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Bu calismada bezelye protein izolati, piring protein izolati, gluten ve peynir alt1 suyu protein
izolatlarindan farkli sartlarda (distile su veya NaCl ¢6zeltileri iginde 24, 36 ve 48 saat asidik 1sitma ile) diiz
ve kivrimli nanofibriller elde edilmistir. Elde edilen nanofibrile proteinler Hibiscus sabdariffa
antosiyaninleri ile kopigmente edilerek elde edilen 6rneklerde batokromik kayma, hiperkromik etki ve
termal stabilite testleri yapilmistir. Kontrol amagli hi¢bir 6n isleme tabi tutulmayan dogal protein izolatlart
ile de kopigmentasyon gerceklestirilerek ayni analizler gergeklestirilmistir. Termal stabilite testi igin
toplam monomerik antosiyanin (TMA) ve polimerik renk tayini gerceklestirilmistir. Analiz sonuglari
kinetik hesaplamalarda kullamlmigs ve bozulma kinetiginin parametreleri belirlenmistir. Kinetik
hesaplamalar sonucunda elde edilen aktivasyon enerjisi (Ea) ve termal direng sicakligi (z) degerlerine gore
en uygun kopigmentasyon ajanlari belirlenmistir. Kopigmentasyonun gergeklestigini kanitlamak ve olusan
baglar1 daha detayli incelemek amaciyla Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi (FTIR) Spektroskopi ve Floresans
Spektroskopi analizleri gergeklestirilmistir. Secilen kopigmentasyon ajanlari ile kopigmente edilen
hibiskus ekstraktlar: kirmim pencereli kurutucuda kurutularak toz haline getirilmistir. Toz iiriinlerde toplam
fenolik madde (TFM), TMA, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radikalinin inhibisyonu (DPPH), Demir
Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) ve Bakir (II) Iyonu indirgeme Esash Antioksidan Kapasitesi
(CUPRAQC) analizleri gergeklestirilerek drneklerin bazi kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Elde edilen toz
kopigmente Ornekler belirli oranlarda yogurt (%1.5) ve yumusak sekerleme iiriinlerine (%1) katilarak
depolama stabilitesi de belirlenmistir. Bu asamada kontrol olarak dogal renk maddesi (siyah havug 6ziitii)
ve sentetik renk maddesi (allura red) kullanilmistir. Yumusak sekerleme 6rnekleri 32 giin, yogurt 6rnekleri
ise 16 giin depolanarak belirli giinlerde TMA ve renk tayini yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda
depolamaya en dayanikli kopigmente drnekler belirlenmistir.

Kopigment eklenmis hibiskus ekstraktlarimin maksimum dalga boyundaki absorbans artist
(hiperkromik etki) ve maksimum dalga boyunda kaymanin meydana gelmesi (batokromik kayma)
kopigmentasyonun gergeklestigini gostermektedir. Kontrol 6rneginin maksimum dalga boyu 519 nm iken
diiz nanofibrillerle kopigmente edilmis Orneklerinin dalga boylar1 519-524 nm degerleri arasinda
bulunmustur. Pozitif yonde 1-6 birim arasinda bir kayma meydana gelmistir. Diiz nanofibriller ile
kopigmente edilmis Ornekler %0.23-33.84 degerleri arasinda hiperkromik etki gostermistir. Kivriml
nanofibriller ile kopigmente edilmis Orneklerin dalga boylart ise 519-522 nm degerleri arasinda
bulunmustur. Pozitif yonde 1-4 birim arasinda bir kayma meydana gelmistir. Kivrimli nanofibriller ile
kopigmente edilen drnekler %5.79-40.32 degerleri arasinda hiperkromik etki saglamistir.



Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen 6rneklerde protein ¢esidine goére polimerik renk yiiksekten
diislige sirasiyla gluten (NG), peyniraltt suyu proteini (NPAS), bezelye (NB) ve piring (NP) 6rneklerine ait
bulunmustur. Kivrimli nanofibrile piring proteini ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktlarinin polimerik
renk degerleri bezelye (CB) ve peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerden (CPAS) daha
yiiksek bulunmustur. Polimerik renk degerinin yiikselmesi antosiyaninlerin par¢alanmasina bagli olarak
kahverengi bilesenlerin meydana geldiginin bir gostergesidir. Hem diiz hem de kivrimli nanofibrillerle
kopigmente edilen drneklerde sicaklik artisi ile polimerik renk degerlerinde artis meydana gelmistir. 24
saat boyunca nanofibrilasyona tabi tutulan proteinlerle kopigmente edilen orneklerin polimerik renk
degerleri 36 ve 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulanlara oranla daha diisiik bulunmustur.

Kinetik hesaplamalar sonucundan antosiyanin degisiminin par¢alanma hiz sabitleri (k), korelasyon
katsayilar1 (R?), z degerleri ve Ea belirlenmistir. Farkli kopigmentasyon ajanlar ile kopigmente edilen
hibiskus ekstraktlarmin kinetigine ait regresyon denkleminin R? degerleri 0.90'n {izerinde bulunmustur.
Kopigmente hibiskus o6rneklerinde antosiyanin degradasyonu beklenildigi gibi sicakligin artmasiyla
beraber hizlanmistir. Calismanin devaminda kullanilacak Ornekler secilitken z ve Ea. degerleri
yararlanilmigtir. Hesaplamalar sonucunda yiiksek z degerleri nedeniyle 24NP (24 saat fibrilasyona tabi
tutulmus diiz nanofibrile piring proteini ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), 24NG (24 saat
fibrilasyona tabi tutulmus diiz nanofibrile gluten ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), 24CB (24 saat
fibrilasyona tabi tutulmus kivrimli nanofibrile bezelye proteini ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti) ve
48CP (48 saat fibrilasyona tabi tutulmus kivrimli nanofibrile piring proteini ile kopigmente edilen hibiskus
ekstrakt1) drnekleri, yiiksek Ea degerleri ve uygun parcalanma hiz sabiti (k) degerleri nedeniyle 24NPAS
(24 saat fibrilasyona tabi tutulmus diiz nanofibrile peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen hibiskus
ekstrakt1) ve 48CPAS (48 saat fibrilasyona tabi tutulmus kivrimli nanofibrile peynir alt1 suyu proteini ile
kopigmente edilen hibiskus ekstrakti) 6rnekleri segilmistir.

Nanofibrile edilmis proteinler ve antosiyaninler arasinda gergeklesen bag olusumunu izlemek ve
dogrulamak amaciyla FTIR analizi gerceklestirilmistir. 3000-3500 cm™ (-OH gerilimi) ve 1600-1650 (C=0
gerilimi) cm™ dalga boylarinda biiyiik pikler goriiliirken, 2000-2200 (N-H gerilimi) cm* ve 600-1000 cm-
1 (C=C gerilimi) araliginda da bazi dalgalanmalar meydana gelmistir. Kopigmentasyon ile olusan bu
dalgalanmalar protein ve antosiyanin arasinda olusan baglara atfedilmektedir Ozellikle proteinlerin
yapisinda meydana gelen konformasyonel degisimleri incelemek amaciyla 1600-1700 cm™? aras1 bolgeye
bakilmaktadir. Nanofibrilasyon islemi ile bu bolgede kaymalar meydana gelmistir. Bu kayma a-heliks
yapilarinin azalarak, antosiyaninler ile asil etkilesimin gergeklestigini ve p-plaka yapilarinin artmasi ile pik
kaymasiin meydana geldigini gostermektedir.

Kopigmentasyon ajanlarinin hibiskus antosiyaninleri ile etkilesimini incelemek amaciyla floresan
spektroskopisi analizleri gergeklestirilmistir. Bu analiz sonuglarina gore kopigmente 6rneklerin floresans
yogunlugu diiz ve kivrimli nanofibrile proteinlere oranla ¢ok diisiiktiir. Yani kopigmentasyon floresans
yogunlugunu oldukea fazla miktarda soniimlemistir. Bu da iki molekiil arasinda (diiz nanofibrile protein-
antosiyanin) gii¢clii bir etkilesim oldugunu goéstermektedir. Bunun yaninda nanofibrile proteinler dogal
protein izolatlarina oranla, nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen 6rneklerde dogal protein izolatlar ile
kopigmente edilen 6rneklere oranla daha yiiksek floresans emisyonu saglamistir. Sonuglar antosiyaninler
ve proteinler arasindaki etkilesimin, proteinlerin floresan kromoforlarinin mikro ortamimi degistirdigi,
bunun da ikincil yapiy1 degistirerek kompleksin stabilitesini arttirdigini gdstermistir.

Secilen nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen hibiskus ekstraktlar1 kopiik haline getirildikten
sonra kirmim pencereli kurutucuda 90 °C sicaklikta yaklasik 30 dakika boyunca kurutularak toz haline
getirilmistir. Toz {irlinlerde yapilan analizlere gore kontrolle kiyaslandiginda 24CB en yiiksek toplam
monomerik antosiyanin miktarina sahip bulunurken, FRAP sonuglarina gére 24NP, CUPRAC sonuglarina
gore 48CP’nin antioksidan aktivitesi daha yiiksek bulunmustur.

Hem yumusak sekerleme hem de yogurt orneklerinde denenen kopigmente hibiskus ekstrakti
tozlart arasinda 48CP 6rneginin toplam monomerik antosiyanin miktarini diger oérneklere kiyasla daha iyi
korudugu gozlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar genel olarak incelendiginde diiz ve kivrimli
nanofibriller ile kopigmente edilen hibiskus ekstraklarinin antosiyanin ve renk degerlerinin stabilitesini
dogal protein izolatlar1 ile kopigmente edilenlere oranla daha iyi korudugu goézlemlenmistir. Ayrica
nanofibrile kopigmente 6rneklerin model gidalarda sentetik renk maddeleri yerine uygulanabilir oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antosiyanin, nanofibrile protein, kopigmentasyon, model gida denemeleri,
renklendiriciler
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In this study, straight and curved nanofibrils were obtained from pea protein isolate, rice protein
isolate, gluten protein isolate and whey protein isolates with different applications (by keeping them in a
water bath for 24, 36 and 48 hours). The resulting nanofibrillated proteins were copigmented with Hibiscus
Sabdariffa anthocyanins and bathochromic shift, hyperchromic effect and thermal stability tests were
performed on the samples obtained. For control purposes, co-pigmentation was carried out with natural
protein isolates that were not subjected to any pre-treatment and were subjected to all analyses. Total
monomeric anthocyanin (TMA) and polymeric color were determined for thermal stability testing. Kinetic
calculations were carried out according to the analysis results. The most suitable copigmentation agents
were determined according to the Activation energy (Ea) and z (thermal resistance temperature) values
obtained as a result of kinetic calculations. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy and
Fluorescence spectroscopy analyzes were performed to prove that copigmentation had occurred and to
examine the bonds formed in more detail. Hibiscus extracts mixed with selected copigmentation agents
were dried in a diffraction window dryer and turned into powder.. Total phenolic content (TFM), TMA,
DPPH radical scavenging capacity, Iron Reduction Antioxidant Power (FRAP) and Copper (II) lon
Reduction Based Antioxidant Capacity (CUPRAC) analyzes were performed on powder products and some
chemical properties were determined. The obtained powder copigmented samples were added to yoghurt
(1.5%) and soft confectionery products (0.3%) in certain proportions to check their storage stability. 0.3%
natural colorant (black carrot extract) and 50 ppm synthetic colorant was used for control. Soft candy
samples were stored for 32 days and yoghurt samples were stored for 16 days, and total monomeric
anthocyanin and color were determined on certain days. As a result of the analyses, the copigmented
samples that were most resistant to storage were determined.

The increase in absorbance at the maximum wavelength (hyperchromic effect) and the occurrence
of a shift in the maximum wavelength (batochromic shift) of hibiscus extracts with added copigment
indicate that copigmentation has occurred. While the maximum wavelength of the control sample was 519
nm, the wavelengths of the samples copigmented with flat nanofibrils were found to be between 519-524
nm. There was a shift between 1-6 units in the positive direction. Samples copigmented with flat nanofibrils
increased the hyperchromic effect between 0.23-33.84%. While the maximum wavelength of the control
sample was 518 nm, the wavelengths of the samples copigmented with folded nanofibrils were found to be
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between 519-522 nm. There was a shift of 1-4 units in the positive direction. Samples copigmented with
curved nanofibrils increased the hyperchromic effect by 5.79-40.32%.

In the samples copigmented with straight nanofibrils, the polymeric color was found to belong to
gluten (NG), whey protein (NPAS), pea (NB) and rice (NP) samples, in order from largest to smallest,
depending on the protein type. The polymeric color values of hibiscus extracts (CP) copigmented with
folded nanofibrillated rice protein were found to be higher than those copigmented with pea (CB) and whey
protein (CPAS). An increase in the polymeric color value is an indication that anthocyanins are broken
down and brown components are formed. In samples copigmented with both straight and curved
nanofibrils, polymeric color values increased with increasing temperature. The polymeric color values of
the samples copigmented with proteins subjected to nanofibrillation for 24 hours were found to be lower
than those subjected to nanofibrillation for 36 and 48 hours.

As a result of kinetic calculations, fragmentation rate constants (k), correlation coefficients (R?), z
values and Ea of anthocyanin change were determined. The R? values of the regression equation of the
kinetics of hibiscus extracts copigmented with different copigmentation agents were found to be above
0.90. As expected, anthocyanin degradation in copigmented hibiscus samples accelerated with increasing
temperature and the reaction occurred in accordance with second-order kinetics. Z and Ea values were used
when selecting the samples. By determining the samples with the highest z value and Ea value, copigmented
hibiscus extracts suitable for use in the future stages of the study were determined. As a result of the
comparisons, due to their high z values, 24NP (hibiscus extract copigmented with straight nanofibrillated
rice protein subjected to 24 hours of fibrillation), 24NG (hibiscus extract copigmented with straight
nanofibrillated gluten protein subjected to 24 hours of fibrillation), 24CB (folded hibiscus extract subjected
to 24 hours of fibrillation) samples (hibiscus extract copigmented with nanofibrillated pea protein) and
48CP (hibiscus extract copigmented with curly nanofibrillated rice protein subjected to 48 h fibrillation)
samples were classified as 24NPAS (straight fibrillated for 24 h) due to their high Ea values and appropriate
fragmentation rate constant (k) values. samples were selected.

FTIR analysis was performed to monitor and verify the bond formation between nanofibrillated
proteins and anthocyanins. While large peaks are seen at wavelengths of 3000-3500 cm* (-OH tension) and
1600-1650 (C=0 voltage) cm, 2000-2200 (N-H tension) cm™* and 600-1000 cm™ (C= Some fluctuations
also occurred in the C voltage range. These fluctuations caused by copigmentation are attributed to the
bonds formed between protein and anthocyanin. In order to examine the conformational changes that occur
in the structure of proteins, the region between 1600-1700 cm is examined. Shifts occurred in this region
with the nanofibrillation process, indicating that the a-helix structures decreased, the acyl interaction with
anthocyanins took place, and the peak shift occurred as the -sheet structures increased.

Fluorescence spectroscopy was performed to examine the interaction of copigmentation agents
with hibiscus anthocyanins. When the graphs are examined, the fluorescence intensity of copigmented
samples is very low compared to straight and curved nanofibrillated proteins. In other words,
copigmentation dampened the fluorescence intensity considerably. This shows that there is a strong
interaction between the two molecules (flat nanofibrillated protein-anthocyanin). In addition,
nanofibrillated proteins provided higher fluorescence emission in samples copigmented with
nanofibrillated proteins than in samples copigmented with natural protein isolates, compared to natural
protein isolates. The results showed that the interaction between anthocyanins and proteins changes the
microenvironment of the fluorescent chromophores of the proteins, which increases the stability of the
complex by changing the secondary structure.

Hibiscus extracts copigmented with selected nanofibrillated proteins were dried in a diffraction
window dryer at 90 °C for approximately 30 minutes and turned into powder. According to the analysis
performed on powder products, 24CB was found to have the highest total monomeric anthocyanin amount
compared to the control, while the antioxidant activity of 24NP was found to be higher according to FRAP
results, and 48CP was found to be higher according to CUPRAC results.

Determination of total monomeric anthocyanin by adding 1% copigmented hibuscus powder to
soft candy, 0.3% commercially purchased natural coloring agent (black carrot extract) and 50ppm synthetic
coloring agent (Allura Red) for the control sample and keeping it at room temperature (25+5°C) for 32
days. Color analyzes were carried out. It was observed that 48 CP sample preserved the total amount of
monomeric anthocyanin better than other samples throughout storage.

It was prepared by adding copigmented hibiscus powder to yoghurt (1.5%), and 0.3% natural
colorant (black carrot extract) and 50ppm synthetic colorant (Allura Red) for control, and was stored for
16 days at 8 °C for total monomeric anthocyanin and color analysis. has been carried out. It is seen that the
most stable samples in terms of total monomeric anthocyanin amount during 16 days of storage are 48CP
sample.

When the results obtained within the scope of the thesis study were examined in general, it was
observed that hibiscus extracts copigmented with straight and curved nanofibrils preserved the stability of
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anthocyanin and color values better than those copigmented with natural protein isolates. It has also been
determined that nanofibrillar copigmented samples can be applied instead of synthetic colorants in model
foods.

Keywords: Anthocyanin, colorants, copigmentation, model food experiments, nanofibrillated
protein.
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1. GIRIS

Bir gidanin rengi lriiniin gorsel cekiciligini etkiledigi i¢in renklendiriciler gida
endistrisinde kullanilan 6nemli katki maddelerindendir. Gida renklendiricileri sentetik ve
dogal olmak fizere iki grupta incelenebilir. Sentetik renk maddelerinin (tartrazin, Allura
red, indigo karmin vb.) farkli sicaklik, pH, 1s1ik yogunlugu ve oksijen konsantrasyonu
kosullar1 altinda yiiksek stabiliteye sahip oldugu bilinmektedir (Kucharska ve Grabka,
2010). Bununla birlikte, sentetik renklendiriciler toksik etki, alerjik reaksiyonlar,
davranigsal ve norolojik yan etkiler dahil olmak {izere ¢esitli saglik sorunlarina neden
olabilmektedir. Bu nedenle sentetik renklendiricilere alternatif olarak dogal kaynaklardan
elde edilmis ve kimyasal olarak kararli gida renklendiricilerinin gelistirilmesine artan bir
ilgi vardir. Ozellikle pembe, mavi, mor gibi renkler s6z konusu oldugunda, sentetik gida
renklendiricilerine ~ alternatif olarak antosiyaninler ©ne c¢ikmaktadir. Ustelik
antosiyaninler renk vermenin yani sira eklendigi gidanin fonksiyonel 6zellikleri de
gelistirmektedir (Houghton ve ark., 2021).

Antosiyaninler; meyvelerde, sebzelerde, tahillarda ve diger bitkilerde siklikla
bulunan flavonoid ailesine ait bilesenlerdir. Uziim, ¢ilek, patlican, mor patates, siyah
havug, bogiirtlen gibi liriinler yapilarinda ytliksek miktarda antosiyanin bulundurmaktadir.
Antosiyaninler, antioksidan, anti-viral ve yaslandirmay1 geciktirici 6zelliklere sahiptir.
Bunun yaninda antosiyaninlerin kanser riskini azaltma, iltihaplanmay1 engelleme
(Cassidy ve ark., 2015; Venancio ve ark., 2017), kardiyovaskiiler hastaliklar ile diyabeti
onleme (Gowd ve ark., 2017) ve obeziteyi azaltma (Xie ve ark., 2018) gibi sagliga faydal
etkileri bulunmaktadir. Giiclii antioksidan 6zellikleri nedeniyle antosiyaninler bitkileri
UV hasarindan korumaya da yardimci olur. In vitro caligmalar, sinsityal wviris,
parainfluenza viriisii, herpes simpleks, adenoviriis ve rotaviriis gibi viriislerin gogalmasini
engelleyebileceklerini gostermistir (Mohammadi Pour ve ark., 2019).

Bu faydalarinin yaninda antosiyaninlerin gida isleme proseslerine ve gevresel
faktorlere karsi diisiik stabiliteleri, gida formiilasyonlarinda kullanimlarini
sinirlandirmaktadir. Antosiyaninler ¢evre sartlarina karst bozulmalarini 6nlemek igin
karanlik, serin ve oksijensiz ortamlarda iglenmeli ve depolanmalidir. Bununla birlikte, 1s1l
islem ve fermentasyon gibi karmasik gida isleme siireclerinde olumsuz kosullar
kacinilmazdir. Bu nedenle antosiyaninlerin stabilitelerinin artirilmasina yonelik ¢esitli

onlemlerin alinmasi1 gerekmektedir.



