 26.71 + 0.96 T.E* + TE*
(mg/L) 5 40.03 + 1.67 26.37 + 0.28
D 25 40.03 + 1.67 16.90 + 0.37
45 40.03 + 1.67 10.87 + 0.14

T.E* tespit edilemedi

C ve D formiillerinin depolama sonundaki krosin profiline ait varyans analizi
sonuclar1 Cizelge 4.73’te verilmistir. Formiil, depolama sicakligi ve depolama siiresi
varyans kaynaklarinin ve bunlarin birbiriyle interaksiyonlarinin ¢ogunun, emiilsiyonlarin
krosin profili tlizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) o6nemli
bulunmustur.

Cizelge 4.76. Tek katmanl emiilsiyonlarin krosin profiline ait varyans analiz sonuglari

Krosin-1-1 (mg/L) Krosin-1-2 (mg/L) Krosin-3 (mg/L)
VK SD KO F KO F KO F
Formiil (A) 1 3916537  388.10** 856.93 162.92** 879.31  433.11**
Depolama siiresi (Giin) (B) 5  122685.42 1215.71** 2499.6 475.22** 2587.32  1274.40**
Depolama sicakligi (°C) (C) 2 8686.03 86.07** 191.43 36.39** 196.61  96.84**
A*B 1 1324.3 13.12** 7.85 1.49 8.84 4.36
B*C 2 8686.03 86.07** 191.43 36.39** 196.61  96.84**
A*C 2 596.28 5.91* 17.31 3.29 17.95 8.80**
A*B*C 2 596.28 5.91* 17.31 3.29 17.95 8.84**
Hata 12 100.92 5.25 2.03

(*) P<0.05 ve (**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.

Tek katmanli emiilsiyon formiillerinin depolama sonundaki krosin profiline ait
Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonucglar1 Cizelge 4.77°de verilmistir. Buna gore en
diisiik Krosin-1-1 degeri (96.64 mg/L) depolamanin 35. gliniinde goriiliirken, en yiiksek
Krosin-1-1 degeri (208.53 mg/L) D formiiliine sahip 6rnekte tespit edilmistir. En diistik
Krosin-1-2 degeri (12.45 mg/L) depolamanin 35. giiniinde goriiliirken, en yiliksek krosin-
1-2 degeri (32.86 mg/L) depolamanin 0. giiniinde saptanmustir. En diisiik Krosin-3 degeri
(12.60 mg/L) depolamanin 35. giiniinde goriiliirken, en yiiksek Krosin-3 degeri (33.37
mg/L) depolamanin 0. giiniinde saptanmistir. Bu verilere bakilarak kati:sivi oran1 yiiksek
bir ekstraksiyon yontemiyle elde edilen edilen ekstrak kullanilarak iiretilen tek katmanl
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emiilsiyonlarin (D), UF isleminden elde edilen retentat kullanilarak {iretilen tek katmanl
emiilsiyonlara (C) nazaran krosince daha zengin oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.77. Tek katmanli emiilsiyonlarin krosin profiline ait Duncan Coklu

Karsilastirmali Testi sonuglari

Formil C D
ormu 127.74°+82.10  208.53° = 89.55
, 35 0
Krosin-1-1 (mg/L) Depolama siiresi (Gin) 96.64°+ 67.60 23964+ 50.95
45 25 5
S0
Depolama sicakhi@(°C) — o 100 T 657+ 105,56 208.60° = 53.54
Formil C D
ormu 16.68°+12.52  28.63%+ 1236
Krosi o 35 0
rosin-1-2 (mg/L) Depolama siiresi (Giin) 2250+ 1049 32862708
45 25 5
= o
Depolama sicakigi(°C) — o0y 0™ o0 ems 1545 2823°27.53
Formil C D
ormu 16.93°+ 12.68  29.04*+ 12.47
. . . 35 0
Krosin-3 (mg/L) Depolama siiresi (Giin) 1260° < 1051 383 L710
45 25 5
= (o]
Depolama sicakh@i(°C) — om0y e 50510 s 1564 2868 27,64

Coklu emiilsiyonlarma ait krosin profili Cizelge 4.78’de verilmistir. Daha
onceden de belirtildigi gibi emiilsifikasyon islemi sirasinda formiilasyona dahil olan
bilesenlerin farkli su tutma/baglama 6zellikleri nedeniyle analize ait seyreltme faktorleri
dogru hesaplanamamaktadir. Aymi ekstrakti ayni miktarda igeren emiilsiyonlarin O.
giindeki krosin miktarlarinin ayni1 olmasi beklenirken, durumun boyle olmadigi Cizelge

4.78°de agikga goriilmektedir.