Literatiirde antosiyaninlerin stabilizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan
yontemler enzimatik veya kimyasal asilasyon, diger fenolik bilesiklerle birlikte
kopigmentasyon ve metal komplekslesmesidir. Bu yontemler ile hem isleme stabilitesi
artirtlmakta hem de renk tonu degistirilebilmektedir (Yoshida ve ark., 2009). Son
zamanlarda arzu edilen kararlilikta antosiyanin {iretimi ve proantosiyanidin iiretiminin
hizlandirilmast i¢in biyosentez uygulanmalari ile ilgili calismalar da hiz kazanmustir (Cai
ve ark., 2022).

Yapilan bu caligmada antosiyaninlerin stabilitesini arttirmak amaciyla
kopigmentasyon islemi uygulanmistir. Bunun i¢in ¢alismanin ilk asamasinda Hibiskus
Sabdariffa’dan antosiyanin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Diger asamada farkl
protein izolatlarindan (bezelye, piring, gluten ve peynir alt1 suyu proteini izolatt) diiz ve
kivrimli nanofibrile proteinler elde edilmistir. Elde edilen diiz ve kivrimli nanofibriller
hibiskustan elde edilen antosiyanin ekstrakti ile kopigmente edilerek antosiyaninlerin
termal stabilitesi belirlenmistir. Kinetik hesaplamalar sonucunda en stabil kopigmente
hibiskus antosiyaninleri secilmistir. Secilen kopigmente iirlinler toz haline getirildikten
sonra model gidalara uygulanarak (yumusak sekerleme ve yogurt) depolama stabilitesi

belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Antosiyaninlerin Ozellikleri, Onemi ve Stabiliteleri
2.1.1. Antosiyaninlerin kimyasal yapisi

Antosiyaninler, antosiyanidinlerin (aglikonlar) glikosile olmus formlaridir. Bu
bilesikler, farkli pozisyonlarda (genellikle C3, C5, C6, C7 ve C3', C4', C5' karbonlarinda)
hidroksile edilmig bir flavilyum katyonundan olusmaktadir. Antosiyaninler kimyasal
olarak, heterosiklik C-3 halkasiyla birlestirilmis iki C-6 benzoil halkasi ile 2
fenilbenzopirilyumdan (flavilyum katyonu) tiiretilen antosiyanidinlerin suda ¢oziiniir
glikozitleri ve asil-glikozitleridir (Castafieda-Ovando ve ark., 2009) (Sekil 2.1). Arabinoz,
galaktoz, glukoz, ramnoz ve ksiloz gibi dogal sekerler antosiyanidinlere baglanarak
antosiyaninleri olusturmaktadir. Sekerler genellikle C halkasinda 3. karbona ya da A
halkasinda 5. ve 7. karbona baglanmaktadir (Prior ve Wu, 2006). Ayrica, seker
kalintilarinin yaygin asile edici ajanlar1 sinnamik (p-kumarik, kafeik, ferulik, sinapik,
gallik ve p-hidroksibenzoik) ve/veya alifatik (asetik, malonik, malik, siiksinik ve oksalik)
asitlerdir (Giusti ve Wrolstad, 2003).

R
R
R o
N
C R
>
R R
R

Sekil 2.1. Antosiyanidinin kimyasal yapisi (R = H, OH)

Antosiyaninlerin hidroksil (OH) gruplarinin metilasyon derecesi, sayist ve
konumu, sekere bagli aromatik veya alifatik gruplarin sayis1 ve molekiile bagh sekerlerin
yapist ve sayisina gore farkli tiirleri mevcuttur (Sunil ve Shetty, 2022). 30 farkli ¢ekirdek
yaptya sahip 700'den fazla antosiyanin tanimlanmistir (Gowd ve ark., 2017). Dogada en
yaygin bulunan antosiyanin cesitleri siyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin,

peonidin ve petunidin tiirevleridir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Dogada en yaygin bulunan antosiyanin tiirevleri

2.1.2. Antosiyaninlerin renklendirici 6zellikleri

Antosiyaninler bazi bitkilerin ¢icek ve meyvelerindeki parlak turuncu, pembe,
kirmizi, mor ve mavi renklerden sorumludur. Diger dogal pigmentlerden farkli olarak
antosiyaninler suda ¢ozilniir 6zellikte olup, genellikle bitki hiicrelerinin kofulunda sulu
ortamda bulunmaktadirlar (Castaneda-Ovando ve ark., 2009).

B halkasindaki hidroksil gruplarinin sayist arttik¢a antosiyaninin renginde mavilik
artmaktadir. Metilasyon ise antosiyaninlerin renginde kirmizi renge dogru bir kaymaya
yol agmaktadir (Onyilagha ve Grotewold, 2004).

Giin gectikce biiyliyen dogal, organik ve siirdiiriilebilir gida pazarlar1 nedeniyle
sentetik olmayan gida renklendiricilerine olan talep artmaya devam etmektedir. Sentetik
renklendiricilerin karaciger, bobrek gibi organlara olan toksik etkisi, bagisiklig
diistirmesi, toplam kolesteroliin yiikselmesine neden olmasi gibi olumsuz 6zellikleri de
dogal pigmentlere olan ilgiyi arttirmaktadir (Demirci ve ark., 2022). Dogal
renklendiricilerin 2024 yilinda pazar degeri 2.07 milyar dolar iken bunun 2024-2029
yillar1 arasinda 9%8.47 oraninda bir artisla 3.11 milyar dolara yiikselecegi

diistiniilmektedir. Antosiyaninler turuncudan maviye canli renkleri ve sagliga olan



faydalari ile bu boslugu doldurmaktadir. Antosiyaninlerin, icecek ve gida iiriinlerinde ve
ayrica saglik, nutrasdtik ve kozmetik iiriinlerinde dogal renklendirici olarak artan
kullanimi, pazar gereksinimlerini de biiyiik 6l¢iide artirmaktadir. Bu degerli dogal
bilesiklere olan yliksek talebin yani sira iklim degisikligi ve diger ¢evresel sorunlar,
tedarik zinciri tizerinde biiyiik bir baski olusturmaktadir; dolayistyla alternatif ¢oziimlere
ihtiya¢ duyulmaktadir (Belwal ve ark., 2020). Antosiyaninlere yonelik artan taleple
birlikte, 2024'de 355.67 milyon dolar oldugu tahmin edilen Pazar degerinin 2019-2024
yillar1 arasinda %5.15'lik biiylime oraniyla 457.19 milyon dolara yiikselece§i tahmin
edilmektedir (Mordor, 2024).

Antosiyaninlerin renklendirici olarak kullanilmasi ile ilgili pek c¢ok calisma
yuritilmiistir (Cortez ve ark., 2017; Jimenez-Gonzalez ve ark., 2018; Mojica ve ark.,
2017). Yapilarinda bulunan konjuge ¢ift baglar sayesinde antosiyaninler 500 nm dalga
boyunda 15181 emerek dogada mavi, mor, kirmizi renkler ve ara tonlarin olusumunu
saglamaktadir (Kay ve ark., 2004). Igcecek ve gida sektdrlerinde kullanilan dogal ve
alternatif renklendiriciler olmalar1 nedeniyle antosiyanin iiretimine olan ihtiya¢ artmistir
(Cortez ve ark., 2017).

Dogal renklendirici olarak antosiyaninlerin en yaygin kaynaklar1 mor iizlim, kiraz,
erik, ahududu, ¢ilek, bogiirtlen, yaban mersini, kizilcik, aronia, kirmizi lahanadir (Eker
ve ark., 2019; MacDougall, 2002). Uziim kabugu, turp, kirmiz1 patates ve siyah havug
asillenmis antosiyanin kaynaklaridir. Antosiyaninlerin pH'a duyarliligi, farkli kirmizi ve
mavi yapisal formlar arasinda donilisimiine ve mor renklerin gelismesine olanak
saglamaktadir. Asidik kosullardan pH arttik¢a flavilyum katyonlar1 (genellikle kirmizi
goriinlir, pH < 3) protondan arindirilmakta, renk kaybetmekte (pH 3-6) ve sonunda
kinonoidal bazlar olugmaktadir (mor-mavi goriiniir; pH > 6). Bu yapisal degisiklikler
nedeniyle antosiyaninler, bir¢ok gida {iriiniiniin hafif asidik pH ortamlarinda tipik olarak
kirmizi veya biiyiik 6l¢iide renksiz goriinmektedir (Sigurdson ve ark., 2017).

Ancak  antosiyaninlerin  stabilitelerinin  diisiik  olmasi  kullanimini
sinirlandirmaktadir. Gida endiistrileri, kararsizhigi, diger bilesiklerle etkilesimi ve
bozunma orani nedeniyle antosiyaninin kullanimini sinirlamistir. Sicaklik, pH ve 151k gibi
cesitli faktorler antosiyanin stabilitesini ciddi sekilde etkilemektedir. Diisiik pH ve
sicaklik, gida iirlinlerinde antosiyanin stabilitesini desteklemektedir (Liu ve ark., 2018).
Ancak gida isleme proseslerinde gidalar yiiksek sicakliklara ve farkli pH degerlerine
maruz kalabilmektedir. Genel olarak, glikosilasyon ve asilasyon, antosiyaninlerin yapisal

stabilitelerini gelistirmektedir. Ornegin, di-, tri- veya poliasillenmis antosiyaninler,



monoasillenmis ve basit formlara kiyasla gelismis stabiliteye sahiptir (Mazza ve ark.,
2004). Gida islem proseslerine olan dayanimini arttirmak amaciyla kopigmentasyon,
cesitli metal iyonlar1 ile komplekslestirme, cesitli organik asitlerle asilasyon ve
enkapsiilasyon uygulamalar1 yapilmaktadir (Alappat ve Alappat, 2020). Sayilan
yontemlerle stabilitesi arttirilan antosiyaninler farkli gidalarda renklendirici olarak
kullanilmaktadir. Bunlar ¢ogunlukla yogurt, karisik meyve sulari, ekmek, kek, kurabiye,
jole, kefir ve karbonatli sular olarak sayilmaktadir (Kanatt, 2020).

2.1.3. Antosiyaninlerin biyolojik 6zellikleri

Antosiyaninler, pozitif yliklii oksijen atomlar1 nedeniyle diger flavonoidlerden
daha yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahiptir (Kong ve ark., 2003). Antosiyaninlerin
antioksidan aktivitesi, B halkasindaki hidroksilasyon derecesinin yani sira asilasyon ve
glikosilasyonun tipi ve kapsamina baghdir (Sadilova ve ark., 2006). B halkasindaki
hidroksilasyon antioksidan kapasiteyi arttirmaktadir (—OH >—OCH3 > —H). Antioksidan
kapasite bakimindan antosiyanidinler delfinidin > petunidin > malvidin= siyanidin >
peonidin > pelargonidin seklinde siralanmaktadir (Pojer ve ark., 2013). Ayrica,
glikosilasyon, antosiyaninlerin hidrojen verme, metal selatlama ve elektron
delokalizasyon yeteneklerini azaltarak, aglikon formlarina kiyasla serbest radikal
stiptirme kabiliyetini azaltmaktadir (Zhao ve ark., 2014). C3 ve C5 pozisyonundaki seker
birimleri ne kadar fazlaysa, antioksidan aktivite o kadar diisiik olmaktadir (Sadilova ve
ark., 2006). Kisaca antioksidan aktivite B halkasindaki hidroksil gruplarinin sayisi ile
artarken, A ve C halkasina bagh glikozil gruplarinin sayisi ile azalmaktadir. Sekil 2.3’de
dogada en yaygin bulunan antosiyanin olan siyanidinin antioksidan mekanizmasi

gosterilmistir.



Psddokinon totomerizasyonu

Sekil 2.3. Siyanidinin antioksidan mekanizmasi

Antosiyaninler, ndronal hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet,
iltihap ve diger bir¢ok hastaligi onlemeye yardimci olan giiclii antioksidan aktiviteye
sahiptir. Antosiyaninlerin kanseri tedavi etme (Nichenametla ve ark., 2006) ve insan
beslenmesini gelistirmede (Stintzing ve Carle, 2004) etkili oldugu ve timér olusumunu
baskiladigi bildirilmektedir (Koide ve ark., 1996). Antosiyaninlerin kan damarlarini
gevsettigi ve kan damar1 duvarlarini kaplayan endotel hiicrelerinin biitiinliigiinii korudugu
bulunmustur. Antosiyaninlerin diger saglik yararlar1 arasinda alerjiyi azaltma, kalp
sagligint koruma (Basu ve ark., 2010), gérme 6zelligini iyilestirme (Ghosh ve Konishi,
2007) ve iilseri tedavi etme (Moskovitz ve ark., 2002) sayilabilmektedir.



2.1.4. Antosiyaninlerin stabilitesi iizerine etkili faktorler
21.41.pH

Molekiiler yapilarinin iyonik olmasi nedeniyle, antosiyaninlerin rengi ortam pH
degerinden etkilenmektedir. Antosiyaninler, ortam pH degerine bagli olarak dort farkl
kimyasal formda bulunmaktadir; flavilyum katyon (kirmizi, pH 1-3), karbinol psédobaz
(renksiz, pH 4-5), notr kuinoidal baz (mor veya mavi, pH 6-7) ve kalkon (renksiz, pH 8-
9) (Oliveira ve ark., 2020). Asidik bir ortamda (pH 1-3) antosiyaninler, suda ¢oziintirligii
daha yiiksek olan flavilyum katyonu (kirmizi renk) seklinde bulunmaktadir ve bu form
ayni1 zamanda kirmizi ve mor renkten de sorumludur. 4-5 arasindaki bir pH degerinde
karbinol psédobaz ve renksiz bilesikler olan kalkon ortaya ¢ikmaktadir. Son olarak, 7'den
yiiksek bir pH degerinde antosiyaninler, ikame gruplarina gore bozunmaktadir. Bununla
birlikte, antosiyaninlerin dort formu pH 4-6 araliginda bir arada bulunabilir, bu formlarin

dengesi flavilyum katyonu tarafindan korunmaktadir (Sekil 2.4) (Pina ve ark., 2012).

Flavilyum Karbinol
katyonu psddobaz
(pH 1-3) (pH 4-5)

Anyonik
Kalkon kinonoidal baz
(pH 8-9) (pH 7-8)

Sekil 2.4. Antosiyaninlerde pH’ya bagl renk degisimi



2.1.4.2. Sicakhk

Sicaklik, antosiyaninlerin molekiiler stabilitesini etkileyen en 6nemli faktdrlerden
birisidir. Sicaklik 60 °C'ye yiikseldiginde stabilitenin bozulup antosiyaninlerin renksiz
kalkon formuna doniistiigii bildirilmistir (Graf ve ark., 2013). Antosiyaninlerin yiiksek
sicaklik ortamina maruz kaldiklarinda ciddi sekilde zarar gorebilecekleri ve igeriklerinin
onemli dlgiide azalabilecegi genel olarak kabul edilmistir (Lin ve Chou, 2009; Mulinacci
ve ark., 2008). Isil islem nedeniyle antosiyaninler, glikosilasyon, boliinme ve
polimerizasyon gibi mekanizmalar ile bozunmaya ugramaktadir (Rodriguez-Amaya,
2019). Sicakligin artisiyla monomerik antosiyaninlerden kaynaklanan renk yogunlugu
azalirken, kahverengi pigment/polimer fraksiyonu miktar1 artmaktadir. Sadilova ve ark.
(2006), miirver antosiyanin igeriginde 95 °C sicaklikta 3 saatlik 1sitma sonucunda %50
azalma meydana geldigi bildirilmistir. Uziim &zleri iizerine yapilan bir ¢alismada, 35
°C'de 1s1l islemin toplam antosiyanin iceriginin, 25°C'lik bir 1s1l igleme tabi tutulan ayni
tiziim 6zl ile karsilastirildiginda %50 daha az oldugu ortaya koyulmustur (West ve
Mauer, 2013). Yaban mersini piiresi liretiminde uygulanan agartma ve pastorizasyon (95
°C sicaklikta 3 dakika) gibi yiliksek sicaklik gerektiren 1sil islemler, taze meyvede
gbzlenen miktara kiyasla toplam monomerik antosiyaninlerin %43'liniin kaybina neden
olmustur (Brownmiller ve ark., 2008).

Ote yandan antosiyaninlerin par¢alanmasina neden olan polifenoloksidaz (PPO)
enzimi kisa siireli bir 1s1l islemle inaktive edilerek sicakligin faydali bir etkisi ortaya
koyulabilir (Patras ve ark., 2010; Ziabakhsh Deylami ve ark., 2016). Sicakligin bu sekilde
antosiyaninlere zararli olan dogal enzimleri inhibe ederek antosiyaninlerin stabilitesini

iyilestirdigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (He, 2008).
2.1.4.3. Oksijen

Antosiyaninlerin doymamis kimyasal yapist nedeniyle, bu bilesikler molekiiler
oksijen ile reaksiyona girmeye fazlasiyla yatkindirlar (Schwartz ve ark., 2017). Oksijenin
varligi, oksidatif mekanizma yoluyla ve polifenol oksidaz gibi oksitleyici enzimler
vasitasiyla antosiyaninlerin bozunmasina yol agabilmektedir (Alvarez-Suarez ve ark.,
2021). Oksijen varliginda bu enzimler, fenolik asitlerin o-kinona oksidasyonunu katalize
etmektedir ve olusan kinon kahverengi polimerik Triinleri olusturmak igin
antosiyaninlerle reaksiyona girmektedir (Kader ve ark., 1999). Oksijen ayrica, askorbik

asit oksidasyonunu kolaylagtirmakta, hidrojen peroksit miktarini arttirmakta ve daha fazla
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antosiyanin bozunmasina neden olmaktadir (Ghareaghajlou ve ark., 2021). Antosiyanin
cozeltisinden oksijenin uzaklastirilmasi termal bozunmay1 6nlemektedir. Yiiksek sicaklik
ve oksijenin varliginin, bu bilesiklerin stabilitesini etkileyen tiim faktorler arasinda en
zararli kombinasyon oldugu kanitlanmigtir (Cavalcanti ve ark., 2011). Ayrica
antosiyaninler peroksiradikaller gibi oksijen radikalleriyle reaksiyona girdiginden
antioksidan karaktere sahiptirler ve bu bilesikleri kardiyovaskiiler hastaliklara karsi

faydali kilmaktadirlar (Enaru ve ark., 2021).
2.1.4.4. Isik

Isik, fotokimyasal reaksiyonlar1 (fotooksidasyon) uyararak antosiyaninleri
bozabilmektedir. Isik etkisiyle antosiyaninin bozulmasi iki numarali karbon halkasinin
aglikon kisminin kalkon gibi renksiz bilesikler olusturacak sekilde agilmasiyla
gerceklesmektedir (Hendry ve Houghton, 1996; Maccarone ve ark., 1987). Bozunma
mekanizmasi biiylik 6l¢lide flavilyum katyonunun uyarilmasiyla gergeklesmektedir
(Oliveira ve ark., 2020). Isigin neden oldugu antosiyanin bozunmasinin son {iriinleri,
termal bozunma fiirtinleri ile benzerdir. Fotodegradasyon reaksiyonuna karsi asillenmis
diglikozit igeren antosiyaninler, asillenmemis diglikozitli antosiyaninlerden; diglikozit
yapisindaki antosiyaninler monoglikozit yapida olanlardan daha stabildir (Cai ve ark.,
2022).

Oda sicakliginda saklanan ve 10 saat floresan 1s1g1na maruz birakilan dut meyvesi
ekstraktlarinin antosiyanin igerigi ve antioksidan aktivitesinde Onemli bir azalma
gozlenmistir. Ekstraktin 1s18a maruz kalma siiresi ne kadar uzun olursa, antosiyanin
icerigi ve antioksidan aktivisinin o kadar azaldigi bildirilmistir (Aramwit ve ark., 2010).
Chen ve ark. (2018), ¢alismalarinda kirmizi lahana antosiyaninlerinin fotostabilitesini
degerlendirmis ve antosiyaninlerin bozunmasinin dogal oda 15181 ve simiile edilmis giines
15181 altinda arttigini bulmustur. Pencere 15181na maruz kalan iziim suyunun renk yari
omrii, ayn1 saklama kosullarinda karanlikta bekletilen {iriiniin %50'si olarak tespit

edilmistir (Gomes ve ark., 2021).

2.1.4.5. Askorbik asit

Askorbik asit bir antioksidan olarak, meyveler ve meyve iirlinlerindeki
antosiyaninler ve diger polifenoller gibi biyoaktif bilesiklerin stabilitesini etkilemektedir

(Martinsen ve ark., 2020). Oksijen varliginda askorbik asit, antosiyaninlerin bozunmasini
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hizlandirmaktadir (Levy ve ark., 2019). Hem oksijen hem de askorbik asit seviyeleri
yiiksek oldugunda, parcalayict etki daha belirgindir. Bakir iyonlarmin da bu siireci
hizlandirdig: bilinmektedir (Hocine ve ark., 2018).