Cizelge 4.78 incelendiginde, sicaklik arttik¢a 35. giiniin sonunda tiim bilesiklerde
degradasyon artmistir. Buradan da anlasilacagi gibi karotenoidlerin suda ¢dziinebilen
nadir iiyelerinden olan krosinler, yagda ¢dziinenlerin aksine sicaklik artisina karsi stabil

degildir.
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Cizelge 4.78. Coklu emiilsiyonlarin krosin profili

Depolama siiresi (Giin)

Bilesen Formiil Depolama sicakhgi (°C) 0 5
5 20973 + 1025 23693 =+ 7.76
E 25 20973 + 1025 8150 + 6.61
45 20073 + 1025 3863 + 2.48
5 27864 + 4024 17867 + 3030
F 25 27864 + 4024 10221 + 1622
. 45 27864 + 4024 6531 + 12.16
Krosin-1-1 (mg/L) 5 33462 + 596 25688 <+ 234
G 25 33462 + 596 18520 + 0.58
45 33462 + 596 11357 + 1.37
5 41813 + 434 29974 = 17.01
H 25 41813 + 434 21237 + 2.66
45 41813 + 434 11653 + 478
5 4111 + 238 3270 = 406
E 25 4111 + 238 1130 + 194
45 4111 + 238 535 + 0.83
5 3002 + 254 2382 + 229
F 25 3002 + 254 1243 o+ 237
. 45 3002 + 254 867 + 101
Krosin-1-2 (mg/L) 5 4612 + 505 3532 = 2.92
G 25 4612 + 505 2548 + 2.26
45 4612 + 505 1561 + 1.25
5 5759 + 588 4103 + 144
H 25 5759 + 588 2026 + 3.05
45 5759 + 588 1597 + 081
5 4174 + 146 3299 =+ 105
E 25 4174 + 146 1135 + 091
45 4174 + 146 538 + 034
5 3474 + 157 2809 + 1.03
F 25 3474 + 157 1622 + 0.28
. 45 3474 + 157 1049 + 031
Krosin-3 (mg/L.) 5 4659 + 079 3577 <+ 035
G 25 4659 + 079 2579 + 0.10
45 4659 + 079 1581 + 0.20
5 5822 + 056 4174 + 2.40
H 25 5822 + 056 2057 + 0.35
45 5822 + 056 1623 + 0.68

E, F, G ve H formiillerinin depolama sonundaki krosin profiline ait varyans analizi
sonuglart Cizelge 4.79’te verilmistir. Formiil, depolama sicakligr ve depolama siiresi
varyans kaynaklarinin ve bunlarin birbiriyle interaksiyonlarinin ¢ogunun, emiilsiyonlarin
krosin profili iizerine etkisi istatistiki olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) oOnemli
bulunmustur.
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Cizelge 4.79. Coklu emiilsiyonlarin krosin profiline ait varyans analiz sonuglari

Krosin-1-1 (mg/L) Krosin-1-2 (mg/L) Krosin-3 (mg/L)
VK SD KO F KO F KO F

Formiil (A) 3 34130.52 57.68** 954.25 41.43** 714.08 325.03**
Depolama siiresi (Giin) (B) 1 369529.30  624.46** 5966.14 259.04** 6276.44  2856.81**
Depolama sicakligi (°C) (C) 2 25884.50 43.74** 485.67 21.09** 522.73 237.93**

A*B 3 1953.20 3.30% 103.72 4.50* 88.53 40.30**
B*C 2 25884.50 43.74** 485.67 21.09** 522.73 237.93**

A*C 6 625.58 1.06 12.58 0.55 10.40 4.74%*

A*B*C 6 625.58 1.06 12.58 0.55 10.40 4.74%*

Hata 24 591.75 23.03 2.20

(*) P<0.05 ve (**) P<0.01 seviyesinde farklilig1 ifade eder.

Coklu emiilsiyon formiillerinin depolama sonundaki krosin profiline ait Duncan
coklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.80°de verilmistir. Buna gore en diisiik krosin-
1-1 degeri (157.30 mg/L) depolamanin 35. giiniinde goriiliirken, en yiiksek Krosin-1-1
degeri (313.84 mg/L) H formiiliine sahip 6rnekte tespit edilmistir. En diisitk Krosin-1-2
degeri (21.41 mg/L) depolamanin 35. giiniinde goriiliirken, en yiiksek Krosin-1-2 degeri
(43.17 mg/L) H formiiliine sahip ornekte saptanmistir. En diisiik Krosin-3 degeri (22.45
mg/L) depolamanin 35. giiniinde goriiliirken, en yiiksek Krosin-3 degeri (43.70 mg/L) H
formiiliine sahip ornekte saptanmustir.

Sonug olarak tim formiillerde krosin igeriginin ¢ok biiyiik bir kisminin krosin-
1’den olustugu goriilmektedir. Literatiirdeki bir¢ok kaynakta da kuru safran kiitlesinin
%10 unu Krosin-1 bilesiginin olusturdugu bildirilmektedir (Finley ve Gao 2017; Shahi
vd. 2016). Krosin-1’in yaygm bulunan formu olan trans izomerinin, cis izomerinden
yaklasik 7 kat fazla bulundugu agik¢a goriilmektedir. Diger bir deyisle Krosin-1-1 ve
Krosin-1-2 miktarlarmim toplami, krosin-1 bileseninin toplam miktarin1 vermektedir.
Tiim cizelgelerde goriildiigii gibi sicaklik arttikca 35. giiniin sonunda tiim bilesiklerde
degradasyon artmistir. Buradan da anlasilacagi gibi karotenoidlerin suda ¢oziinebilen
nadir tiyelerinden olan krosinler, yagda ¢oziinenlerin aksine sicaklik artisina karsi stabil
degildir.
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Cizelge 4.80. Coklu emiilsiyonlarin krosin profiline ait Duncan Coklu Karsilastirma Test sonuglari

. F E G H
Formal 197.02¢+ 98.02 209.38° + 113.76 259.92° = 8930 313.84% + 122.42
: o 35 0
Krosin-1-1 (mg/L) Depolama siiresi (Giin)l (B) 157 30°  82.08 332,787 2 58.44
. 45 25 5
Depolama sicakh(°C) 208.15°+ 137.54 239.05°+ 112.96 287.922+ 7123
ol F E G H
ormu 22,509 + 9.49 28.78°+ 15.75 35.79°+ 12.97 43175+ 17.46
. o 35 0
Krosin-1-2 (mg/L) Depolama siiresi (Giin)l (B) 21410 £ 11.48 437172 1101
. 45 25 5
Depolama sicakh(°C) 27.46°+ 18.76 31.66°+ 15.91 38.46° + 10.78
rormil F E G H
ormu 26.507 + 10.24 29.15¢ + 15.84 36.19°+ 12.43 43.70° % 17.05
Krosin-3 (mg/L) Depolama siiresi (Giin)l (B) 2 45;511 20 45 32a0i 282
. 45 25 5
Depolama sicakhigi(°C) 28.65 + 18.62 33.03" = 15.15 39.98+9.18
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4.7.8. Duyusal analiz

Calisma kapsaminda tretilen safran ekstraktlarinin ve bu ekstraktlar1 igeren
emiilsiyonlarin duyusal olarak degerlendirilmesi model gidada gergeklestirilmistir.
Model gida olarak safranin en ¢ok kullanildigi yemeklerden biri olan piring pilavi
secilmis ve duyusal analizler bunun iizerinden yiiriitilmistiir. Her formiil ayn1 miktarda
safran ekstrakti igerecek oranda pilavlara eklenmistir. Duyusal analizler, 3.2.5.12
numarali baglikta ayrintili olarak anlatildigr sekilde gergeklestirilmis ve sonuglar Sekil
4.80 ve 4.81°de 6zetlenmistir.