Antosiyaninlerin  askorbik asit tarafindan bozulmast 3 farkli sekilde
gerceklesmektedir. 11k olarak, C4 pozisyonunda askorbik asit ve antosiyaninler arasinda
bir yogunlasma reaksiyonu gdzlenmistir (Huang ve ark., 2021). Ikinci olarak, bir
molekiiler oksijen aktivatorii olarak askorbik asit, antosiyaninlerin piridin halkasini kiran
serbest radikaller iiretebilir, ancak bu siire¢ ilk reaksiyondan c¢ok daha diisiikk bir
yogunlukta meydana gelmektedir (De Rosso ve Mercadante, 2007). Ugiincii olarak
askorbik asit bir otooksidasyon reaksiyonu yoluyla hidrojen peroksit ve dehidroaskorbik
aside ayrigsmaktadir. Hidrojen peroksit, yukarida bahsedildigi gibi bozunmaya neden
olurken, dehidroaskorbik asit antosiyaninleri kahverengi polimerlere doniistirmektedir
(Tiwari ve ark., 2009).

Li ve ark. (2014) askorbik asitin 4 °C ve 25 °C'de antosiyaninlerinin bozunma
oranini arttirdi@ini belirlemistir. Bu ¢alismada 360 mg/L'lik askorbik asit seviyesindeki
bozunma hizinin, 120 mg/L'dekinin on katindan fazla oldugu ortaya konulmustur.

Ote yandan askorbik asitin asillenmis antosiyaninlerin stabilitesini artirabildigi
(Barbosa ve ark., 2021) ve antosiyaninleri enzimatik bozulmadan koruyabildigini

gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (Cavalcanti ve ark., 2011; Talcott ve ark., 2003).
2.1.4.6. Sekerler

Meyve sulari, sarap ve receller gibi farkli gidalarda yaygin olarak bulunan
sekerlerin antosiyanin stabilitesi iizerine etkisiyle alakali pek ¢ok ¢alisma yapilmis ve
farkl1 etkileri ortaya koyulmustur (Hubbermann ve ark., 2006). Seker, antosiyaninlerin
stabilitesini desteklemektedir. Antosiyanin igeren sistemin su aktivitesini azaltarak suyun
antosiyanin molekiilleri {izerindeki niikleofilik saldirisin1 yavaslatmaktadir. Yani sekerin
koruyucu etkisi, disakkarite (sakaroz) kiyasla monosakkaritlerin (glikoz ve fruktoz) daha
yiiksek etkinligi ile kanitlanan su aktivitesinin azalmasina bagl bulunmaktadir (Huang
ve ark., 2021). 90 °C'de 1sitilmis bogiirtlen suyuna %10'luk konsantrasyonda glikoz ve
trehaloz gibi sekerler eklendiginde o6zellikle bir kopigment (klorojenik asit) varliginda,
depolama sirasinda antosiyaninlerin stabilitesinin arttig1 ortaya koyulmustur (Kopjar ve

Pilizota, 2011).
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Bununla birlikte, diisiik konsantrasyonda seker ve bozunma {iriinleri antosiyanin
stabilitesini azaltict etki gosterebilmektedir. Ornegin, Maillard reaksiyon iiriinlerinin
(furfural ve hidroksimetilfurfural) pigment bozulmasindan sorumlu oldugu ortaya

koyulmustur (Cai ve ark., 2022).
2.1.4.7. Enzimler

Antosiyaninler, glikozidazlar (antosiyanazlar), PPO ve peroksidazlar gibi bitki
dokularindaki enzim sistemleri tarafindan pargalanabilmektedir (Grace ve ark., 2014). Bu
enzimler bitki tarafindan iretilebilmekte, dokularinda bulunabilmekte veya mikrobiyal
kontaminasyonun bir etkisi olarak ortaya c¢ikabilmektedir. Ayrica meyve suyuna isleme
esnasinda eklenen enzimler nedeniyle de antosiyanin kaybi meydana gelebilmektedir.
Glikozidazlar, antosiyaninlerin glikozidik baglarimi pargalayarak antosiyaninlerin
renksizlesmesine neden olmaktadirlar (Seeram ve ark., 2001). Peroksidaz ve fenolazlar
ise antosiyanin stabilitelesini dolayli olarak etkilemektedir (Marszatek ve ark., 2017).
PPO ve peroksidazlar bitki dokularinin enzimatik esmerlesmesinde rol oynayan baslica
enzimlerdir. Antosiyaninlerin ilk olarak B-glukosidaz tarafindan hidrolize edilerek PPO
ve/veya peroksidaz tarafindan oksitlenebilen antosiyanidinleri olusturdugu one
striilmiistiir. PPO basit fenolleri okside ederek antosiyaninlerle reaksiyona girip
kahverengi pigmentlerin olusturan o-kinonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu
enzimler hafif 1sitma ile etkisiz hale getirilebilir ve bu nedenle yapilan ¢alismalarda
yaklasik 50°C'ye kadar 1sitma ile enzim inaktif edilip antosiyaninlerin stabilitesinin

arttiralabilecegi bildirilmistir (Patras ve ark., 2010).
2.1.4.8.Diger faktorler

Tiim bu faktoérlerin yaninda antosiyaninlerin yapisal 6zellikleri, konsantrasyonu,
stilfitlerin varlig1 ve mikrobiyal etkenler de antosiyaninlerin stabilitesi lizerinde etkilidir
(Farr ve ark., 2018).

Aglikona bagl glikozil birimleri ve asil gruplar1 ile hidroksil ve metoksil
gruplarmin sayist ve yerlesimi, antosiyanin molekiiliiniin stabilitesi ve reaktivitesi
izerinde onemli bir etkiye sahiptir (Askin ve Kiigiikdner, 2019). Metoksil grubu arttik¢a
antosiyanin stabilitesi artarken, hidroksil grubu arttikga azalmaktadir. Asillenmis
antosiyaninler, flavilyum katyonunun pirilyum halkas1 ile asil gruplarinin yigilmasi

nedeniyle stabildirler. Boylece kromoforlari, kalkon veya psddobaz sentezine yol agan



13

suyun niikleofil saldirisindan korumaktadirlar (Giusti ve Wrolstad, 2003). Asillenmemis
antosiyaninlerde renk stabilitesinin, molekiiller aras1 kopigmentasyon mekanizmasina
(m—m etkilesimi, dipol-dipol ve hidrojen bagi etkilesimleri) bagli oldugu varsayilmaktadir
(Li ve ark., 2012). Artan antosiyanin konsantrasyonu, renk stabilitesini arttirmaktadir
(Giusti ve Wrolstad, 2003).

Kiikdirt dioksit, meyve ve sebze muhafaza endiistrisinde antimikrobiyal olarak ve
esmerlesmenin engellenmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Hocine ve ark., 2018).
Ote yandan, yiiksek siilfit konsantrasyonlarinda (10 g/kg'dan fazla) kiikiirt bilesikleri
antosiyanine 2 veya 4 pozisyonlarinda baglanip renksiz kiikiirt tiirevi yapilar
olugmaktadir (Cavalcanti ve ark., 2011).

Jiang ve ark. (2019a), siilfitlerle muamele edildiginde antosiyaninlerinin tamamen
renksizlesebilecegini gostermistir. Siilfitlerin antosiyaninleri renksizlestirme reaksiyonu
HSOs- elektrofilik C4 pozisyonunda antosiyanin molekiillerine saldirmasiyla
gerceklesmektedir. Antosiyaninlere SOz baglanmasiyla renginin bozulmasi, antosiyanin
molekiillerindeki konjuge c¢ift bag sisteminin yikilmasiyla meydana gelmektedir (Berké

ve ark., 1998).
2.2. Antosiyaninlerin Stabilizasyonu
2.2.1.Asilasyon

Karmasik glikosilasyon ve asilasyon modellerine sahip olan asillenmis
antosiyaninler, asil gruplarinin baglanmasindan kaynaklanan yapisal degisiklik sayesinde
benzersiz islevlere ve asillenmemis tiirlere kiyasla gesitli avantajlara sahiptir (Luo ve ark.,
2022). Asillenmis antosiyaninler, bir¢ok bitki tiirlinde dogal olarak bulunmaktadir ve
kokler, govdeler, cicekler ve meyveler gibi hemen hemen tiim bitki kisimlarina
dagilmaktadir (Matsufuji ve ark., 2007). Dogada, antosiyanin molekiilleri, seker
kalintilarinin p-kumarik, kafeik, ferulik, gallik, malonik, malik ve siiksinik asitler gibi
cok cesitli organik asitlerle esterlestirilmesi yoluyla asillenebilmektedir. Asilasyon,
hidrofobik ve n-n etkilesimleri yoluyla antosiyanin stabilitesinin gelistirilmesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Xu ve ark., 2015). Ayrica in vitro olarak kimyasal ve enzimatik
asilasyon ile olusturulabilirler. Bu sekilde olusturulduklarinda asillenmemis
antosiyaninlere kiyasla organik c¢oziicillerde daha iyi stabiliteye ve daha yiiksek
cozlinilirliige sahiptirler. Asillenmis antosiyaninlerin yapisal tanimlanmasi i¢in yaygin

olarak kullanilan yontemler arasinda TLC, HPLC ve HPLC-MS gibi kromatografik
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yontemler (Li ve ark., 2013; Zhao ve ark., 2014) ve UV-Vis spektroskopisi (Li ve ark.,
2019), FTIR (Lu ve ark., 2010) ve NMR (Kirby ve ark., 2013; Terahara ve ark., 2009)
gibi spektroskopik yontemler bulunmaktadir.

Asilasyon, alifatik asil donorleri veya aromatik asil donorleri tarafindan hidroksil
gruplarinin esterlestirilmesidir. Boylece degisken fiziksel ve biyolojik 6zelliklere sahip

cesitli tirtinlerin tiretimine katkida bulunur (Cunningham ve Edwards, 2008).
2.2.2.Enkapsiilasyon

Antosiyaninlerin bozulmasini 6nlemek i¢in etkili bir teknoloji olarak kabul edilen
kapsiilleme islemi, aktif materyalin fonksiyonel 6zelliklerinin gelistirilmesi, raf dmriiniin
uzatilmasi, olumsuz ¢evre sartlarina karsi korunmasi ve kontrollii salinim saglanmasi gibi
amaclarla uygulanan bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Cekirdegin partikiil boyutu
makro (>5000 um), mikro (1-5000 um ve nano (<l pm) olarak siniflandirilmaktadir
(Jafari ve ark., 2016). Son ¢alismalar, kapsiilleme tekniginin, antosiyaninlerin stabilitesini
ve biyoerisilebilirligini iyilestirmenin yani sira act ve buruk tat dahil olmak iizere hos
olmayan tatlarin1 maskelemek amaciyla etkili ve pratik bir strateji olabilecegini 6ne

stirmektedir (Ballesteros ve ark., 2017).

2.2.2.1. Mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsiilasyon, mikrometre veya nanometre boyutlarinda kapsiiller
olusturmak amaciyla c¢ekirdek malzemeyi duvar malzemesi ile kaplama islemidir
(Mahdavi, ve ark., 2016a). Bu islemde, aktif ¢ekirdek malzemesi olarak kati, sivi veya
gaz halindeki maddelerin bir duvar veya tasiyict malzeme olarak bir polimere
hapsedilmesiyle ¢ok bilesenli bir yap1 olusturulmaktadir (Corréa-Filho ve ark., 2019). Bu
islem kullanilarak elde edilen firiinler, 1 ila 1000 um arasinda degisen boyutlara sahiptir.
Mikrokapsiilasyon yoluyla iiretilen yapilar mikrokiire, mikrokapsiil ve mikropartikiil gibi
cesitli sekillerde olabilmektedir.

Mikroenkapsiilasyon isleminde kaplama materyali olarak polisakkaritler (nisastalar,
maltodekstrinler, modifiye nisasta, dekstrin, siikroz, seliiloz, kitosan, gam arabik, aljinat,
karagenan, misir suruplar1 ve arap zamki), lipidler (mum, parafin, stearik asit, mono- ve
digliseritler) ve proteinler (jelatin, kazein, siit serumu, soya ve bugday proteini) dahil
olmak tizere farkli malzemeler kullanilmaktadir (Desai ve Jin Park, 2005; Favaro-

Trindade ve ark., 2008). Mikroenkapsiilasyon isleminde kaplama metodu olarak
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puskiirterek kurutma, liyofilizasyon ve elektrosprey/dondiirme gibi fiziksel yontemler,
inklizyon komplekslerinin  olusumu gibi kimyasal yontemler, lipozomlar,
emiilsifikasyon, koaservasyon ve iyonik jellesmeden olusan fizikokimyasal yotemler

kullanilmaktadir (Mohammadalinejhad ve Kurek, 2021).

2.2.2.2. Nanoenkapsiilasyon

Antosiyanin pigmentlerinin uzun siire muhafaza edilip korunabilmesi ve gida
proseslerine katilabilecek kararlilikta olabilmesi amaciyla uygulanan islemlerden biride
nanoenkapsiilasyondur (Matalanis ve ark., 2011). Nanoenkapsiilasyon, biyoaktif
molekiilleri isleme ve depolama sirasinda kimyasal ve biyolojik faktorlerden korumak
amaciyla direncli biyomalzemelerle kaplandigi bir dizi tekniktir. Mikroenkapsiilasyon,
biiyiik partikiil boyutlar1 nedeniyle simirli kapsiilleme etkinligi gostererek molekiiler
stabiliteyi ve bilesenin absorpsiyonunu engelleyebilmektedir. Bu nedenle daha kiigiik
molekiiler boyutta olan nano 6l¢ekli partikiiller cok sayida avantaj sunmaktadir (Chen ve
ark., 2019). Nanokapsiiller, ¢aplar1 1 ila 1000 nm arasinda degisen aktif maddeler igeren
biyopolimerlerdir (Rosales ve Fabi, 2022). Kiigiik boyutlar1 ve molekiiler stabiliteleri
nedeniyle nanokapsiillii antosiyaninlerin oral alimdan sonra biyoerisilebilirligi
artmaktadir (Sekhon, 2010). Nanoenkapsiilasyon molekiiler stabiliteye ek olarak, diger
gida bilesenleri ile etkilesimi 6nlemekte bdylece farkli matris kompozisyonlarina sahip
gidalara eklenme potansiyeli gostermektedir (Carrasco-Sandoval ve ark., 2021).
Antosiyaninler i¢in kaplama materyali olarak kullanilan baglica gida kaynakl
biyopolimerler polisakkaritler, proteinler ve lipitlerdir (Sharif ve ark., 2020).
Antosiyaninlerin nanokapsiilasyonunda en c¢ok kullanilan tekniklerden  biri
biyopolimerlerin kendi kendine montajidir. Bu teknikte, antosiyaninler gibi kiiciik
biyoaktif bilesiklerin kapsiillenmesi i¢in zit yiiklere sahip kaplama materyalleri arasinda
olusturulan elektrostatik etkilesimlerle nanokapsiiller elde edilmektedir (Akbari-Alavijeh
ve ark., 2020; Quadrado ve Fajardo, 2020). Antosiyaninlerin kapsiillenmesinde 6ncelikle
dogru antosiyanin kaynagi se¢ilmeli, se¢ilen kaynaktan antosiyaninler organik ¢oziiciiler
(su, aseton, etanol ve metanol) kullanilarak ekstrakte edilmeli, kaplama materyali olarak
polisakkaritler, proteinler ve lipitler gibi gida kaynakli biyopolimerlerden uygun olan
secilmeli ve uygun nanokapsiilasyon teknigi (kendi kendine montaj, koaservasyon,
puskiirterek kurutma, elektrosprey, lipozomal sistem) kullanilmalidir (Rosales ve Fabi,

2022). Yiiksek sicakliklar kullanan bazi yontemler, antosiyaninleri bozabileceginden,
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dogru sicakligi segmek onemlidir. Antosiyaninlerin alkali pH'daki kararsizlig1 nedeniyle
pH da dikkatli bir sekilde gozlemlenmelidir. Molekiiler biitiinliigiin korunmasi igin
nanoyapilarin hazirlanmasi sirasinda antosiyanin optimal pH araliginda kalmalidir (Fang
ve Bhandari, 2010; Ghasemi ve ark., 2017). Farkli enkapsiilasyon metotlarinin

uygulandigi ¢alismalar (Cizelge 2.1) asagida verilmistir.



Cizelge 2.1. Enkapsiilasyon ile ilgili yapilan ¢aligmalar
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Enkapsiilasyon metodu

Cekirdek

Kaplama materyali

Sonug¢

Referans

Mikroenkapsiilasyon, Yabanmersini antosiyanin soya proteini izolatt ve yiitksek Antosiyaninlerin in  vitro Pan veark. (2022)
puskiirterek kurutma ekstrakti metil pektin karigimi salimimi ve depolama stabilitesi

arttirilmisgtir.
Mikroenkapsiilasyon, Dut antosiyanin ekstrakti PASP Sindirilebilirlik arttirilmistir. Khalifa ve ark. (2021)
puskiirterek kurutma
Mikroenkapsiilasyon, Berberis vulgaris Maltodekstrin, arabik gam, Antosiyanin stabilizasyonu Maryam (2021)
puskiirterek kurutma PASP saglanmustir.

Mikroenkapsiilasyon, molekiiler
Inkliizyon

Bogiirtlen piiresi

B-siklodekstrin

Termal stabilite saglanmustir.

Fernandes ve ark. (2018)

Mikroenkapsiilasyon, cift Uziim cekirdegi Guar gam Antosiyanin stabilitesi de Almeida Paula ve ark. (2018)
emiilsiyon saglanmustir.
Mikroenkapsiilasyon, lipozom  Kara  miirver  antosiyanin Soya lesitini Kararl lipozomlar elde Bryta ve ark. (2015)
ekstrakti edilmistir.
Mikroenkapsiilasyon, Mor musir ve yaban mersini 6zii ~ Aljinat ve pektin Fotodegredasyon orant  Guo ve ark. (2018)
biyopolimer partikiilleri azaltilmistir.
Mikroenkapsiilasyon, Hibiskus antosiyaninleri Maltodekstrin, arap zamki, Coziiniirlik arttirilmstir. Q.-D. Nguyen ve ark. (2022)
puskiirterek  ve  dondurarak iniilin ve konjak glukomannan
kurutma ile ikili karisimlar
Mikroenkapsiilasyon, Cilek nektar Aljinat, PASP, pullunan Istenen canli renk elde Morsy ve ark. (2022)
elektrodondiirme edilmistir.
Mikroenkapsiilasyon, Jambolan ekstrakti Zein Termal stabilite arttirilmistir. dos Santos ve ark. (2022)
elektrodondiirme
Nanoenkapsiilasyon, lipozom Bogiirtlen Pektin Antosiyanin stabilitesi Rosales ve Fabi (2022)
arttirllmistir. Yontem gida katki
maddesi  liretmeye  uygun
bulunmustur.
Nanoenkapsiilasyon, lipozom Kirmizi lahana Fosfatidilkolin Uretilen nanolipozomlar  Ghareaghajlou ve ark. (2022)
depolama stabilitesi

gostermistir.
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Nanoenkapsiilasyon, iyonik  Siyah havug Kitosan Antosiyaninlerin in  vivo Chatterjee ve ark. (2021)
jelasyon antioksidan aktivitesi

gelistirilmistir. ~ Stabilite  ve

biyoyararlanim arttirilmistir.
Nanoenkapsiilasyon, Iyonik  Siyah piring Kondroitin siilfat ve kitosan Stabilite ve biyolojik aktivite Liang ve ark. (2019)
jelasyon arttirllmustir,
Nanoenkapsiilasyon, Iyonik Yaban mersini Kitosan hidrokloriir ve Antosiyaninin ¢evresel sartlara Ge ve ark. (2018)
jelasyon karboksimetil kitosan kars1 stabilitesi arttirilmustir.
Nanoenkapsiilasyon, ¢ift Antosiyanin ekstrakti Guar gam Termal stabilite arttirilmistir de Almeida Paula ve ark. (2018)
emiilsiyon
Nanoenkapsiilasyon, Miirver oziitii Kitosan, kondroitin siilfat Antosiyaninin antioksidan Tan ve ark. (2018)
koaservasyon Ozelligi ve depolama stabilitesi

gelistirilmistir.
Nanoenkapsiilasyon, Bogiirtlen ekstrakti Polivinilpirolidon Antioksidan kapasite ve termal Machado ve ark. (2018)
puskiirterek kurutma, stabilite gelistirilmistir.

dondurarak kurutma ve siiper
kritik antisolvent
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2.2.3 Kopigmentasyon

Kopigmentasyon, meyve, sebze ve ¢igeklerde mavi, menekse ve kirmizi gibi belirli
renklerin korunmasini saglayan kovalent olmayan komplekslesmeye dayali dogal bir siirectir
(Yoshida ve ark., 2009). Kopigmentasyon, antosiyaninleri yiiksek sicaklik, 1sik ve oksijen gibi
faktorlere karsi stabilize etmek i¢in uygulanan etkili bir yontem olarak bilinmektedir. Bu islem
antosiyaninlere 0Ozgiidir ve diger polifenollerde go6zlemlenmez (Kammerer, 2016).
Antosiyaninler genisletilmis n-konjuge sistemleri nedeniyle, fenolik asitler ve flavonoidler gibi
kopigmentlerle kolayca supramolekiiler yapilar olusturabilmektedirler. Son zamanlarda gida
endiistrisinde tiiketicilerin algisiyla dogrudan iligkili olan renk paletini gelistirmeyi saglayan
kopigmentasyon islemine artan bir ilgi vardir (Trouillas ve ark., 2016).

Potansiyel olarak kopigment olarak kullanilabilecek on binin {izerinde bilesik
mevcuttur. Genel olarak, kopigmentler n—n etkilesimlerini destekleyen m konjuge sistemlere ve
OH ve C=0 gibi hidrojen bag1 verici/alict gruplara sahip olmalidirlar (Trouillas ve ark., 2016)
(Sekil 2.5). Tanimlanan baslica dogal kopigmentler hidrolize edilebilir tanenler, flavonoidler
(flavonolleri, flavonlari, flavanoller), fenolik asitler, antosiyaninler, alkaloidler, amino asitler,
organik asitler, niikleotitler ve polisakkaritler olarak siralanabilirler (He ve ark., 2012). Ancak
bunlarin arasinda fenolik kopigmentler digerlerine oranla daha yiiksek etkinlige sahiptirler.
Kopigmentler, elektronlari oldukg¢a zay1f olan flavilyum iyonlariyla iliski kurabilen 7 -elektron
bakimindan zengin sistemlerdir. Elektron eksikligi olan flavilyum iyonu, n-elektron
bakimindan zengin kopigment ile birlesmekte ve boylece flavilyumun 2 pozisyonunda suyun
niikleofilik saldirisina ve 4 pozisyonunda SO, ve peroksitlere karsi stabilite saglanmaktadir
(Garcia-Viguera ve Bridle, 1999). Kopigmentler genellikle renksizdir. Ancak bir antosiyanik
cozelti ile karistirlldiginda, hiperkromik bir etki (antosiyanin renginin yogunlugunun
kopigmentasyon ile giiclendirilmesi) gosterir ve absorpsiyon spektrumunda (UV-Vis bolgesi)
batokromik kayma [maksimum absorpsiyon dalga boyunun (Amax) goriiniir aralikta daha yiiksek
dalga boyuna kaymasini saglayan bir etkilesim (mavilestirme etkisi)] ger¢eklestirir (Castafieda-

Ovando ve ark., 2009).
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Sekil 2.5. Antosiyanin ve kopigment arasi n—= etkilesimleri

Cizelge 2.2’de son yillarda kopigmentasyon uygulamasi ile ilgili yapilan caligmalar

Ozetlenmistir.

2.2.3.1. Kopigmentasyon tiirleri

Kopigmentasyon reaksiyonlar1 etkilesen tiirlere bagli olarak farkli sekillerde
ger¢eklesmektedir. Bunlar molekiil i¢i kopigmentasyon, molekiiller aras1 kopigmentasyon,
kendi kendine etkilesim ve metal iyonlari ile kompleksasyon olarak gruplandirilmaktadir (Rein,
2005). Bu kompleksler kovalent bag, hidrojen bagi, Van der Waals kuvveti ve komplekslesme
yoluyla olusabilmektedir (Chitgar ve ark., 2018). Flavonoid kopigmentte ne kadar fazla
hidroksil grubu bulunursa, kopigmentasyon ve kompleks olusumu o kadar giicliidiir ve
kompleks olusumu i¢in hidroksil grubunun C7'de yer almasi etkiyi arttirmaktadir. Ayrica,
kopigmentlerin metoksil gruplarinin kopigmentasyon etkisini azalttigi bildirilmistir (Riaz ve
ark., 2016).

Molekiil i¢i kopigmentasyonda, bir organik asit, bir aromatik asil grubu veya bir
flavonoid antosiyaninlere kovalent olarak baglanmakta (Bloor ve Falshaw, 2000) ve katmanli
bir "sandvi¢" yap1 olugturmaktadir. Farkli gruplarin katlanmasi, donmesi ve istiflenmesinden
olusan tgtinciil yapi ile iliskili hidrofobik kuvvetlerden olusmaktadir (Sekil 2.5 C) (Malien-
Aubert ve ark., 2001).

Molekiiller aras1 kopigmentasyon ise antosiyaninlerle renksiz flavonoidlerin veya diger
fenolik bilesikler arasinda zayif hidrofobik kuvvetlerle meydana gelen kopigmentasyon tiiriidiir

(Sekil 2.5 A, E) (Eiro ve Heinonen, 2002).
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Kaynak Kopigmentasyon  Antosiyanin tipi Kopigment Konsantrasyon Sonug Referans
tiirii
Karadut Molekiiller arasi Siyanidin-3-O-glukozit Flavonoidler 1:20 Kamferol, hiperosid, Cao ve ark.
suyu (Kamferol, rutin, rutin, kuersetin ve (2023)
hiperosid, izokuersetinin
kuersetin, kuersitrin ve
izokuersetin, katesinden daha
kuersitrin ve yiiksek hiperkromik
katesin) etki gosterdigi
ortaya koyulmustur.
Frenk Molekiiller arasi Siyanidin-3-O-glukozit Ferulik,  kafeik, 5:1 Kopigmentler Azman ve
liziimil klorojenik ve antosiyanin ark. (2022)
rosmarinik asit ¢ozeltisinin yarl
Omrinii, renk
stabilitesini ve
antioksidan
aktivitesini basariyla
arttirmistir.
Klorojenik ve
ferulik  asit ile
kopigmentasyon
ticari gida
uygulamalar1  igin
daha uygun
bulunmustur.
Yaban Molekiiller arasi Siyanidin-3-O-glukozit Ferulik asit, tannik  %0.5 Tannik asit daha Jung ve ark.
mersini asit yiiksek hiperkromik (2022)
etki gdstermistir.
Kirmizi Molekiiller arast Antosiyanidin-3,5-O-diglukozit Gallik asit, 1:5-1:80; Epikatesin daha Zhao ve ark.
sarap Antosiyanidin-3-O-glikozit epikatesin, 1:5-1:80; yiiksek hiperkromik (2022)
kuersetin-3-O- 1:0.5-1:25 etki ve batokromik
glukozit kayma géstermistir.
Uziim Molekiiller arast Siyanidin-3-0-glukozit Ferulik asit, kafeik  1:10, 1:50, 1:100, Cesitli organik Lv ve ark.
kabugu asit, tannik asit, 1:150 asitlerle (2022)

siringik asit
tartarik asit

kopigmentasyonun
renk  yogunlugunu
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arttirdig
bulunmustur.
Tannik asit, tartarik
asit ve ferulik asit
icin optimum oran
1:150 digerleri igin

1:100 olarak
bildirilmistir.
Mor  tath Molekiil ici ve Peonidin-3-sofrozite-5-glukozit, Gallik asit, ferulik 851 mg, 971 mg, Renk yogunlugu Qian ve ark.
patates Molekiiller arasi Siyanidin-3-soforozit-5-glukozit asit, kafeik asit 901 mg artmistir. (2017)
kopigmentasyon,
kendi kendine
birlesme
Lycium Molekiiller arasi Petunidin—3—O—kumarolirutinozit—5—0O—glukozit Proksilen, ektoin, Proksilen: Proksilen, ektoin ve Deng ve ark.
ruthenicum dipotasyum 10mg/mL dipotasyum (2022a)
Murr. glisirizinat, Digerleri: 100 glisirizinat mavi
o—arbutin, mg/mL rengin  gelismesine
B—arbutin, yardime1 olmustur.
nikotinamid,
ergotionin,
allantoin, inositol
Siyah havu¢ Molekiiller arasi Siyanidin-3-glukozit Saponin, vanilin, 9%0.2 Antosiyanin Chung ve
ekstrakti epigallokatesin kararliligini ark. (2016)
gallat, yesil cay saglamada en giicli
ozl ve kopigment yesil cay
protokatesaldehit ozt olarak
bulunmustur.
Cilek Molekiiller arasi Pelargonidin-3-glukozit Amino asitler 1.5 Aspartik asit, tim Bing6l ve
Pelargonidin-3-rutinosid (aspartik asit, sicakliklarda ark. (2022)
Siyanidin-3-O-glukozit valin, prolin) antosiyanin
stabilitesini
arttirmistir.
Nar ve Molekiiller arasi Siyanidin-3,5-diglukozit, Amino asitler  1:5 Aspartik asit, 90 Tirkyilmaz
portakal Pelargonidin-3,5-diglukozit, (aspartik asit, °C'de siyanidin-3,5- ve ark.
suyu Siyanidin-3-glukozit, valin, prolin) diglukozit (2022)
karigimi Delfinidin-3,5-diglukozit stabilitesini
arttirmistir.  Amino
asitlerle

kopigmentasyon,
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antosiyaninleri
askorbik aside karsi
korumustur.

Siyah havu¢ Molekiiller arasi Siyanidin-3-glukozit Aminoasit (L- %0.1 Ozellikle L-triptofan  Chung  ve
ekstrakti fenilalanin, L- yart Omiir siiresini ark. (2017)
tirozin, L- uzatmistir.
triptofan) ve
polipeptit (e-poli-
L-lisin)
Dut Molekiiller arasi Siyanidin-3-glukozit Peynir altt suyu PASP: 0.16 Rutinin en etkili Chen ve ark.
antosiyanin proteini (PASP) ve  mg/ml kopigment oldugu (2022)
ekstrakti fenolik bilesikler Fenolik bilesikler: — bildirilmistir.
(rutin, gallik asit, 0.8 mg/ml
ferulik asit
epigallokatesin)
Uziim Molekiiller arasi Siyanidin-3-0-glukozit Onceden 1sitilmis  1:1 pH3.2ve6.3terenk He ve ark.
kabugu kazein ve peynir kaybi ve (2016b)
alt1 suyu proteini antosiyaninlerin
bozulmast
Onlenmistir.
Siyah havu¢ Molekiiller arasi Siyanidin-3-glukozit Peynir altt suyu %1 DPASP depolama Chung ve
ekstrakti proteini  (PASP), sirasinda ark. (2015)
denatiire  peynir antosiyanin
alti suyu proteini stabilitesini  6nemli
(DPASP), Ol¢tide arttirmustir.
narenciye pektini
ve pancar pektini
Mor patates, Metal kompleksi Petunidin-3-rutinoside-(p-kumaroil)-5-glukoz, AlP*, Fe®* 1:0.1, 1:0.5, 1:1, Metal iyonlar1 ile Tang ve
siyah  goji petunidin 3-trans-p-kumaroil-rutinosid-5-glikozit 1:2, 1.5, 1:10, Kkopigmentasyon Giusti
meyvesi 1:30, 1:60 renk kararliligi  (2020)
arttirilmistir.
Kirmizi Metal kompleksi  Siyanidin-3-glukozit AP, Ca*, Fe*, 11 Metal iyonlar1 Jakaphan
lahana Sn2* antosiyanin (2017)

stabilitesini olumsuz
etkilemistir. Sn?* en

zararlt etkiyi
olustururken  Al%*
digerlerine  kiyasla
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daha az zarara neden
olmustur.

Yaban Metal kompleksi Malvidin-3-galaktozit, Fe3* %1 Demir iyonlar1 ile Jung ve ark.
mersini delfinidin-3-galaktozid kopigmentasyon (2015)
antosiyanin
stabilitesini
arttirmagtir.
Siyah soya Molekiiller arasi Siyanidin-3-0-glukozit Soya protein  1:1 Antosiyanin Chen ve ark.
fasulyesi izolat1 stabilitesi (2019)
tohumu arttirllmustir.
kabugu Onceden 1s1tma
islemi soya
proteininin  etkisini
arttirmigtir.
Siyah havu¢ Molekiiller arasi Siyanidin-3-glukozit Arap zamki %0.05-5.0 %1.5 arap zamki Chung ve
ekstrakti ilavesi antosiyanin ark. (2016)
kararliligini  6nemli
diizeyde arttirmustir.
Siyah Molekiiller arasi Siyanidin-3-O-glukozit B-siklodekstrin %2 Isik  ve farkli  Aguilera ve
fasiilye depolama kosullar1 ark. (2016)
tohumu altinda

antosiyaninlerin
stabilitesini
arttirmistir.
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2.3. Dogal ve modifiye proteinlerin kopigmentasyonda kullanimi

Proteinler, antosiyanin stabilitesini gelistirmek i¢in mitkemmel biyouyumluluga sahip
umut verici bilesenlerdir. Ayrica proteinlerin son zamanlarda polifenolleri koruyan bir tiir
tastyict gibi davrandigr belirlenmistir. Proteinler, polifenollere kovalent ve kovalent olmayan
baglanma kapasitesine sahip olup, bu nedenle gida sisteminin morfolojisini, antioksidan
kapasitesini, termal stabilitesini, emiilsifikasyon o6zelliklerini ve biyoyararlanimini
etkilemektedir. Baska bir deyisle proteinler, hidrofobik ve hidrofilik etkilesimler, van der Waals
kuvvetleri ve hidrojen baglar1 dahil olmak tizere ¢esitli kimyasal etkilesimler yoluyla
antosiyaninlerle kompleksler olusturmaktadir (Gengdag ve ark., 2022). Yap1 incelendiginde
daha ¢ok tersine gevrilebilir nitelikteki Kovalent olmayan baglanma goériilmektedir. Hidrojen
bagi ve hidrofobik etkilesimler, antosiyanin-protein komplekslerindeki ana kuvvetlerdir.
Hidrofobik etkilesimler esas olarak alifatik proteinler, aromatik amino asitler ve antosiyanin
benzen halkalar1 arasinda meydana gelirken, 6zellikle gii¢lii hidrojen baglar1 antosiyanin
glikozit-protein komplekslerini stabilize etmektedir. Proteinlerin antosiyaninleri koruma
etkinligi ve mekanizmasindaki farkliliklar, antosiyaninleri baglama yeteneklerindeki
farkliliklardan kaynaklanabilmektedir. Ornegin, B-kazeinin, a-kazeinden biraz daha etkili
oldugu bilinmektedir (Tang ve ark., 2022).

Ancak her gida biyopolimerinin antosiyaninler lizerindeki koruyucu etkisi ve etki
mekanizmasi da farklilik gostermektedir ve bu konuda ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Yenilebilir
proteinlerin islenmeden once ¢ok ince 6giitme, mikro pargaciklandirma ve 6n 1sitma gibi 6n
islemlerinin, fizikokimyasal 0Ozelliklerini degistirerek antosiyanin stabilitesini korudugu
gosterilmistir (Chen ve ark., 2019). He ve ark. (2016b) sirasiyla 6nceden 40-100 °C ve 45-60
°C'de 15 dakika 1sitilan kazein ve peynir altt suyu proteinleri ile {iziim kabugu antosiyanin
ekstraktlarinda renk degisikligi iizerinde ¢alismislardir. Onceden 50 °C'de 15 dakika 1sitilan
peynir alti suyu proteinlerinin, antosiyaninlerin termal, oksidatif ve foto-bozunmaya karsi
stabilitesini daha iyi korudugu belirlenmistir. Attaribo ve ark. (2020) 80 °C'de 6nceden 1sitilan
ipekbocegi pupa proteininin, siyanidin-3-O-glikozite karsi en yiiksek baglanma afinitesini
sergilediini ve antosiyanin stabilitesi ilizerinde daha 1iyi bir koruyucu etkiye sahip
oldugunu belirtmistir.

Proteinler, 6zellikle peynir alt1 suyu proteinleri, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen bagi
yoluyla antosiyaninlere yonelik yiiksek baglanma afiniteleri nedeniyle iistiin kopigmentasyon
etkilerine sahiptirler (Chung ve ark., 2015; He ve ark., 2016b; Khalifa ve ark., 2018). Khalifa

ve ark. (2018), peynir alt1 suyu proteininin, antosiyaninlere karsi 6nemli 6lgiide baglanma


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pretreatment
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pretreatment
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/whey-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vitis-vinifera
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bombyx-mori
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pupae
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afinitesi ve stabilitesi gdsterdigini ortaya koymustur. Bu etkilesim peynir alt1 suyu proteininin
boyutunda, hidrofobikliginde ve ikincil yapilarinda degisikliklere neden olmustur. Sonuglar,
peynir alt1 suyu proteini ylizeyinin hidrofobik etkilerinin 6ncelikle peynir alti suyu proteini-
antosiyanin kompleksini sekillendirdigini, bunun daha sonra hidrojen bagi ve van der Waals
kuvvetleriyle stabilize edildigini gostermistir. Son zamanlarda bitki bazli potansiyel protein
kaynaklar1 benzersiz fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle kopigment olarak ilgi ¢cekmektedir
(Wang ve Xie, 2019). Quan ve ark. (2020) model i¢ecek sistemlerinde B-siklodekstrin, peynir
altt suyu proteini ve soya proteininin, mor etli tath patates antosiyanin ekstraktlarinda
antosiyanin renk kaybi1 ve bozulmasi tizerindeki etkilerini arastirmistir. Peynir alti suyu proteini
ve soya proteininin ekstraktlarin termal stabilitesini arttirdigini bildirmistir. Ayrica 100 °C'de
30 dakika bekletilen soya proteininin ilavesi antosiyaninlerin rengini ve termal stabilitesini
iyilestirmistir. Baska bir calismada, depolama sirasinda ii¢ amino asitin (L -fenilalanin, L-
tirozin ve L-triptofan) ve bir peptidin (poli-L-lizin) model i¢eceklerdeki antosiyaninlerin genel
kirmizi rengi iizerindeki etkileri, 40 °C'de ve 151k altinda 7 giin siiresince incelenmistir. Sonug
olarak amino asitlerin eklenmesi, esas olarak hidrojen bag1 yoluyla renk stabilitesini arttirmistir.
Ayrica L-triptofanin, mor havug antosiyaninlerinin renk stabilitesi {izerinde 6nemli bir etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Chung ve ark., 2017).

Literatiirde nanofibrile proteinler ile antosiyanin etkilesiminin arastirildigi sinirli sayida
caligmaya ulasilmistir. Bu c¢alismalardan birinde, siyah piring antosiyaninlerinin termal
stabilitesine dogal ve nanofibrile ipek proteini ile kompigmentasyonun etkileri incelenmistir
(Ma ve Jing, 2020). Yapilan spektrofotometrik ve mikroskobik degerlendirmeler sonucunda
nanofibrile ipek proteinleri ile kopigmente edilen antosiyaninlerin termal stabilitesinin dogal
proteinlerle kopigmente edilenlere kiyasla daha iyi korudugu sonucuna varilmistir [Nanofibrile
ipek proteini-antosiyanin (%60.87) > Ipek proteini-antosiyanin (%57.47) > tek basmna
antosiyanin (%40.33)]. Zhao ve ark. (2020c), ¢alismalarinda kirmizi pancardan elde edilen
betalainin, soya protein izolat: fibrilleriyle etkilesimini incelemislerdir. Soya proteini izolat
fibrillerine betalain baglanmasiyla B-tabaka yapisinda artis meydana gelmistir. Soya protein
izolat1 fibrilleri ile komplekslestirme sonucunda renk kaybininin azaldig: ve betalainin termal
stabilitesinin %55.3'ten %75.9'a ¢iktig1 ortaya koyulmustur. Caligma sonucunda betalain
stabilitesini artirma ag¢isindan nanofibrile soya protein izolatinin, dogal soya proteini izolatina

kiyasla daha iyi oldugu tespit edilmistir.
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2.3.1.Antosiyanin-nanofibrile protein komplekslerinin teorik temelleri

Yapilan bircok caligmada 1sil islem sonucu denatiirasyona ugratilmis proteinlerin
antosiyaninler ile etkilesiminin dogal proteinlere gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Ornegin Chung ve ark. (2015) 1s1l denatiire peynir alt1 suyu proteini ile stabilize edilen
antosiyaninlerin renk bozulmasmin dogal peynir alti suyu proteini ile stabilize edilenlere
kiyasla daha diisiik oldugunu gozlemistir. Bu durum protein denatiirasyonu ile hidrofobik
gruplarin daha fazla agiga c¢ikmasi nedeniyle antosiyanin ile etkilesimlerin artmasi sonucu
gergeklestigi diistiniilmektedir.