Sekil 4.80 incelendiginde depolamanin 0. gliniinde panelistler tarafindan rengi en
yogun bulunan 6rnek B formiiliiyle hazirlanan safranli pilav olmustur. B formiiliiniin
icerigi; yiiksek kati:sivi oranina sahip ekstrakt olup, birim hacimde A formiiliine gore
daha fazla renk bileseni icermektedir. Benzer sekilde yine bu ekstrakti i¢eren tek katmanli
emiilsiyon olan D formiiliiyle hazirlanan safranli pilavin renk yogunlugu C’ye gore daha
yiiksek bulunmustur. Depolamanin sifirinct giiniinde E formiiliiyle hazirlanan pilavin
rengi F’ye gore daha yogun bulunurken, depolamanin 35. giliniinde bunun tam tersi bir
durum goézlenmektedir. Buradan; WPI-BSD kompleksi i¢eren F formiiliiniin, yalnizca
BSD igeren E formiiliine gore renk yogunlugunu daha iyi koruyabildigi anlasilmaktadir.
Depolamanin 35. giintinde renk yogunlugunu en iyi koruyan formiillerin G ve H oldugu
acikca goriilmektedir. Hatta depolamanin 35. giiniindeki renk yogunluklarinin,
baslangictaki  yogunluklarindan daha yiiksek oldugu panelistler tarafindan
degerlendirilmistir. Bu durumun sebebinin; depolama sonunda rengini neredeyse
kaybeden A, B ve C formiilleriyle hazirlanan pilavlarla ayni anda degerlendirildikleri i¢in
renklerinin goreceli olarak ¢cok daha yogun degerlendirilmeleri oldugu diistiniilmektedir.
Diger bir deyisle rengini kaybetmis formiillerle ayni1 anda kiyaslamaya sunulan F, G ve
H formiilleriyle hazirlanan pilavlar 0. giinkiinden daha yiiksek puanlar alabilmistir.
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Sekil 4.80. Depolamaya bagli renk yogunluguna ait duyusal analiz sonuglar1
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Sekil 4.81°deki 0. depolama giiniine ait grafik incelendiginde; agizda biraktig1 his,
koku ve tat agisindan tiim safranli pilavlarin yakin puanlar aldigi goriilmektedir. Ancak
renk ve gorlinliig bakimindan en ¢ok begenilen safranli pilavlar sirasiyla E, G, B ve H
formiiliine aittir. En az begenilen Ornek ise F formiiliiyle hazirlanan safranli pilav
olmustur. Bunun nedeninin F formiiliiniin igerdigi WPI’nin pisirme islemi sirasinda
protein yapisinin bozularak istenmeyen kokuya neden olmasi oldugu degerlendirilmistir.
Nitekim F formiilii, panelistlerden en diisiik koku ve tat puanini almistir.

Sekil 4.81°deki 35. Depolama giiniine ait grafik incelendiginde renk ve goriiniis
olarak en c¢ok begenilen pilavlarin sirasiyla H ve G formiilleriyle hazirlanmis oldugu
acikca goriilmektedir. Koku ve tat acgisindan degerlendirildiginde ise en ¢ok begenilen
pilavlar sirastyla C, A ve E formiilleriyle hazirlananlardir. Genel begeni puanina
bakildiginda en ¢ok begenilen pilav H formiiliine aitken, en az begenilen pilavlarin
renklerini neredeyse kaybeden A, C ve F formiillerine ait olduklar1 goriilmistiir.

172



€LT

BULGULAR VE TARTISMA

N. AZARABADI

= = = = Koku ve Tat == = Agizda biraktig1 his

------- Renk ve goriiniis Genel Begeni

Sekil 4.81. Depolamaya bagli duyusal analiz sonuglari
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5. SONUCLAR

Calismada kullanilan safran Orneklerinin nem igerigi %7.11 olarak tespit
edilmistir. Bu deger ISO 3632-2 safran kalite standardindaki, safran stigmalarinda
nem miktarinin %12’den fazla olmamasi gerektigi ifadesine uygundur.

ISO 3632-2 standardina gore krosin iizerinden safranlarin renk verme giiciiniin
(%1°lik ¢ozeltisinin 440 nm’deki absorbansi (E{%L, 440)) minimum degerlerinin
I. kategori i¢in 190; II. kategori igin 150; III. kategori i¢in 110 ve IV. kategori igin
ise 80 olmasi gerektigi belirtilmistir. Yapilan analiz sonucunda ticari safran
orneginin renk verme giicii 244.32 olarak hesaplanmis olup, calismada kullanilan
ornegin 1. kategoriye girdigi tespit edilmistir.

Ekstraksiyon optimizasyon c¢alismast sonucunda optimum ekstraksiyon kosullari;
0.5:1 safran su orani, 80°C ekstraksiyon sicakligi ve 10 dakika ekstraksiyon siiresi
olarak belirlenmistir. Sonuclar incelendiginde sicaklik arttikca renklendirme
giiclinilin artt181, safran:su orani arttik¢a ve ekstraksiyon siiresi 10 dakikadan fazla
olan 6rneklerde krosin cinsinde %1°lik renk verme giiciiniin (E;°%, 440) azaldig:
tespit edilmistir. Optimum sartlarda elde edilen ekstraktin renklendirme giicti (E-
1) ve ISO yontemi ile hazirlanan ekstraktin renklendirme giicii (E-2) arasindaki
farkin istatistiki olarak 6nemli olmadig1 (P>0.05) goriilmiistiir. ISO yontemi, hem
uluslararas1 gecerliligi olan bir yontem olmasi hem de ekstraksiyonun oda
sicakliginda  gerceklestirilmesiyle enerji tasarrufu sagladigi diisiiniilerek
caligmanin diger basamaklarinda ekstraksiyon metodu olarak kullanilmistir.

UF optimizasyonu: ISO 36322 yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktin (E-2)
konsantrasyonunu artirmak amaci ile yapilan UF islemi i¢in optimizasyon
calismasi yapilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda 1 kDa ayirma sinirina
sahip PESU filtre ile 4°C sicaklik, 2 bar basing ve permeat:retentat oraninin 80:20
oldugu kosullarda elde edilen retentatlarda renk bilesenleri (£° degeri diisiik ve
C* degerinin yiiksek) en 1y1 sekilde konsantre edilmistir.

D-optimal birlesik dizayn tarafindan 6nerilen modele ait tek katmanli emiilsiyon
igin optimum oranlar; %67 aycicek yagi, %6 PGPR ve %27 K-1 ekstrakti olarak
tespit edilmistir.

Coklu emiilsiyon sistemi kademeli olarak hazirlanmistir. Oncelikle i¢ faz olarak,
bir dnceki basamakta optimize edilen S/Y emiilsiyonu hazirlanmistir. Daha sonra
literatiir arastirmalartyla secilen 7 farkli formiille dis sulu fazlar hazirlanmstir.
Emiilsiyon sistemleri 2 tekerriirlii olarak tiretilip 30°C sicakliktaki etiivde 35 giin
boyunca depolanmis ve her 5 giinde bir depolama analizleri (model gidada renk
analizi ve emiilsiyonda parcacik boyutu dagilimi) gergeklestirilmistir. L* ve h°
degerleri depolama boyunca artmistir. L* degerindeki artis, safranli pilavlarin
renginin zamana bagl olarak acildigini gosterirken; h° degerindeki artis ise
istenen renk olan saridan (h°=90°) uzaklasarak yesile dogru yaklastigini ifade
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etmektedir. Ayrica; a*, b* ve C* degerlerinde depolama boyunca azalma oldugu
goriilmektedir. Kirmizilig1 ifade eden a* ve sarilig1 ifade eden b* degerlerindeki
azalma safranli pilavlarin rengini veren bilesenlerin zamanla bozuldugunu
gostermektedir. Mevcut rengin yogunlugunu ifade eden C* degerindeki azalma
ise rengin zamanla azaldigin1 gostermektedir.

e Farkli dis sulu fazlarla hazirlanan S/Y/S emiilsiyonlarinin depolama siiresine bagl
parcacik boyutu analizi sonuglarina gore, tiim Orneklerde D3, D32 ve Agiklik
degerlerinin depolama boyunca arttig1 goriilmektedir. Emiilsiyonlarin pargacik
caplart hakkinda bilgi veren bu degerler, zamanla parcaciklarin birleserek daha
bliyiik pargaciklar olusturdugunu gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore;
BSD, WPI ve WPI-BSD igeren emiilsiyonlarin pargacik boyutlarinin kiigiik ve
depolama boyunca diger emiilsiyonlarinkine gére ¢ok daha az degistigi tespit
edilmistir. Bu durumun; protein-polisakkarit karisiminin kullanilmasinin bunlarin
tek basmna kullanilmasina kiyasla daha stabil emiilsiyonlar olusturmasindan