Ren ve ark. (2022) dogal ve 1sil islem uygulanmig peynir alti suyu proteinlerinin
antosiyanin stabilizasyonu iizerine etkilerini karsilastirmali olarak arastirmistir. Calisma
sonucunda 1s1l islemin yapidaki a-heliks bolgelerin azalmasina ve B-plaka bolgelerin artisina
neden oldugunu bildirmistir. Zhang ve ark. (2018) soya proteinine uygulanan 1sil islem
sonucunda a-heliks ve B-plaka yapilarinda 6nemli bir degisim gozlenmedigini bildirmistir.
Ancak dogal ve denatiire proteinlere antosiyanin eklenmesinin B-plaka yapilarinda azalma
sagladigint ve bu nedenle antosiyaninlerin B-plaka yapilar1 arasindaki hidrojen baglarim
bozarak burada tutuldugunu diisiindiiklerini bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada da benzer
sekilde papain ve pepsin ile hidrolize edilmis proteinlere siyanidin-3-glukozit eklenmesi ile [3-
plaka yapilarinda 6nemli diizeyde azalma meydana geldigi rapor edilmistir (He ve ark., 2022).

Cizelge 2.3 te goriildiigii gibi 1s1l islemle kiyaslandiginda nanofibrilasyon islemi protein
yapisindaki o-heliks yapilarin1 daha fazla azaltmakta ve B-plaka yapilarim1 daha fazla
artirmaktadir (Alavi ve ark., 2020). Bu nedenle nanofibrile proteinler, antosiyaninler ile asil
etkilesimin gerceklestigi B-plaka yapilar1 bakimindan daha zengindir. Dolayisiyla nanofibrile

proteinler ile antosiyanin etkilesimlerinin daha fazla olacag diistiniilmektedir.

Cizelge 2.3. Nanofibrilasyonun protein yapisi tizerine etkileri (Alavi ve ark., 2020)

Yap1 Dogal 6 saat 1s1tma ile 24 saat 1sitma ile 36 saat 1sitma ile
nanofibrilasyon nanofibrilasyon nanofibrilasyon
| a-heliks | 24.8+0.2 | 21.54+0.3 | 20.0+0.2 | 19.1+0.4
B-plaka 23.7+0.1 36.2+0.5 39.1£0.4 40.0+0.4
B-kivrim 15.6+0.2 16.2+0.2 15.6+0.3 15.0+0.4

Rastgele sarim 35.9+0.2 26.1+£0.3 25.2+0.3 25.9+0.4
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2.4. Protein nanofibrilasyonu
2.4.1. Nanofibrile proteinlerin iiretimi ve etkili faktorler

Proteinler emiilsifikasyon, jellesme, viskoziteyi arttirma ve kdpiirme gibi ozellikleri
nedeniyle bir¢ok gida formiilasyonunda kullanilmaktadir. Ancak proteinlerin bu teknolojik
ozellikleri ortam sartlarina bagli olarak degismektedir (Borzova ve ark., 2016). Nitekim pH,
iyonik gii¢, cesitli mineraller ve diger bilesenler proteinlerin 6zelliklerini keskin sekilde
degistirebilmektedir. Dolayisiyla proteinlerin genis bir aralikta kullanilmasi, teknolojik
ozelliklerinin gelistirilmesi ve ortam sartlarina karsi direncinin arttirilmasi ile miimkiin
olabilmektedir. Bu amagla denatiirasyon, hidroliz ve agregasyon reaksiyonlar1 uygulamalar
gerceklestirilmektedir (Nunes ve Tavares, 2019).

Gida biliminde, dogal olarak globiiler formdaki proteinlerin in vitro kosullarda
nanofibrilasyonu, gida formiilasyonlar1 i¢in yeni bilesenler {iretmek i¢in bir yaklasim olarak
one ¢ikmaktadir. Genel olarak, protein fibrilasyonu teknolojik 6zellikler agisindan (ara ylizey
etkilesimleri, kopiirtme, su ve yag baglama vb.) arzulanan sonuglar saglamaktadir (Mukherjee
ve Gupta, 2017). Buna ¢k olarak, yapilan ¢alismalar fibrilasyonun gida proteinlerinin biyolojik
aktivitesini (dolayisiyla sindirimini) ve antioksidan Ozelliklerini de etkiledigi belirlenmistir
(Mohammadian ve Madadlou, 2016).

Proses kosullarina ve iyonik kuvvetlere bagl olarak proteinlerin termal denatiirasyonu,
esnek iplikler, fibriller ve nano/mikropartikiiller gibi farkli yapilar {tretebilmektedir
(Moayedzadeh ve Madadlou, 2015). Nitekim, izoelektrik noktaya yakin pH degerlerinde
denatiirasyon sicakliklar1 iizerinde 1sitma ile kiiresel agregatlar olusturulurken, izoelektrik
noktaya uzak pH degerlerinde, dogrusal esnek iplikler baskin olarak olusmaktadir (Bolder ve
ark., 2007). Nanofibriller ise proteinlerin elektrostatik itmenin yiiksek oldugu yeterince diisiik
pH degerlerinde (izoelektrik nokta altinda) denatiirasyon sicakligindan yiiksek sicakliklarda
uzun siire 1sitilmasi ile elde edilebilmektedir (Loveday ve ark., 2012).

Proteinlerin izoelektrik nokta altinda (genellikle pH 2) denatiirasyon sicakliginin (>
70°C) tizerinde 1s1l islem wuygulanmasi (genellikle 2-48 saat), globiiler proteinlerin
nanofibrillere doniismesine yol agmaktadir (Sekil 2.6) (Mohammadian ve Madadlou, 2018).
Proteinlerin asidik 1sitma ile nanofibrilasyonu polipeptid modeli ile agiklanmaktadir. Bu
modele gore asidik kosullar altinda proteinler oncelikle hidrolize olmakta ve daha sonra
hidrolize peptitler nanofibriller olugturmak iizere birlesmektedir. Elde edilen fibriller genellikle

1-10 pm uzunluga ve yiiksek oranda anizotropik olan yaklasik 1-10 nm ¢apa sahip olmaktadir.
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Bu nanofibrillerin biiylikligi ve tipi, protein konsantrasyonuna, pH degeri, sicaklik ve 1sitma

stiresine bagl oldugu bildirilmektedir (Moayedzadeh ve Madadlou, 2015).
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Sekil 2.6. Nanofibrilasyon igsleminin mekanizmasi (Kroes-Nijboer ve ark., 2011)

Asidik 1sitma fibrilasyon amaciyla en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu islem diisiik iyonik
giice sahip ortamda uygulanmaktadir. Bu yontemde proteinler dncelikle hidrolize ugramakta ve
peptitler olusmaktadir. Daha sonra olusan bu peptitler ug uca dizilerek zincir formunda fibriller
elde edilmektedir. Bu islem sonunda olusan modifiye proteinler gelistirilmis teknolojik ve
fonksiyonel 6zelliklere sahip olmaktadir (Mohammadian ve Madadlou, 2016).

Islemin yiiksek iyonik giice sahip ortamlarda gerceklestirilmesi (&rnegin CaCl;
varliginda) nanofibril morfolojisinde onemli degisikliklere neden olmaktadir. Nitekim bu
sartlar altinda elde edilen proteinlerin kivrimli (curly) yapiya sahip oldugu ve bu nedenle
teknolojik ozelliklerinin farklilik gosterdigi bildirilmistir (Loveday ve ark., 2012). Diiz
nanofibrillerin daha diizgiin homojen ve tek diize bir yapisi varken, kivrimli nanofibriller

heterojen, kivircik ve daginik bir yapiya sahiptirler (Shi, 2023).
2.4.2. Protein fibril kaynaklar

Protein fibrilleri hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilirler.
Asagidaki tabloda farkli kaynaklardan elde edilen fibrillerle yapilan calismalara ornekler
verilmistir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Farkli kaynaklardan elde edilen fibrillerle yapilan ¢alismalar

Proteinler Fibrillesme sartlari Referanslar
B-laktoglobulin pH 2.0, 80 °C, 48 saat, glisin tamponu Lin ve ark. (2020)
o -Laktalbiimin pH 7.4, 37 °C, 30 saat, 20 mM DTT Talebpour ve Ghahghaei
(2020)
Peynir altt suyu proteini pH 2.0, 80 °C, 24 saat Hu ve ark. (2019)
izolat
fzotatt pH 2.0, 80 °C, 220 rpm’de 10 saat Feng ve ark. (2018)
karistirma
S Tavuk  yumurtas1  beyazi pH 2.0, 60 °C, 72 saat, 200 mM NaCl, Wawer ve ark. (2019)
S lizozimi 100 mM MgCl;, 100 mM AICl;
>
% S1g1r serum albiimini pH 7.4, 65 °C, 8 saat Huo ve ark. (2020)
k-kazein pH 8.0, 37-80 °C, 24 saat, 10 mM fosfat Lee ve ark. (2019)
tampon ¢dzeltisi
Ovotransferrin pH 2.0, 90 °C, 1-6 saat, 150 mM NaCl ~ Wei ve Huang (2019)
Ovalbumin pH 2.0, 90 °C, 24 saat Milosevi¢ ve ark. (2020)
pH 7.0, 78 °C, 22 saat, emiilsifikasyon =~ Huyst ve ark. (2021)
Hemoglobin pH 2.8, 80 °C, 24 saat, 125 mM NaCl Jayawardena ve ark., 2017
Piring glutelini pH 2.0, 85 °C, 4 saat Li ve ark. (2020)
Soya proteini izolati pH 2.0, 85 °C, 8-10 saat ve 3 giin Wang ve ark. (2020)
inkiibasyon
é pH 2.0, 90 °C, 2 giin Josefsson ve ark. (2019)
[ Boriilce, nohut ve mercimek pH 2.0, 90 °C, 0,5-24 saat, 150 mM NaCl Li ve ark. (2021a)
proteini
Barbunya, mas fasulyesi ve pH 2.0, 85 °C, 6 saat, 200 mM NaCl Liu ve Tang (2013)
kirmizi fasulye proteini
= Maya proteini pH 7.4, 37 °C, 9 gin, 20 mM Pham ve ark. (2018)
= NaH2PO4, 150 mM NacCl
o
~
=

2.5. Hibiscus sabdariffa L.

Hibiscus sabdariffa L., farkli bolgelerde hibiskus, roselle, bamya ¢icegi, nar ¢igegi,
kerkede ve bissap olarak da bilinen Malvaceae familyasina ait bir ¢alidir (Vildan ve Tontul,
2020). Asya veya Tropikal Afrika'ya 6zgli oldugu diisiinillen bitki Hawaii, Hindistan,
Karayipler, Filipinler, Brezilya, Orta Amerika, Afrika, Avustralya ve Florida gibi tropik
bolgelerde yaygin olarak yetistirilmektedir (Gautam, 2004).

Hibiscus sabdariffa'nin 300'den fazla ekili tiirii vardir. Ozellikle flavonoidler olmak
lizere Onemli miktarda biyoaktif bilesik igerigi nedeniyle diinya c¢apinda yaygin olarak

tilketilmektedir (Sindi ve ark., 2014).
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Bunlarin yaninda sagliga faydali pek c¢ok etkisinin oldugu bilinmektedir. Antioksidan,
antimikrobiyal, antiseptik, sakinlestirici, idrar soOktiiriicli, sindirimi kolaylastirici, kalp
rahatsizliklarini, oksiiriikk ve bronsiti tedavi edici 6zellikleri bulunmaktadir (Margesi ve ark.,
2013).

Tek yillik bir ¢ali olan hibiskus, genellikle jole, recel, sos, fermente tiriinler ve igecek
yapiminda kullanilmaktadir. Parlak kirmizi rengi ve tiiketiciye hitap eden tadi onu degerli bir
gida {irtinli yapmaktadir (Tsai ve Ou, 1996). Antosiyanin bakimindan zengin olan hibiskus, hem
iyi bir renklendirici hem de potansiyel olarak iyi bir antioksidan kaynagidir (Maciel ve ark.,
2018).

Hibiskus sabdariffa'nin antosiyanin igeriginin, kuru agirligin %1.7 ila %2.5'ine ulastigi
bildirilmistir (Tseng ve ark., 1996). Antosiyanin olarak en fazla delfinidin-3-sambubiosid ve
siyanidin-3-sambubiosid i¢cermektedir. Bunlara ilaveten az miktarda mirtilin (delfinidin 3-
monoglukozit), krizantenin (siyanidin 3-monoglukozit) ve delfinidin igermektedir. Kaliksleri
yiksek miktarda sitrik asit, malik asit, tartarik asit ve protokatesik asit gibi organik asitleri de
icermektedir. Hibiskus ekstrakti, antosiyaninlerin varlig1r ve renk ozelliklerinden dolay1 ¢ok
zengin kirmizi pigmentasyona sahip olup, renklendirici olarak yaygin kullanilmaktadir (Shruthi
ve ark., 2016).

Sharara (2017) ¢alismasinda 10°C'de 60 giin boyunca depolanan hibiskus 6ziitiindeki
antosiyanin stabilitesini, kopigment olarak bazi fenolik asitler (ferulik, sinamik ve kumarik)
ekleyerek arttirmayi amaglamistir. Depolama siiresinin sonunda, antosiyanin igerigindeki
azalma, kontrol ve ferulik, sinamik, kumarik asitlerle kopigmente edilmis oziitler i¢in sirasiyla
%31,53, %20,48, %9,31 ve %5,52 bulunmustur. Hibiskus oziitiine fenolik asitlerin eklenmesi
ile kopigmente edilmis Oziitlerin kontrole kiyasla hiperkromik bir etki ve batokromik kayma
sagladig: bildirilmistir. Fenolik asitlerle stabilize edilen hibiskus antosiyanin 6ziitleri, kontrol
Oziitliine kiyasla belirgin bir antioksidan ve antimikrobiyal aktivite gostermistir. Yapilan baska
bir calismada saflastirilmis antosiyanin ¢ozeltileri, gallik asit, tannik asit, ferulik asit ve ellagik
asitler gibi fenolik asitlerle ve rutin ve kuersetin gibi flavonoidlerle, farkli konsantrasyonlarda
(1:0,1:2,1:4,1: 6) ve pH degerlerinde (1.5, 2.5, 3.5, 4.5) kopigmente edilmistir. Hiperkromik
etki tiim pH degerlerinde gozlenmistir. Ferulik asitin, hiperkromik ve batokromik kaymalara
neden olan etkili bir kopigment oldugu bildirilmistir. Hibiskus antosiyanin 6ziitiiniin asidik
pH'da (pH 2.5) 1:6 konsantrasyonda ferulik asitle kopigmentasyonunun, is1 stabilitesini onemli
olgiide iyilestirdigi ortaya koyulmustur (Jadhav ve Bhujbal, 2019). Saidji ve ark. (2023)
caligmalarinda hibiskus antosiyanin ekstrakti 1s18a maruz birakildiginda, karanlikta

tutuldugunda veya 60 giin boyunca buzdolabinda saklandiginda pH 1 ila 4,5'te bozunma
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davranigt incelenmistir. Test edilen bes kopigment arasindan (sitrik, kafeik, tannik, gallik ve
askorbik asit) sitrik asit en yliksek antosiyanin stabilitesini saglamig ve bunu askorbik asit ve
ardindan kafeik asit izlemistir. En giiclii hiperkromik ve batokromik etki pH 2'de gézlenmistir.

Literatiirde protein izolatlarindan elde edilen nanofibrile proteinlerin hibiskus

antosiyaninlerin stabilitesine etkisi ile ilgili caligma bulunmamaktadir.
2.6. Kopigmente antosiyaninlerin toz forma islenmesi

Antosiyaninlerin kopigmentasyonu genellikle diisiik konsantrasyonlara sahip sulu
cozeltiler icinde gerceklestirilmektedir. Her ne kadar bu ¢ozeltilerin iiretim kosullar1 iizerine
onlarca c¢alisma yapilmis olsa da kopigmentasyondan sonraki stabilite lizerine c¢aligsmalar
oldukga kisithdir.

Hibiskus sabdariffa kalikslerinden elde edilen antosiyaninlerin pullulan ile kopigmente
edildigi bir calismada antosiyanin-pullulan kopigmente iiriinii dondurarak kurutmaya tabi
tutulmustur. Dondurularak kurutulmus pullulan-antosiyanin karisimlarinda polisakkarit
matrisi, serbest antosiyanin preparatlarina kiyasla renk bozulmasini 1,5-1,8 kat geciktirmistir
(Gradinaru ve ark., 2003). Weber ve ark. (2017) calismalarinda rutin ve ferulik asit ile
kopigmente ettikleri bdoglirtlen antosiyaninlerini plskiirterek kurutma islemine tabi
tutmuslardir. Toz haline getirilen kopigmentlerin raf dmriiniin yar1 yariya arttig1 bildirilmistir.
Gong ve ark. (2021a) yaptiklar1 ¢alismada ferulik asit ve kafeik asit ile kopigmente ettikleri
bogiirtlen antosiyaninlerini ultrason destekli hava ile kurutmuslardir. Kopigmentasyon islemi
kurutma sirasinda boéglirtlen antosiyaninlerinin daha iyi korunmasini saglamistir.

Kurutma, gidalarin muhafazasinda eskilerden beri kullanilan bir yontemdir ve gidalarin
nem i¢eriginin diisiiriilerek raf dmriiniin uzatilmasi prensibine dayanmaktadir. Sulu kopigmente
Hibiskus sabdariffa ornekleri kolayca bozulabilmektedir ve bu nedenle uzak mesafelere taze
olarak ihra¢ edilmesi uygun degildir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in, mikrobiyal aktiviteyi
azaltmak ve {irliniin raf Omriinii uzatmak amaciyla kurutma islemi gerceklestirilmektedir
(Hardy ve Jideani, 2017). Ayrica kurutulmus iiriin daha az yer kaplamakta bu nedenle daha az
ambalaj malzemesi kullanilmakta ve depolama ve tagima maliyetleri azalmaktadir (Sagar ve

Suresh Kumar, 2010).
2.6.1. Kopiik kurutma

Gidalarda kurutma sirasinda kalite 6zelliklerinde meydana gelen degisiklikleri en aza

indirmek amaciyla yeni kurutma teknikleri gelistirilmektedir. Boylece hem kurutma maliyetleri
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azaltilmakta hem de stabil ve kaliteli yenilik¢i gidalarin iiretimi saglanmaktadir (Moses ve ark.,
2014).

Kopiik kurutma sivi bir {iriiniin stabil bir kopilige doniistiiriilerek kurutulmasini igeren
bir islemdir. Hem basit hem de ekonomik bir teknik olan kopiik kurutma 1stya duyarli, seker
icerigi fazla, viskoz ve diisiik camsi gecis sicakligna sahip gidalarin kurutulmasina uygun bir
yontemdir. Ozellikle toz gidalarin iiretimi icin diger kurutma yéntemlerine ekonomik bir
alternatiftir (Qadri ve ark., 2020). Ozellikle kurumasi zor ve yapiskan olabilen 1siya duyarl:
meyve sular1 ve sebze piireleri, kopilik kurutma ile basariyla kurutulabilmektedir. Sivilarin
kopiirtiilmesi ile ylizey alami artarak kiitle transfer ylizeyi genislemekte ve dolayisiyla kuruma
stiresi  kisalmaktadir (Hardy ve Jideani, 2017). Daha disiik sicakliklarda kurutmanin
yapilabildigi kopiik kurutma ile kurutulmus malzemelerin, koptiksiiz kurutulmus muadillerine
kiyasla ugucu maddeleri daha iyi tuttugu rapor edilmistir (Wilson ve ark., 2012).

Bu yontem sivi gidalarin, kopiirtme ajani ve stabilizatdr kullanilarak sabit kopiige
doniistiiriilmesinden sonra ince tabaka halinde serilerek kurutulmasini kapsamaktadir
(Sangamithra ve ark., 2015). Kopiik, gazin sivi igindeki dispersiyonudur ve sivi, gazin
dispersiyonundan sonra jel olusturursa veya katilagirsa kati koplik olugsmaktadir. Olusan bu
kopiigiin kurutma islemi boyunca stabil kalmasi kurutmanin verimi igin ¢ok énemlidir. Bu da
kopiirtme yontemi, karistirma siiresi, koplirtme ajan1 ve stabilizatoriiniin tiirii ve miktar ile
sicaklik gibi degiskenlere bagli olmaktadir (Brar, 2018).