kaynaklandig1 degerlendirilmistir

e Hem renk degerleri hem de pargacik boyutu degerleri géz 6nilinde bulundurularak;
i¢ fazin1 optimum kosullarda hazirlanan S/Y emiilsiyonunun; dis fazini ise WPI-
BSD kompleksinin ve tek basmma BSD’in olusturdugu 2 farkli S/Y/S ¢oklu
emiilsiyon  sistemi  hazirlanmis ve  bunlarda depolama  analizleri
gerceklestirilmistir.

e Depolama ornekleri incelendiginde; L* degerlerinde artis, istatistiki olarak
yiikksek diizeyde (P<0.01) 6nemli bulunmustur. Ayrica A ve B formiilleri ile
hazirlanan pilavlarin L* degerlerinin diger o6rneklere gore diisiikk oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeninin, emiilsiyon icerigindeki yagin parlaklik degerini
etkilemesi oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yani sira A ve B Ornekleriyle
hazirlanan pilavlarin L* degerlerinin sicaklik arttikga arttigi goriilmektedir.
Emiilsiyon formunda olmayan bu iki drnegin sicakliga karsi stabilitesinin diger
orneklere gore daha diisiik oldugu anlasilmaktadir.

e Depolama 6rneklerinde; formiil, depolama sicakligi ve depolama siiresi varyans
kaynaklariin ve bunlarin birbiriyle interaksiyonlariin, érneklerin 4#° degerleri
iizerine etkisi istatistiki olarak yliksek diizeyde (P<0.01) 6nemli bulunmustur.
Diger bir deyisle tiim 6rneklerde /4° degerlerinin depolama boyunca yiikseldigi
goriilmektedir. Renk tonunu ifade eden /° degerindeki bu artig tiim 6rneklerin
renklerinin istenen renk tonundan (sar1 renk tonu igin 4°=90°) uzaklastigin
gostermektedir.

e Safranli pilavlarin depolama siiresince Olgiilen C* degerleri incelendiginde;
formiil, depolama sicaklig1 ve depolama siiresi varyans kaynaklarinin ve bunlarin
birbiriyle interaksiyonlarinin, 6rneklerin C* degerleri iizerine etkisi istatistiki
olarak yiiksek diizeyde (P<0.01) o6nemli bulunmustur. Genel olarak tiim
orneklerin C* degerleri depolama siiresince azalmis ve artan sicakliktan
etkilenmistir. C* degerindeki bu azalma, pilavlarin renk yogunlugunun azaldigin
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gostermektedir. Ayni formiille renklendirilen pilavlarda da sicaklik artigiyla
birlikte renk yogunlugu azalmistir.

e Tiim emiilsiyonlarda depolama siiresi ve sicakligi arttik¢a parcacik boyutunun da
arttig1 goriilmektedir. C ve D formiiliindeki emiilsiyonlarin parcacik boyutlarinin
depolama siiresince birbirine yakin degerlerde oldugu ve genel olarak diger
emiilsiyonlarinkinden daha biiyiik pargaciklara sahip oldugu goriilmektedir.
Bunun nedeninin bu emilsiyonlarin pervaneli karistirict  kullanilarak
iiretilmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Diger emiilsiyon formiillerinde
ultra-turrax ve/veya ultrasonikasyon isleminin olmasi o formiillere ait
emiilsiyonlarin ~ parcactk  boyutunun  kii¢ciilmesine  neden  oldugu
degerlendirilmistir. Tek katli emiilsiyonlarin hazirlanmasinda bu tip yiiksek hizli
veya kavitasyona neden olan karistiricilarin kullanilmasi, emiilsiyonlarda ani
sicaklik yiikselmelerine neden olmakta ve biyoaktif bilesenlere zarar vermektedir.
Bu nedenle caligmamizda tek katmanli emdiilsiyonlar pervaneli karistirict
kullanilarak hazirlanmistir. Ultra-turrax ve ultrasonikasyon islemlerinin birlikte
uygulandig1r emiilsiyonlarin parcacik boyutlarinin depolama siiresince diger
formiillere kiyasla ¢ok daha kiiclik olduklar1 goriilmektedir. Ayrica E ve G
formiiliine sahip emiilsiyonlarin parcacik boyutu F ve H formiiliine sahip
emiilsiyonlarinkine gore daha kiiciik hesaplanmistir. Bunun kaynaginin
emiilsiyonlarin dis sulu fazindaki WPI’nin molekiiliin agirliginin BSD’den daha
yiiksek olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