Pek cok gida koplrme 6zelligine sahip degildir ve kopiliklendirme ydntemlerinden
herhangi birine tabi tutulsa bile stabil bir kopiik olusturmayabilmektedir. Bu tiir gidalar
kopiirtme ajan1 ve kopiik stabilizatorleri ile stabil kopiiklere doniistiiriilmektedir. Kopiirtme
ajanlar1 arayiizler arasindaki yiizey gerilimini azalarak sivinin kopiirmesine yardimci
olmaktadir (Sangamithra ve ark., 2015). Proteinler genellikle iyi yiizey aktif ajanlardir ve
kopiiklerdeki termodinamik kararsizligi en aza indirerek kinetik stabilite saglamaktadir
(Indrawati ve ark., 2008). Peynir alt1 suyu proteini, yumurta alblimini, jelatin ve soya proteini
gibi protein bazli maddeler en sik kullanilan kopiirtme ajanlaridir. (Brar, 2018).

Koptik stabilizatorleri kopiigiin yapisini daha uzun siire korumasini saglayan katki
maddeleridir. Polimerler, ¢ozelti viskozitesini artirarak gazlarin gegirgenligini azaltma
yeteneklerinden dolay1 kopiik stabilizasyonu igin daha ¢ok tercih edilmektedir (Klitzing ve
Miiller, 2002). Jelatin, nisastalar, pektinler ve zamklar kopiik kurutma da yaygin olarak
kullanilan stabilizatorlerdendir (Walsh ve ark., 2008). Kopiik stabilizatorleri ve kopiirtme
ajanlar1 siklikla birbiri yerine kullanilmaktadir. Ornegin karboksimetil seliiloz bazi ¢aligmalar

da kopiirtme ajan1 (Kadam ve ark., 2012; Lobo ve ark., 2017) bazi ¢alismalarda ise kopiik



34

stabilizatorii (Sangamithra ve ark., 2015) olarak kullanilmis ve her iki amaca uygun olarak
oldukea iyi performans gdstermistir.

Geleneksel sicak havayla kurutma yontemleri meyvelerin kurutulmasi i¢in uygun
degildir. Yiiksek sicaklik ve oksijen kosullarinda uzun siire kurutuldugunda meyvelerdeki
biyoaktif bilesenler biiyiik dl¢lide bozulmakta ve iriiniin kalitesi diismektedir (Nawirska-
Olszanska ve ark., 2017). Dondurularak kurutulmus {iriinlerin kalitesi yiiksektir ancak yaklagik
24-48 saat gibi uzun bir zaman almakta ve bu da iiretim maliyetlerinin artmasina neden
olmaktadir. Piiskiirterek kurutma, toz {iriin elde etmenin birincil yontemidir; ancak meyve
piiresinin yiiksek viskozitesi nedeniyle homojen damlalar elde edilememektedir (Saha ve ark.,
2019). Kopiik kurutma, viskoz, yapiskan ve 1stya duyarl {irlinler i¢in en ¢ok tercih edilen bir
yontemlerdendir. Bu kurutma isleminde sivi malzeme yenilebilir bir kopiik olusturucu madde
ilave edildikten sonra ¢irpilarak kopiik malzemeye dontstiirilmektedir (Sun ve ark., 2020).
Hardy ve Jideani (2017), kopiik mat kurutma yonteminin siradan sicak havayla kurutma, sprey
kurutma ve tamburlu kurutma gibi diger kurutma yontemlerine kiyasla daha ucuz ve kullanish
oldugunu bildirmistir. ¢caligmalarinda yabanmersini suyu tozu iiretiminde kopiik kurutma ve
puskiirterek kurutma tekniklerini karsilastirmislardir. Kopiik kurutma ile iiretilen yabanmersini
tozlarinda ve bundan {iretilen sulandirilmis iirtinlerde daha diisiik kiitle yogunlugu, yiiksek iiriin
miktar1 ve daha canli bir kirmiz1 renk elde edildigini ortaya koymuslardir. Kopiik kurutma
yontemi ile elde edilen tiriinlerde toplam monomerik antosiyanin igerigi, toplam fenolik igerigi
ve siyanidin-3-glukozit, delfinidin-3-glukozit ve malvidin-3-glukozit i¢eriklerinin daha yiiksek
oldugunu belirtmislerdir. Képiik mat kurutma tekniginin artik meyve sularindan veya posadan
toz iiretmek i¢in etkili bir dehidrasyon yontemi oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir diger
calismada kopiik kurutmayla iiretilen jambolana suyu tozlar1 150 giin boyunca depolanmis ve
antosiyaninlerde kiigiik bir azalma (%7-9) gozlemlenmistir (de Carvalho Tavares ve ark., 2020).
Siyah pirin¢ kepegi antosiyanin ekstraktlarinin piiskiirterek, dondurularak ve kopiik kurutma
yontemleri ile kurutuldugu bir ¢alismada, koplik kurutma yontemi ile elde edilen tozlarin
antosiyanin miktarlarinin diger kurutma yontemlerinden elde edilen tozlardan daha yiiksek
oldugu bulunmustur (Kanha ve ark., 2022). Bunlara ek olarak antosiyanince zengin hibiskus
(Djaeni ve ark., 2018), ahududu (Dachmann ve ark., 2018), ¢ilek (Vimercati ve ark., 2019),
vigne (Abbasi ve Azizpour, 2016), mavi hanimeli meyvesi (Sun ve ark., 2020) gibi pek ¢ok
meyvede kopiik kurutma yontemi denenmistir.

Antosiyanin kopigmentlerinin kopilik kurutma yontemi kullanilarak kurutuldugu bir
caligma heniiz yapilmamistir. Bu nedenle yapilan bu ¢alismanin diger ¢alismalara yol gosterici

nitelikte olacagi diistintilmektedir.
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2.6.2. Kirinmim Pencereli Kurutma

Kirinim pencereli kurutma, farkli sivi ve yart sivi gida iirlinlerini toz haline getirmek
icin kullanilan yeni bir kurutma teknigi olarak bilinmektedir. Sicak sudan (30-95°C) gelen
termal enerji, plastik bir tasima bandi ilizerinde ince bir film halinde serilen malzemeye
iletilmektedir. Uriindeki su buharlasmakta ve bandin iizerindeki egzoz sistemi tarafindan
uzaklastirilmaktadir. Uriin soguk su banyosundan gectikten sonra konveydrden kazinmaktadir
(Bernaert ve ark., 2019).

Kirinim pencereli kurutucuda {iriin 1s1 ile dogrudan temas etmedigi i¢in capraz
kontaminasyon engellenmis olmaktadir. Ayrica atmosferik basing altinda daha diisiik
sicakliklarda kurutma islemi gergeklestigi i¢in maliyet daha disiiktiir (Moses ve ark., 2014).
Teknoloji, kisa kuruma siireleri (3-6 dakika) ve kurutma sirasinda nispeten diisiik {iriin
sicakliklar1 (30-70°C) ile karakterize edilmektedir ve bdylece rengin, vitaminlerin ve
antioksidanlarin daha iyi korunmasina olanak tanimaktadir (Baeghbali ve ark., 2016; Moses ve
ark., 2014; Nindo ve Tang, 2007). Dezavantajlar1 ise sistemin kapasitesinin diisiik olmasi ve
seker igerigi yiiksek (yapiskanlik) tozlarin islenmesindeki zorluktur (Moses ve ark., 2014).

Antosiyaninler 1stya oldukca duyarl bilesiklerdir ve geleneksel kurutma yontemleri ile
kurutuldugunda yiiksek sicakliklardan etkilenerek pargcalanmaktadirlar. Yapilan ¢aligmalarda
kirimim pencereli kurutucu ile kurutulan iiriinlerde antosiyanin kaybinin olduke¢a aza indirildigi
bildirilmistir. Celli ve ark. (2016) ¢alismalarinda haskap meyvesini bulamag haline getirdikten
sonra kirinim pencereli kurutucu ile kurutmus ve meyvede bulunan antosyaninlerin %93.8’inin
korundugunu ortaya koymuslardir. Baeghbali ve ark. (2016) ¢alismalarinda nar suyunu kirinim
pencereli kurutucu ile kurutarak piiskiirtmeli ve dondurarak kurutma yontemlerine oranla
antosiyaninlerin ¢ok daha iyi korundugunu bildirmislerdir. Yapilan baska bir calismada kizileik
posast hem konvektif hem de kirinim pencereli kurutma yontemleri ile kurutma islemine tabi
tutulmustur ve antosiyanin miktarinin kirinim pencereli kurutucu ile elde edilen 6rneklerde

daha iyi korundugu belirlenmistir (Tontul ve ark., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismada antosiyanin kaynagi olarak kullanilan Hibiskus sabdariffa yerel bir aktardan
temin edilmistir.

Kopigment olarak kullanilan piring protein izolat1 (Naturiga Natural Foods, Istanbul,
Tiirkiye), bezelye protein izolati (Proteinocean, Ankara, Tiirkiye), gluten (Vatan enzymes,
Istanbul, Tiirkiye) ve peynir alti suyu protein izolat1 (PASP) (Hardline Nutrition, Kocaeli,
Tiirkiye) temin edilmistir.

Kopiirtme ajani olarak saponin (Sigma, Almanya), stabilizator olarak ise karboksimetil
seliiloz (Alfasol, Cin) kullanilmistir.

Kontrol amagh dogal renk maddesi siyah havug 6ziitii (Plant-Ex, Konya, Tiirkiye) ve
sentetik renk maddesi olarak Allura Red (Neelicon, Hindistan) kullanilmistir.

Elde edilen kopigmentlerin renklendirici olarak denendigi model gidalar olarak
kullanilan yogurt yerel bir marketten temin edilmistir. Yumusak sekerleme ise c¢alisma
kapsaminda iiretilmis olup, yapiminda ise glikoz surubu (40 dekstroz esdegerine sahip) (yerel
bir marketten), toz seker (Torku, Konya, Tiirkiye) ve jelatin (Toz sigir jelatini, 220 Bloom)
(Alfasol, Cin) kullanilmastir.

3.2. Yontem
3.2.1. Deneme Deseni

Calismanin ilk kisminda kopigmentasyon ajani olarak kullanilmak {izere nanofibrile
protein eldesi gerceklestirilmistir. Bitkisel protein olarak piring, bezelye ve gluten kullanilirken
hayvansal protein kaynagi olarak peynir alt1 suyu proteini tercih edilmistir. Segilen protein
kaynaklarindan diiz ve kivrimli nanofibrile proteinler elde edilmistir.

Calismanin ikinci kisminda Hibiskus bitkisinden antosiyanin ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir.

Caligmanin ii¢lincli kisminda elde edilen antosiyanin ekstrakti ve nanofibrile proteinler
karistirilarak kopigmentasyon islemi gerceklestirilmistir. Kopigmentasyonun etkinliginin
belirlenmesi i¢in termal stabilite testi ve batokromik kayma ile hiperkromik etki tespit edilerek
en uygun kopigmentasyon ajanlarina karar verilmistir.

Calismanin dordiincli kisminda belirlenen 6 kopigmentasyon ajani ile kopigmente

edilmis antosiyanin ekstraktlari ve kontrol 6rnegi 6n denemelerle belirlenen sartlarda kdpiirtme



37

islemine tabi tutulmustur. Kopiirtillen ekstraktlar ve kontrol 6rnegi kirmmim pencereli
kurutucuda kurutularak toz tirtinler elde edilmistir. Elde edilen toz iirlinlerde kimyasal analizler
gerceklestirilerek ozellikleri ortaya koyulmustur.

Caligmanin besinci ve son kisminda ise elde edilen toz kopigmente ekstraktlar ve
piyasadan satin alinan kontrol renk maddesi 6n denemelerle belirlenen oranlarda yumusak
sekerleme ve yogurt formiilasyonuna dahil edilmistir. Yumusak sekerleme {irlinleri oda
sicakliginda (25+1°C) 32 giin, yogurt ornekleri ise 8°C’ de 16 giin boyunca depolanmustir.
Depolama boyunca yumusak sekerleme 6rneklerinde 8 giinde bir, yogurt 6rneklerinde 4 giinde

bir toplam monomerik antosiyanin tayini ve renk tayini gergeklestirilmistir.
3.2.2.Nanofibrile protein eldesi

Nanofibrilasyon isleminde bezelye protein izolati, piring protein izolati, gluten ve peynir
alt1 suyu proteini izolat1 (PASP) kullanilmistir. 2 farkl 6zellikte (diiz ve kivrimli) nanofibril 3
farkli 1sitma siiresinde iiretilmistir. Ayrica dogal protein izolatlar1 da sonraki denemelerde
dogrudan kullanilmistir. Bu nedenle 12 diiz, 9 kivrimli ve 4 dogal protein izolat1 olmak iizere
25 protein 6rnegi elde edilmistir. (Sekil 3.1).

Gluten ile kivrimli nanofibrillerin iiretim denemelerinde peltelenme meydana gelmesi
nedeniyle kivrimli gluten nanofibrilleri iiretilememis, bu nedenle calisma kapsaminda

degerlendirilememistir.
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan protein 6rnekleri
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3.2.2.1. Diiz nanofibrillerin iiretimi

Protein nanofibrilleri Alavi ve ark. (2020) tarafindan uygulanan metoda gore elde
edilmigtir. Bu amagla proteinler distile su i¢inde 30 mg/mL konsantrasyonda
coziindiriilmiistiir. Tam ¢oziinme saglamak i¢in ¢ozeltiler manyetik karigtiricida 2 saat boyunca
karistirllmistir.  Ardindan proteinlerin  tamamen hidrate olmasi i¢in 4°C’de bir gece
bekletilmistir. Buzdolabindan alinan ¢6zeltilerin pH degeri NaOH (6M) ve HCI (6M) ile 2’ye
ayarlanarak 90°C su banyosunda 24 (Zhang ve ark., 2021), 36 veya 48 saat (Alavi ve ark., 2020)
bekletildikten sonra hizla sogutulmustur. Daha sonra ¢6zelti pH degeri 3.7°ye ayarlanmis ve -
80°C’de 1 saat bekletildikten sonra dondurarak kurutucuda (Befatek Makina, Konya, Tiirkiye)
kurutularak toz haline getirilmistir (Sekil 3.2). Elde edilen fibriller calisma siiresince -18°C’de
depolanmustir. Elde edilen protein 6rneklerin kimyasal karakterizasyonu i¢in FTIR ve floresan

spektroskopi analizleri gergeklestirilmistir.

3.2.2.2. Kivrimh nanofibrillerin iiretimi

Kivrimli nanofibriller, diiz nanofibriller ile aynmi sekilde iiretilmis ancak ilk asamada
protein ¢ozeltisi distile su yerine 150 mM NaCl igerisinde hazirlanmigtir (Li ve ark., 2021b).
Elde edilen protein 6rneklerin kimyasal karakterizasyonu i¢in FTIR ve floresan spektroskopi

analizleri gergeklestirilmistir.
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[ Protein nanofibril Gretimi icin kullamilan protein kaynaklar: ]
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Sekil 3.2. Protein nanofibrillerinin elde edilme asamalari

3.2.3. Hibiskustan antosiyanin ekstraksiyonu

Hibiskustan antosiyanin eldesi Abou-Arab ve ark. (2011)’de belirtilen metodun
modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir. Hibiskus ogiitiilerek toz haline getirilmistir. Toz
haline getirilen 6rnek 1:10 oraninda 90 °C sicaklikta saf su ile karstirilmistir. 15 dakika
boyunca mekanik karistirict (DLAB-0S20-S, Cin) ile 600 RPM hizinda karistirilmistir. Daha
sonra 24 °C su banyosunda 100 d/d’da 24 saat boyunca ¢alkalanmigtir. Filtreden siiziilerek posa
kismi uzaklastirilmistir (Sekil 3.3).
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Hibiskus Sabdariffa

Hibiskus 6gltdci ile toz haline getirilmistir. Toz Hibiskus’a 90 °C sicaklikta saf su eklenmistir.

Filtre kagidi yardimiyla posa
uzaklastirilarak ekstrakt elde 0da sicakliginda su banyosunda 24 saat 100 RPM’de Homojenizatérde 15 dakika boyunca karistinlmistir.
edilmistir. calkalanmistir.

Sekil 3.3. Hibiskus’tan antosiyanin elde edilme agamalari

3.2.4. Elde edilen antosiyanin ekstraktinin protein nanofibrilleri ile kopigmente edilmesi

Hibiskus antosiyaninleri ile nanofibrillerin kopigmentasyon sartlar1 Li ve ark. (2021b)
ve Ma ve Jing (2020)’e gore 6n denemeler ile belirlenmistir. Hibiskus antosiyanin ekstrakti ve
hazirlanan protein nanofibril soliisyonlar1 (distile su i¢cinde 10 mg/mL) 1:5 oraninda
karistirllmistir. Daha sonra karistmin pH degeri NaOH c¢ozeltisi (1M) kullanilarak 6’ya
ayarlanmigtir. 30 dk boyunca rotatorde (Isolab Laborgerate, Almanya) karistirilarak
kopigmentasyon islemi gerceklestirilmis ve siire sonunda ¢ozelti pH degeri 3’e ayarlanmustir.
Bu agamada 25 farkli protein ile olusturulmusg 25 farkli kopigment ve protein soliisyonu yerine
saf su kullanilmis olan kontrol {iiretilmistir. Elde edilen kopigmente karigimlarin Oncelikle
batokromik kayma ve hiperkromik etkileri belirlenmistir. Hemen ardindan termal stabilite testi
yapilarak toplam monomerik antosiyanin ve polimerik renk tayini, FTIR ve Floresan
spektroskopi analizleri gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda en uygun nanofibril ve

isleme sartlar1 belirlenmistir (Sekil 3.4).
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Kopigmentasyon islemi

Karistincidan alinan
drneklerin pH degeri 3’e

ayarlanmlitlr.

=)

Sekil 3.4. Kopigmentasyon islem basamaklari

ile tlipler 30 dk
karistinlmistir

[ ISOLAB/Laborgerate cihazi ]

3.2.5. Secili komplekslerin kopiirtiilmesi ve kirinim pencereli kurutma yontemi ile toz

forma islenmesi

Kopiirtme amaciyla kopigmente kompleksler icerisine kopilirtme ajani olarak saponin,
stabilizator olarak ise karboksimetil seliiloz ilave edilmistir. Kopigmente komplekslere ve
kontrol 6rnegine %0.3 saponin, %0.5 karboksimetil seliiloz eklenerek 5 dakika boyunca
cirpilarak kopiik elde edilmistir. Kopilirtme islemi ¢irpma aparati takilmis Hobart (NS5O,
Almanya) mikser ile gerceklestirilmistir. Elde edilen kopiikler derhal kurutma islemine tabi
tutulmustur.

Elde edilmis kopiirtiilmiis karisim kizilotesi destekli kirinim pencereli kurutma yontemi
(6zel imalattir) ile kurutularak toza doniistliriilmistiir. Kurutma isleminin en uygun sartlarini
belirlemek amaciyla farkli serme kalinliklar1 (1-3 mm) ve su sicakliklarinda (80-100°C) 6n
denemeler yapilmis ve 2mm serme kalinlig1 ile 90°C sicakliga karar verilmistir. Kurutma {iriin
nem igeriginin %3’lin altina diismesine kadar devam ettirilmistir ve yaklasik 30 dakika
siirmiistiir. Daha sonra kurutulmus {iriin kurutucu film iizerinden kazinarak bir Ggiitiici
yardimiyla toz forma doniistiiriilmiistiir. Toz {iriin diisiik yogunluklu polietilen ambalajlarda
ambalajlanarak analizlere kadar -18°C’de depolanmistir. Elde edilen toz iiriinlerde antioksidan
aktivite (DPPH, FRAP ve CUPRAC), toplam fenolik madde tayini ve toplam monomerik

antosiyanin tayini yapilarak 6zellikleri belirlenmistir.
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3.2.6. Toz forma islenen komplekslerin model gidalara uygulanmasi

Elde edilen toz renklendirici farkli gidalara eklenerek (yumusak sekerleme ve yogurt)
depolama stabilitesi belirlenmistir.

Model gida olarak kullanilan yumusak sekerleme pisirme islemi i¢in glikoz surubu
(%30) ve toz seker (%60) pisirme kabina tartilip tizerine su ilave edilerek kaynayincaya kadar
karistirllmistir. Kaynamaya bagsladiktan sonra jelatin (%10) katilarak hizli bir sekilde
¢coziinmesi saglanmistir. Karisim yaklasik 80 °Brikse ulasincaya kadar karistirmaya devam
edilip sonrasinda ocaktan alinarak yaklasik 90 °C’de iken sitrik asit eklenerek pH degeri 3.5’e
ayarlanmigtir (Prakash ve Priya, 2016). Son olarak %1 kopigmente hibuskus tozu ve kontrol
ornegi icin %0.3 piyasadan satin alinan dogal renk maddesi (siyah havug 6ziitii) ve 50 ppm
sentetik renk maddesi olarak Allura Red karisima eklenmistir. Bu oranlar antosiyanin
iceriklerine gore belirlenmistir. Hizli bir sekilde karistirilan sekerleme-ekstrakt karigimi silikon
kaplara dokiilerek -18°C’deki derin dondurucuda 2-3 saat sogumaya birakilmistir. Sogutulan
yumusak sekerlemeler kaliptan c¢ikarilarak depolama asamasina gecilmistir. Yumusak
sekerlemeler oda sicakliginda (25+5 °C) 32 giin bekletilerek (Riedel ve ark., 2015) 0. 8, 16, 24,
32. giinlerde toplam monomerik antosiyanin tayini ve renk tayini gergeklestirilmistir. Yumusak
sekerlemelerde toplam monomerik antosiyanin tayini Lee ve ark. (2005) calismalarinda
belirtilen metoda goére yapilmaistir.

Model gida olarak yerel bir marketten alinan yogurt (pH 4.6) kullanilmistir. Yogurda 6n
denemelerle belirlenen oranlarda (%1.5) kopigmente hibiskus tozu katilarak, kontrol i¢inse
%0.3 dogal renk maddesi (siyah havug 6ziitii) ve 50ppm sentetik renk maddesi olarak Allura
Red (Combeau ve ark., 2002) ilave edilerek 6rnekler hazirlanmistir. Kopigmente hibiskus tozu
iceren yogurt ve piyasadan satin alinan siyah havug¢ 6ziitii igeren kontrol yogurdu 16 giin 8
°C’de depolamaya tabi tutularak (Baria ve ark., 2021) depolamanin 0, 4, 8, 12 ve 16. giinlerinde
toplam monomerik antosiyanin ve renk tayini yapilmistir. Yogurt Orneklerinde toplam
monomerik antosiyanin tayini Benchikh ve ark. (2021) g¢alismalarinda belirttigi metottan

faydalanilarak gerceklestirilmistir.
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3.2.7. Yapilan analizler

3.2.7.1. Batokromik kayma ve hiperkromik etkinin belirlenmesi

Kopigmentasyon reaksiyonlarinin belirlenmesinde hiperkromik etki ve batokromik
kayma adi verilen 2 ayr1 parametre kullanilmaktadir. Hiperkromik etki; kopigment ve
antosiyanin etkilesimleri sonucunda, Avismaks dalga boyundaki absorbansin artis1 ile
izlenmektedir. Bu artis, renk yogunlugundaki artis olarak da tanimlanabilmektedir. Batokromik
kayma 1se; kopigmentasyon etkilesimine bagli olarak, antosiyaninlerin maksimum
absorbansinin (Amaks) gergeklestigi dalga boyunda gozlemlenir. Bu 6zelliklerin 6l¢timii
amaciyla 2 mL 6rnek 1 cm tabaka kalinligindaki tek kullanimlik spektrofotometre kiivetlerine
almarak spektrofotmetrede 400-700 nm araliginda, maksimum absorbans verdikleri dalga
boylart (Avissmaks) ve bu dalga boyundaki absorbanslari tespit edilmistir. Asagida verilen
esitliklere gore absorbans (A Amax) ve dalga boyundaki kayma (AA) hesaplanmistir (Malaj ve
ark., 2013).

A Amax = Amax — Amax0 (Esitlik 3.1)

Amaxo: Kopigment eklenmemis 6rnegin maksimum absorbanstaki dalga boyu

Amax: Kopigmente edilen 6rnegin maksimum absorbanstaki dalga boyu

% (AA) = (A-Ao)/Ao X 100 (Esitlik 3.2)

Ao: Kopigment eklenmemis drnegin maksimum absorbansi

A: Kopigmente edilen 6rnegin maksimum absorbansi

3.2.7.2. Termal stabilite testi

Termal kararlilik testi, numunelerin 80, 90, 100°C’de 120 dakikaya kadar su
banyosunda (Niive ST30, Ankara, Ttrkiye) 1sitilmasi sirasinda belirli araliklarla 6rneklenmesi
ve bu orneklerin hizlica oda sicakligina sogutulmasi sonrasi analiz edilmesi ile yapilmistir (Ma
ve Jing, 2020). Elde edilen ¢ozelti 10000 g'de 30 dakika santrifiijlenerek siipernatantin
polimerik renk degerleri ve toplam monomerik antosiyanin konsantrasyonu hesaplanmistir. Bu
testlerden elde edilen veriler kinetik hesaplamalarda kullanilmistir.

Kopigmente edilmis o6rnekler ve kontrol grubu orneklerinin termal stabilite testi
sonucunda elde edilen verilere ait termal degradasyon kinetigi parametreleri Arrhenius esitligi
ve 2. dereceden reaksiyon kinetigine gore (kinetik hesaplamalar sonucunda karar verilmistir)

asagidaki formiillere gore hesaplanmistir (Esitlik 3.3) (Simonin, 2016).
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=kt (Esitlik 3.3)

A =t siire sonundaki konsantrasyon
Ao = Baslangic konsantrasyonu

k = Hiz sabiti [(mg.L) ™ .dk ]

t = Zaman (dk)

Antosiyanin degredasyon reaksiyonuna etki eden sicaklik ile hiz sabiti (k) arasindaki
iliskiyi tanimlamak amaciyla Arrhenius denklemi kullanilmaktadir (Martinus ve Bookel, 2008).
Ink ile (1/T) arasinda dogrusal bir iliski meydana getirilerek (Arrhenius grafigi), parametrelerin
aktivasyon enerjisi (Ea), ¢izilen dogrunun egiminden hesaplanmustir (Esitlik 3.4) (Pohndorf ve
ark., 2018).

Ink=InA-(Eo/R*(L/T)) (Esitlik 3.4)

A = Arrhenius sabiti

Ea = Aktivasyon enerjisi (depolama sirasinda renk degisimi i¢in gereken minimum enerji)
(kal/mol )

k = Reaksiyon hiz sabiti (dk™)

R = Evrensel gaz sabiti (1.987 kal/mol 1)

3.2.7.3. Renk tayini

Kopigmente edilen ve edilmeyen orneklerin renk degerleri Konica-Minolta (CR-400,
Japonya) renk dlger ile dlciilmiistiir. Orneklerin 10 farkli noktasindan 8l¢iim alinmustir. Renk
Olgerde okunan L*, a* ve b* degerleri kullanilarak ton agisi ve doygunluk degerleri Francis

(1998) tarafindan bildirilen formiillere gére hesaplanmistir (Buvé ve ark., 2018).

3.2.7.4. Polimerik renk tayini

Polimerik renk tayini K>S>0s ¢ozeltisinin antosiyanin igeren ¢ozeltiye eklenmesi ile
dogal haldeki monomerik antosiyaninlerin bisiilfitle reaksiyona girerek renksiz bilesikler
olusturmasi esasina dayanmaktadir.

Renk yogunlugu ve polimerik renk degerlerinin belirlenmesi i¢in monomerik

antosiyanin tayininde oldugu gibi, drnekler KCI tampon ¢ozeltisi (0.025 M) veya distile su ile
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uygun oranda seyreltilmistir. Iki ayr1 kiivete her bir seyreltilmis drneklerden 2.8 mL alimus ve
kuartz kiivetin birine 0.2 mL K2S:0s (%20, w/v) eklenip, digerine ise 0.2 mL distile su ilave
edilerek her iki kiivet 15 dk karanlik ortamda bekletilmistir. Daha sonra her iki kiivetin
absorbans degerleri 420 nm, Avis-maks ve 700 nm dalga boylarinda saf suya karsi okunmustur
(Giusti ve Wrolstad, 2001).

Polimerik renk dl¢iimii: K>S>0s eklenmis kiivette bulunan 6rneklerin 420 nm, 518 nm
(Avis-maks) ve 700 nm dalga boylarinda absorbanslar1 kullanilarak hesaplanmistir (Esitlik 3.5).

A = (As20-Ar00) + (As1s-Azoo) X ST (Esitlik 3.5)

Sf: Seyreltme faktori

Renk yogunlugu: Saf su eklenmis kiivette bulunan 6rneklerin 420 nm, 518 nm (Avis-
maks) Ve 700 nm dalga boylarinda absorbanslarinin dlgiilmesi ile hesaplanmistir (Esitlik 3.6).

A = (A420-A700) + (As18-A700) X ST (Esitlik 3.6)

Sf: Seyreltme faktorii

Polimerik renk oram: Polimerik rengin, renk yogunluguna oranindan
hesaplanmaktadir (Esitlik 3.7). Polimerik renk orani arttik¢a antosiyaninlerin parcalandigi
varsayilmaktadir.

Polimerik renk orani (%) = (Polimerik renk / Renk yogunlugu) x 100 (Esitlik 3.7)

3.2.7.5. Toplam monomerik antosiyanin tayini

Orneklerin toplam monomerik antosiyanin miktarlar1 pH diferansiyel metodu ile
belirlenmistir. Bu amagla 6rnekler, uygun oranda potasyum kloriir tampon ¢ozeltisi (pH 1,
0.025 M) ve sodyum asetat tampon ¢6zeltisi (pH 4.5, 0.4 M) ile seyreltilmistir. Her iki seyreltik,
karanlikta 20 dk bekletildikten sonra absorbanslart 510 ve 700 nm dalga boylarinda
Olglilmistiir. Toplam monomerik antosiyanin miktar1 siyanidin-3-glikozit (S3G) cinsinden
asagidaki esitliklere (Esitlik 3.8 ve Esitlik 3.9) gore hesaplanmistir (Tontul ve Topuz, 2017).

A = (As18-A700)pH1.0 - (As18-A700)pH4.5 (Esitlik 3.8)

TMA (mg/L) = (A x 449.2 x Sf x 1000) / 26900 (Esitlik 3.9)

A518: 518 nm dalga boyunda belirlenen absorbans
AT700: 700 nm dalga boyunda belirlenen absorbans
A: Diizeltilerek hesaplanmis absorbans fark:

Sf: Seyreltme faktoriinii
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3.2.7.6. Antioksidan Aktivite

Hibiskus iceriginde bulunan antioksidanlar ve fenolik maddeler nedeniyle 6nemli bir
antioksidan aktiviteye sahiptir. Nanofibrile proteinlerin de antioksidan aktivite gosterdigi
bildirilmektedir (Mohammadian ve Madadlou, 2016). Bu nedenle komplekslerin antioksidan
aktivitesinde sinerjistik bir artis olacagi distiniilmektedir. Kopigmente edilmis 6rneklerin ve
kontrol grubu 6rneklerin antioksidan aktivitesi; 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikalini siipiirme
aktivitesi (DPPH), Demir Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) ve Bakir (II) Iyonu Indirgeme
Esasli Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) olmak iizere li¢ farkli yonteme gore belirlenmistir. 3
analizin sonuglar1 da troloks ile hazirlanan kurvelere gore hesaplanmis ve mg troloks esdegeri

antioksidan aktivite (TEAA) / 100 g km cinsinden ifade edilmistir.

DPPH metodu ile toplam antioksidan aktivite analizi; DPPH radikalini indirgeme
etkisi Tontul ve Topuz (2017) tarafindan bildirilen yonteme gore yapilmistir. Seyreltilen
orneklerden 0.05 mL alinarak iizerine 0.95 mL DPPH ilave edilerek vortekslenmistir. 30 dakika
karanlikta bekletilen orneklerin absorbans degerleri 517 nm’de okunmustur. Hazirlanan
kurveye gore antioksidan aktivite hesaplanmustir.

FRAP metodu ile toplam antioksidan aktivite analizi; Asetat tamponu (300 mmol/L),
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (10 mmol/L) ¢6zeltisi ve FeClz.6H20 ¢ozeltisi (20 mmol/L)
sirast ile 10:1:1 oraninda karistirilarak analiz ¢ozeltisi hazirlanmistir. 50 pl 6rnek ekstrakti
iizerine 700 pl analiz ¢ozeltisi ilave edilerek karanlikta 30 dakika bekledikten sonra 593 nm’de
absorbans Ol¢iilmiistiir. Hazirlanan kurveye gore antioksidan aktivite hesaplanmistir (Gao ve
ark., 2000).

CUPRAC metodu ile toplam antioksidan aktivite analizi; Deney tiipii igerisine
CuCl; (10 M), amonyum asetat tamponu (1M, pH 7) ve neokuproin ¢dzeltisinden (7.5x1073
M) sirastyla 1’er ml eklenmis ve tizerine 0.1 ml 6rnek ve 1 ml distile su ilave edilip tiipler
vortekslenmistir. Toplam hacim 4.1 ml olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiler oda kosullarinda
agz1 kapali olarak 30 dakika boyunca bekletilmistir. Bu siire sonunda i¢inde ornek yerine
ekstraksiyon c¢ozeltisi bulunan referans c¢ozeltiye karst 450 nm’de absorbans degerleri

Ol¢tilmiistiir. Hazirlanan kurveye gore antioksidan aktivite hesaplanmistir (Apak ve ark., 2008).

3.2.7.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi

Fourier dontisiimii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), bir maddenin kizil6tesi absorpsiyon

veya emisyon spektrumunu elde etmek i¢in kullanilan tekniktir. FTIR ile antosiyanin-
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nanofibrile protein komplekslerinde hidrojen bag: etkilesimlerinin var olup olmadigi ve bu
etkilesimlerin antosiyaninlerin ve proteinlerin spektroskopik ozelliklerini nasil degistirdigi
gosterilmektedir (Deng ve ark., 2022b).

Fourier Dontigsiimlii Kizil6tesi Spektrometre analizi Thermo Scientific — Nicolet iS20
(CA, ABD) cihaz ile belirlenmistir. 4000-600 cm™ dalga boyu araliginda, 2 cm™ ¢dziiniirliik

ve her spektrum i¢in 1 cm/s tarama hizi ile okumalar yapilarak spektrum grafigi elde edilmistir.

3.2.7.8. Floresans Spektrometre

Floresans spektroskopisi, kolay erisilebilirligi ve dogrulugu nedeniyle proteinlerin
polifenoller gibi diger maddelerle baglanma etkilesimini ve yapisal degisikliklerini karakterize
etmede kullanilmaktadir. Floresans spektroskopisi, ekipman tarafindan yayilan kizilotesi
radyasyonla kovalent baglarin elektronlarinin uyarilmasi prensibi ile ¢alismaktadir. Hizli ve
hassas bir yontemdir ve kovalent baglarin varligi hakkinda bilgi saglamaktadir (Robert ve ark.,
2022). Dolayisiyla molekiil i¢i baglarin tayini i¢in kullanilan yaygin bir yontemdir. Floresan
emisyon yogunlugundaki ve maksimum dalga boyundaki degisiklik proteinlerin yapisal
degisikliklerinin yan1 sira mikrogevre farkini da tanimlayabilmektedir (Ren ve Giusti, 2021).

Floresan spektrometre dlgiimleri, Agilent Cary Eclipse (Agilent, Almanya) cihaz ile
gergeklestirilmistir. Emisyon spektrumlari, 1.0 cm'lik bir kuvars kiivette 280 nm'lik bir uyarma

dalga boyu (yarik genisligi 5 nm) ile 300 ila 400 nm arasinda kaydedilmistir.

3.2.7.9. istatistiksel analizler

Calisma faktdriyel deneme desenine gore yiiriitiilmiistiir. Uretimler 3 tekerriirli,
analizler ise en az 2 paralelli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen data varyans

analizine tabi tutularak onemli farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Batokromik kayma ve hiperkromik etki

4.1.1. Protein izolatlar ile kopigmente edilmis 6rneklerin batokromik kayma ve

hiperkromik etki analiz sonuclar:

Kopigmentasyon, bir antosiyanin kromoforunun, kopigmentin diizlemsel
elektronik olarak doymus kismi ile hidrofobik olarak yonlendirilen bir birlesimidir; yani
sulu ortamdaki van der Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkiler, antosiyanin ve
kopigment molekiillerinin 'n—n' istiflenmesiyle sonuglanmaktadir. Bu iligki goriiniir
aralikta absorbans artisina (hiperkromik etki) ve Amax'in daha yiiksek dalga boylarina
dogru kaymasina (batokromik etki) yol agmaktadir (Gradinaru ve ark., 2003).

Kopigmentasyon etkisinin biiyiikliigii, kopigmentin ¢esidi ve kimyasal yapis1 gibi
farkli faktorlere bagh olup hiperkromik etki ve batokromik kayma parametreleriyle
olgiilebilmektedir (Zhang ve ark., 2015). Kopigment eklenmis antosiyanin ¢ozeltilerinin
maksimum dalga boyundaki absorbans artis1 (hiperkromik etki) ve maksimum dalga
boyunda kayma meydana gelmesi (batokromik kayma) kopigmentasyonun
gerceklestigini gostermektedir (Yunilawati ve ark., 2019). Genellikle hiperkromik etki,
hidrasyon dengesinin renksiz hidratli hemiketal formdan renkli flavilyum formuna dogru
yer degistirmesini, batokromik kayma ise pigment ve kopigment arasindaki elektrostatik
etkilesimleri gostermektedir (Ferreira da Silva ve ark., 2005).

Bezelye, piring, gluten ve peyniralti suyu protein izolatlar1 ile kopigmente edilen
hibiskus orneklerine ait batokromik kayma (AAmax) ve hiperkromik etki (AA) sonuglari
Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelgede de goriildiigii gibi protein izolatlar1 ile kopigmente
edilen &rneklerde hem batokromik kaymada (BPI &rnegi hari¢) hem de hiperkromik
etkide bir azalma meydana gelmistir. Bu nedenle, herhangi bir islem uygulanmamis
protein izolatlarinin etkili birer kopigmentasyon ajani olmadigi belirlenmistir. Genel
olarak yapilan galigmalarda dogal protein izolatlar1 ile kopigmente edilen antosiyanin
pigmentlerinin batokromik kayma ve hiperkromik etkilerinde iyilesme meydana gelirken
(Chen ve ark., 2022; Miyagusuku-Cruzado ve ark., 2021) bizim ¢alismamizda bir azalma
s6z konusudur. Bunun nanofibrile edilmeyen dogal protein izolatlarinin hibiskus
ekstraktinin rengini bulandirmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Chen ve ark.
(2022) galismalarinda dut antosiyaninlerini peynir alt1 suyu protein izolati ve peynir alti

suyu protein izolati-fenolik kompleksi ile kopigmente etmisler ve sadece protein izolat
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kullanilmasinin  antosiyaninlerin renginin zayiflamasimna yol ag¢tigim1 ve yiiksek

sicakliklarda kararsiz ve ¢okelmeye egilimli bir karigim elde ettiklerini bildirmislerdir.