e Tim depolama sicakliklarinda depolama boyunca en diisiik aciklik degeri
ortalamalarinin H emiilsiyonunda hesaplandigi goriilmektedir. C ve D formiiliine
sahip emiilsiyonlara ait egrilerin neredeyse cakisik oldugu ve agiklik degerlerinin
diger formiillere kiyasla, tiim sicaklik degerlerinde depolama boyunca daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica C ve D formiiliine ait emiilsiyonlarin agiklik
degerlerinin 45°C’deki ortalamasimnin en yiiksek degerde oldugu acikga
goriilmektedir. Bunun nedeninin artan sicaklikla beraber artan flokiilasyonla
beraber emiilsiyonun homojenligini kaybetmesi oldugu diisiiniilmektedir.

e Coklu emiilsiyonlar kendi aralarinda degerlendirildiginde acik¢a goriilmektedir ki
depolama siiresinin ve sicaklifinin artisindan en az etkilenen emiilsiyon ESI
degeri en diisiik olan H formiiliine sahip emiilsiyondur. Bunun; hem uygulanan
ultrasonikasyon isleminden, hem de protein-polisakkarit karigiminin
kullanilmasinin  bunlarin  tek basma kullanilmasina kiyasla daha stabil
emiilsiyonlar olusturmasindan kaynaklandig1 degerlendirilmistir.

e Ultra-turrax ve ultrasonikasyon isleminin birlikte kullanildig1 G ve H formiillerine
sahip coklu emiilsiyonlarin mikroskop goriintiileri sirasityla incelendiginde
ozellikle H 0rneginin pargacik boyutunun diger biitiin emiilsiyon formiillerine
gore cok kiiciik ve diizgiin daire formunda oldugu net bir sekilde anlagilmaktadir.

e Krosin salimimi ve dolayisiyla enkapsiilasyon etkinligi bakimindan en 1iyi
sonuglar1 veren H emiilsiyonu i¢in; hem uygulanan ultrasonikasyon isleminin,
hem de protein-polisakkarit kompleksinin emiilsiyon stabilitesi iizerinde olumlu
etki saglamasinin neden oldugu diisiintilmektedir.
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LC-MS/MS ile krosin profilleri incelendiginde, tim formiillerde krosin igeriginin
cok biiylik bir kisminin krosin-1’den olustugu goriilmektedir. Literatiirdeki
birgok kaynakta da kuru safran kiitlesinin %10’unu Krosin-1 bilesiginin
olusturdugu bildirilmektedir. Krosin-1’in yaygin bulunan formu olan trans
izomerinin, cis izomerinden yaklasik 7 kat fazla bulundugu acgikca goriilmektedir.
Diger bir deyisle Krosin-1-1 ve Krosin-1-2 miktarlariin toplami, Krosin-1
bileseninin toplam miktarin1 vermektedir. Sicaklik arttik¢a 35. giiniin sonunda
tim bilesiklerde degradasyon artmistir. Buradan da anlasilacagr gibi
karotenoidlerin suda ¢oziinebilen nadir tyelerinden olan krosinler, yagda
cOziinenlerin aksine sicaklik artisina kars1 stabil degildir.

Depolama giiniine ait grafik incelendiginde renk ve goriiniis olarak en ¢ok
begenilen pilavlarin sirasityla H ve G formiilleriyle hazirlanmis oldugu agik¢a
goriilmektedir. Koku ve tat agisindan degerlendirildiginde ise en ¢ok begenilen
pilavlar sirasiyla C, A ve E formiilleriyle hazirlananlardir. Genel begeni puanina
bakildiginda en ¢ok begenilen pilav H formiiliine aitten, en az begenilen pilavlar
renklerini neredeyse kaybeden A, C ve F formiillerine ait olduklar1 gortilmustiir.
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