Cizelge 4.1. Kontrol ve protein izolatlart ile kopigmente edilmis orneklere ait batokromik kayma ve
hiperkromik etki sonuglari

Ornek’  Zmax (Batokromik kayma, dalga A ABS (Hiperkromik AA
boyu (nm)) Amax(nm) etki, A) (%)
Kontrol 519 - 1.964 -
BPi 519 0 1.149 -41.50
PPi 514 -5 1.098 -44.09
GPI 518 -1 1.019 -48.12
PASPI 518 -1 1.448 -26.27

BPI:Bezelye protein izolat1 ile kopigmente edilmis hibiskus ekstrakti, PPI:Piring protein izolat1 ile
kopigmente edilmis hibiskus ekstrakti, GPI: Gluten ile kopigmente edilmis hibiskus ekstrakti, PASPI:
Peynir alt1 suyu proteini izolat1 ile kopigmente edilmis hibiskus ekstrakti

4.1.2. Diiz nanofibriller ile kopigmente edilmis 6rneklerin batokromik kayma ve

hiperkromik etki analiz sonuclari

Kontrol ve 24, 36 ve 48 saatlik asidik 1sitma ile elde edilen diz nanofibrile
proteinlerle kopigmente edilen orneklere ait batokromik kayma ve hiperkromik etki
sonuglart Cizelge 4.2’de verilmistir. Sonuglar incelendiginde kontrol 06rneginin
maksimum dalga boyu 518 nm iken kopigmentli 6rneklerin dalga boylar1 519-524 nm
degerleri arasinda bulunmustur. Kopigmentli 6rnekler absorbansta %0.23-33.84 arasinda
artis saglamistir. Batokromik kayma ve hiperkromik etkide meydana gelen bu artiglar
kopigment ve pigmentler arasindaki molekiiller arasi etkilesimi gostermektedir (Zhao ve
ark., 2020c). En yiiksek artis 24NPAS (%33), 36NPAS (%33.84) ve 36NB (%32.62)
orneklerinde gbzlenmistir. Antosiyaninler tizerinde en belirgin hiperkromik etkiyi
nanofibrile PASP’1n gdstermesinin pek ¢ok nedeni olabilir. Hidrasyon dengesinin renksiz
hidratli hemiketal formdan renkli flavilyum formuna dogru hareketi olan hiperkromik
etki, antosiyaninler ve kopigmentlerin molekiiller arasi iliskisi yoluyla meydana
gelmektedir (Ferreira da Silva ve ark., 2005). Farkli proteinlerin farkli aminoasitler
bulundurmasi, hayvansal veya bitkisel olmas1 gibi faktorler hiperkromik ve batokromik
kayma diizeyini etkilemektedir. Hayvansal ve bitkisel proteinler, yapisal farkliliklar:
nedeniyle fibrilasyon sirasinda peptitleri farkli sekillerde serbest birakirlar (An ve ark.,
2022). Nanofibrile PASP, antosiyaninin flavilyum katyonunun =-elektron
delokalizasyonunu arttirabilen ve sonug¢ olarak hiperkromik etkiler {iretebilen bir
polipeptit omurgasi tabanli yapiya ve amino asitler acisindan zengin bilesime sahip

oldugundan bezelye proteini, piring proteini ve glutenden daha iyi bir etki gdstermis



50

olabilecegi diistiniilmektedir (Malien-Aubert ve ark., 2001; Wu ve ark., 2018). Piring ve
glutende 48 saat fibrilasyona tabi tutulan, bezelye ve PASP’de ise 36 saat fibrilasyona
tabi tutulan 6rnekler en iyi hiperkromik etkiyi gostermistir. Bezelye protein fibrillerinin
elde edildigi bir caligmada Liu ve ark. (2024) bezelye protein izolatin1 2-20 saat araliginda
fibrilasyona tabi tutmuslardir. Isitma siiresinin artmastyla birlikte, protein molekiillerinin
kademeli olarak kiiclik molekiiler agirlikli peptitlere ayristigini ve bunlarin daha sonra
nanofibriller halinde birlestigini bildirmislerdir. Baslangigta, fibrillerin uzunlugu 1sitma
stresiyle artarken, siirenin daha da uzamasiyla azalmistir ve bu durum fibril
pargalanmasina baglanmistir. 36 saat boyunca fibrilasyona tabi tutulan bezelye
proteinlerinin 48 saate oranla daha iyi sonu¢ vermesinin nedeni belirli siireden sonra
fibrillerin pargalanmasi olarak diistiniilmektedir. Hu ve ark. (2019) calismalarinda
fibrilasyon siiresinin artmasinin PASP nanofibrillerinin olusumunu destekledigini
bildirmistir.

Dogal protein izolatlar1 ile karsilastirildiginda nanofibrilasyon islemine tabi
tutulan proteinlerin kopigmentasyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Proteinlerin
nanofibrilasyon islemiyle hem kimyasal yapilar1 hem de jellesme gibi teknolojik
ozellikleri degismekte ve bu nedenle hidrojeller olusturarak antosiyanin pigmentleriyle
daha saglam etkilesimler olusturabilmektedirler (Tan ve ark., 2021). Kara havug
ekstraktini dogal ve denatiire peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente eden Chung ve ark.
(2015) denatiire izolatin renk solmasini dogal izolata gore daha iyi engelledigini rapor
etmistir. Bu sonucun denatiirasyon ile protein yapisinin agilarak hidrofobik veya
elektrostatik etkilesimlere dahil olabilen amino asitler gibi fonksiyonel gruplarin agiga
¢ikmasindan kaynaklanmis olabilecegi belirtilmistir. Ustiin biyouyumluluga sahip olan
proteinler, antosiyanin stabilitesini gelistirmek igin umut verici kopigmentlerdir (Gong
ve ark., 2021b). Proteinler, polifenollere kovalent ve kovalent olmayan baglanma
kapasitesine sahiptirler ve bu, gida sisteminin morfolojisini, antioksidan kapasitesini,
termal stabilitesini, emiilsifikasyon 6zelliklerini ve biyoyararlanimini etkilemektedir (He
ve ark., 2016b). Hidrofobik ve hidrofilik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri ve
hidrojen baglar1 dahil olmak iizere ¢esitli etkilesimler yoluyla antosiyaninlerle
kompleksler olusturmaktadirlar (Cortez ve ark., 2017). Antosiyaninlerin proteinlerle
stabilizasyonu konusunda ¢ok az ¢aligsma yapilmistir. Proteinlere ¢ok ince 6gilitme, mikro
pargaciklandirma ve On 1sitma gibi On islemler uygulanmasinin, fizikokimyasal
ozelliklerde degisime neden olarak daha iyi antosiyanin stabilizasyonu sagladigi

gosterilmistir (Gengdag ve ark., 2022). Mohammadian ve ark. (2019) calismalarinda
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kurkuminin biyoyararlanimini arttirmak amaciyla peynir alt1 suyu proteini (PASP) izolati
ve nanofibrile peynir alt1 suyu proteini (NPASP) izolat1 ile kompleksler olusturmuslardir.
NPASP kurkuminin sudaki ¢oziiniirliigiinii 1200 kat arttirirken, PASP 120 kat arttirmugtir.
Kurkuminin nanofibrile protein molekiillerinin hidrofobik bdlgelerine, ozellikle de
aromatik amino asit kalintilarina baglanmasiyla antioksidan aktivitesi ve
biyorarlaniminin arttirildig1 diisiiniilmektedir.

Farkli sartlarda {iretilen nanofibriller ile kopigmentasyon sonucunda maksimum
dalga boyu degerindeki degisim ile maksimum dalga boyundaki absorbans degisimi
arasinda ciddi farkliliklar gozlenmistir (Cizelge 4.2). Literatiire gére maksimum dalga
boyu ve bu dalga boyundaki absorbans orantili olarak artis veya azalis
gostermeyebilmektedir. Nitekim, Yunilawati ve ark. (2019) mor patates antosiyaninlerini
yesil ¢ay fenolikleri ile kopigmente ettikleri calismalarinda Almax sabit kalirken AA yesil
cay ekstraktinin konsantrasyonundan etkilenerek azalmistir.

Cizelge 4.2. Kontrol ve diiz nanofibriller ile kopigmente edilmis orneklere ait batokromik kayma ve
hiperkromik etki sonuglar1

Ornek Amax (Batokromik Almax ABS (Hiperkromik  AA(%b, abs)

kayma, dalga boyu etki, A)

nm)
Kontrol 518 - 1.312 -
24NB 522 4 1.568 19.51
24NP 519 1 1.315 0.23
24NG 519 1 1.356 3.35
24NPAS 520 2 1.745 33.00
36NB 520 2 1.740 32.62
36NP 522 4 1.455 10.90
36NG 522 4 1.422 8.38
36NPAS 524 6 1.756 33.84
48NB 523 5 1.434 9.30
48NP 519 1 1.570 19.66
48NG 522 4 1.476 12.50
48NPAS 519 1 1.551 18.22

Kontrol: Kopigmentasyon ajani yerine saf su kullanilan iriin. 24: 24 saat boyunca su banyosunda
bekletilerek nanofibrilasyona tabi tutulan {irlin. 36: 36 saat boyunca su banyosunda bekletilerek
nanofibrilasyona tabi tutulan iiriin. 48: 48 saat boyunca su banyosunda tutularak nanofibrilasyona tabi
tutulan iiriin. NB: Diiz nanofibrile bezelye protein ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti. NP: Diiz
nanofibrile piring protein ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti, NG: Diiz nanofibrile gluten ile
kopigmente edilen hibiskus ekstrakti. NPAS: Diiz nanofibrile peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen
hibiskus ekstrakt.

4.1.3. Kivrimh nanofibriller ile kopigmente edilmis orneklerin batokromik kayma

ve hiperkromik etki analiz sonuclari

Kontrol ve 24, 36 ve 48 saat su banyosunda bekletilerek elde edilen kivrimli

nanofibrillerle kopigmente edilen 6rneklere ait batokromik kayma ve hiperkromik etki
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sonuglar1 Cizelge 4.3’de verilmistir. Kontrol 6rneginin maksimum dalga boyu 518 nm
iken kopigmentli 6rneklerin dalga boylar1 519-522 nm degerleri arasinda bulunmustur.
Kopigmentasyon islemi ile pozitif yonde 1-4 birim arasinda batokromik kayma meydana
gelmistir. Kivrimli nanofibriller ile kopigmente edilen ornekler hiperkromik etkiyi
%5.79-40.32 degerleri arasinda arttirmistir. En biiyiik etki sirasiyla 48CP (%40.32),
48CPAS (%34.68), 24CPAS (%32.09) orneklerinde gozlenmistir. Gorildiigii lizere
kivrimli nanofibriller, herhangi bir islem uygulanmamis protein izolatlarinin aksine
batokromik kayma ve hiperkromik etki de kayda deger artis saglayarak renk yogunlugunu
arttirmustir. Diiz ve kivrimli nanofibriller kiyaslandiginda, 24 ve 48 saatlik fibrilasyona
tabi tutulan kivrimli nanofibrillerle kopigmente edilen 6rnekler diiz nanofibrillere oranla
daha iyi hiperkromik etki gosterirken, 36 saatlik fibrilasyon siiresinde diiz nanofibrillerde
daha iyi etki gozlenmistir. 24CP (%8.38) 24 NP (%0.23)’den, 24CB (%23.55) 24NB
(%19.51) den, 48CB (%23.78) 48NB (%9.30)’den, 48CP (%40.32) 48NP (%19.66)’den,
48CPAS (%34.68) 48NPAS (%18.22)’dan daha yiiksek hiperkromik etki gostermistir.
Kivrimli nanofibrillerle kopigmente edilen 6rneklerde 36 saatlik fibrilasyon siiresinde
hem batokromik kayma hem de hiperkromik etkide belirgin bir diisiis yasanmuistir.
Fibrilasyon sirasinda protein kiimeleri belirli siire sonra tamamen agilarak fonksiyonel
ozellikleri iyilesmektedir. Protein fibrillerinin olusumu i¢in c¢esitli mekanizmalar ve
modeller ileri siirlilmiistiir. Genel olarak gecikme, biiylime ve olgunluk olarak
adlandirilan ti¢ asamadan olusan “¢ekirdekli konformasyon doniisiimii” modeli kabul
edilmektedir (Jansens ve ark., 2019). Fibrilasyonun ilk asamasi olan gecikme asamasi,
yeni siral1 yapilarin olusumunu tesvik eden kendiliginden ¢ekirdeklenme siirecidir ve bu
stire¢ yavas ilerler. Burada olusan yapilarin en kii¢iik birimi olan "¢ekirdegin" olusumu,
gecikme fazinda birincil ¢ekirdeklenme asamasi olarak bilinmektedir. ikinci asama,
protein veya peptidin toplam doniisiim oraninin en yiiksek oldugu biiylime faz1 olarak
adlandirilir ve bu asamada olusan protofilamentler, siirekli genisleme ile fibriller
olusturmak i¢in hizla bitylimeye devam etmektedirler. Protein fibrilleri denge durumuna
ulagana veya protein tiikkenene kadar devam eden nispeten kararli asama, olgunluk
asamasi olarak adlandirilmaktadir (Sari¢ ve ark., 2016). Kivrimli fibriller olusurken 24
saate kadar gecikme ve biiylime fazi, 36-48 saat araliginda olgunluk faz1 gerceklestigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle 36 saatte 24 ve 48 saate gore daha diisiik hiperkromik ve
batokromik degerler gozlendigi degerlendirilmistir. Diiz fibrillerle kiyaslandiginda
kiviimli  fibrillerde 48 saatlik fibrilasyon siiresinde daha iyi hiperkromik etki

gozlenmistir. Bunun nedeninin fibrilasyon siiresinin uzamasiyla diiz fibrillerden yiiksek
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kristallige sahip olanlarin zamanla ayrilmasi oldugu diisiiniilmektedir (Wang ve ark.,
2012). pH 2.0 ve 95 °C'de 1sitma ile B-konglisinin fibrilasyonu iizerine yapilan bir
aragtirma, 1sitma siiresi 720 dakikaya uzatildiginda onceden olusan protein fibriler
yapisinin ortadan kayboldugunu dogrulamaktadir. fkincil yapi analizlerine gore bu 1sitma
sirasinda proteindeki B-tabaka yapisinin azaldigini ve B-doniis ile diizensiz sarmallarin
hakim oldugu diizensiz bir yapiya doniistiiglinii ortaya ¢ikarmistir (Xia ve ark., 2017).

Ek olarak, protein fibrilleri miikemmel emiilsifikasyon ve film olusturma
yeteneklerine sahip oldugundan ve yiiksek 1siya ve genis pH degerlerine
dayanabildiginden, duyarli biyoaktif bilesiklerin tasinmasi ve korunmasi i¢in son derece
umut verici olduklar1 bildirilmistir (Mohammadian ve Madadlou, 2018). Yapilan bir
calismada kivrimli peynir alt1 suyu nanofibrillerinin diiz nanofibrillere oranla daha viskoz
bir yapiya sahip oldugu ve daha iyi jellesme 6zelligi gosterdigi rapor edilmistir (Loveday
ve ark.,, 2012). Kivrimli nanofibriller daha esnek olup, daha yiiksek viskozite
saglayabilmektedir. Diiz nanofibriller ise daha diiz, uzun ve yar1 esnek yapidadirlar.
Kivrimli fibriller diiz fibrillerden daha hizli birlestikleri i¢in doku olusturma ve
jellestirme maddeleri olarak diiz fibrillere gore daha fazla ticari potansiyele sahip oldugu
rapor edilmistir (Loveday ve ark., 2012).

Yapilan calismalar mercimek proteininden elde edilen kivrimli nanofibrillerin,
isitilmamis protein ¢ozeltilerine kiyasla daha giiglii ve daha kompakt bir ag yapisi
gosterdigini ortaya ¢ikarmustir (Jo ve ark., 2020; Li ve ark., 2021c). Bu ag yapisi
sayesinde antosiyaninlerin stabilitesi korunarak cevresel faktorlere daha dayanikli hale

gelmektedirler.

Cizelge 4.3. Kontrol ve kivrimli nanofibriller ile kopigmente edilmis drneklere ait batokromik kayma ve

hiperkromik etki sonuglari

Ornek 2max (Batokromik A hmax ABS (Hiperkromik AA (%)

kayma, dalga boyu, etki, A)

nm)
Kontrol 518 - 1.312 -
124CB 521 3 1.621 23.55
24CP 522 4 1.422 8.38
24CPAS 519 1 1.733 32.09
36CB 519 1 1.463 11.51
36CP 519 1 1.388 5.79
36CPAS 519 1 1.608 22.56
48CB 521 3 1.624 23.78
48CP 522 4 1.841 40.32
48CPAS 519 1 1.767 34.68

Kontrol: Kopigmentasyon ajani yerine saf su kullanilan iriin. 24: 24 saat boyunca su banyosunda bekletilerek
nanofibrilasyona tabi tutulan {iriin. 36: 36 saat boyunca su banyosunda bekletilerek nanofibrilasyona tabi tutulan iiriin.
48: 48 saat boyunca su banyosunda tutularak nanofibrilasyona tabi tutulan Girtin. CB: Kivrimli nanofibrile bezelye
protein ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti. CP: Kivrimli nanofibrile piring protein ile kopigmente edilen hibiskus
ekstrakti, CPAS: Kivrimli nanofibrile peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti.
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4.2. Termal stabilite testi

Antosiyaninler oksijene, pH'ya, sicakliga, enzime, 1s18a ve ayrica metal
iyonlarina maruz kaldiklarinda kolayca etkilenen, kararsiz bilesiklerdir. Bu da gidanin
hem kalitesini hem de rengini etkilemektedir (Fan ve ark., 2019). Antosiyanin ile
renklendirilen trtinlerin renk stabilitesini saglamak icin bu pigmentlerin sicakliga karst
kararli olmalarin1 saglamak ve degredasyonunu en aza indirmek Onem tasimaktadir
(Cavalcanti ve ark., 2011). Bu amagla enkapsiilasyon, asilasyon, kopigmentasyon ve
metalik iyonlarla kompleks olusturma gibi farkli yontemler uygulanmaktadir (Eiro ve
Heinonen, 2002). Ozellikle molekiiler etkilesimlere dayanan kopigmentasyonun etkili bir
yol oldugu disiiniilmektedir. Organik asitlerin, flavonoidlerin, alkaloitlerin,
polisakkaritlerin, proteinlerin vb. eklenmesi stabiliteyi artirmakta ve antosiyaninlerin
biyoaktivitesini de etkilemektedir (Guan ve Zhong, 2015).

Kopigmentasyonun antosiyaninlerin stabilitesine olan etkisini incelemek
amaciyla hazirlanan ¢ozeltiler 80, 90 ve 100 °C sicakliklarda 120 dakika bekletilerek 0.
10., 30., 60. ve 120. dakikalarda polimerik renk ve toplam monomerik antosiyanin tayini

yapilmustir.
4.2.1.Polimerik renk

Polimerik renk yiizdesi polimerik rengin renk yogunluguna oranmi olarak
tanimlanmaktadir ve 6rnegin renginin yiizde kag¢inin polimerize olmus bilesiklerden
kaynaklandiginin bir 6lgiitiidiir. Ornekteki monomerik antosiyaninler bisiilfit etkisi ile
renksiz kompleksler olustururken, polimerik antosiyanin-tanen komplekslerinin, bisiilfite
kars1 direng gostererek renklerini koruduklari bilinmektedir (Bingdl ve ark., 2022; Giusti
ve Wrolstad, 2001). Polimerik renk ve polimerik renk orani degerlerinin artis1, polimerik
bilesiklerden kaynaklanan renk yogunlugunun fazla oldugunu gdstermektedir. Isil islem,
monomerik antosiyaninlerin par¢alanmasina ve polimerlerin olugsmasina neden olmakta
ve bunun sonucunda rengin bozulmasiyla kahverengi renk ortaya ¢ikmaktadir (Sinela ve
ark., 2017). Yapilan c¢alismalar polimerik renk artiginin antosiyanin kaybiyla orantili
oldugunu gostermektedir (Jiang ve ark., 2019a; Martynenko ve Chen, 2016; Sinela ve
ark., 2017).

Kopigmente edilmemis kontrol ekstraktina uygulanan 1sil islem sirasinda
polimerik renk degerlerinde meydana gelen degisim Sekil 4.1°de verilmistir. Isil islem

sicakliginin artmasi ve siiresinin uzamasina bagli olarak polimerik renk yiizdesinde artis
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gozlenmistir. Isil islem sonrasinda polimerik renk degerleri sicaklia bagli olarak

%33.22-54.34 araliginda bulunmustur.

60
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Sekil 4.1. Kontrol drnegine ait polimerik renk (%) degerleri iizerinde etkili ‘usi/ islem siiresi X
sicaklik’ interaksiyonu

4.2.2.1. Dogal protein izolatlari

Antosiyanin termal bozunmasi sirasinda meydana gelen en Onemli
reaksiyonlardan biri polimerizasyon oldugundan, polimerik renk yiizdesi hem isleme hem
de depolama sirasinda antosiyanin bozunmasinin gostergesidir (Tiirkyilmaz ve Ozkan,
2012). Cizelge 4.4°de 80, 90 ve 100 °C’de 120 dakika boyunca tutulan protein izolatlari
ile kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarina ait polimerik renk sonuglar1 verilmistir.
Orneklerin polimerik renk yiizdeleri 80, 90 ve 100°C’de sirasiyla %28.40-59.42, %28.01-
55.56 ve %29.53-61.45 araliginda bulunmustur. 120 dakikalik 1s1l islem siiresi boyunca

polimerik renk yiizdesinin artis gdsterdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.4. Protein izolatlar ile kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarina ait polimerik renk (%)
degerleri

Sicakhk 2 Is1l islem Siiresi (dk)

©C) Ornek Ad 0 10 30 60 120
BPI 29.31+0.45 34.71+0.06 35.00£0.85 39.51+0.2  43.64+0.01

80 PPi 30.62+0.04  39.14+0.59 42.25+0.44 53.33+0.08 59.42+0.62
GPi 39.00+0.92  40.64+0.07 44.03£0.28 49.42+0.62 53.04+0.31
PASPI 28.40+0.79  30.02+0.08 30.96+0.18 38.15+1.16  39.62+0.33
BPI 28.01x1.1  32.76+0.28 38.74+0.31 37.12+1.03 45.79+0.24

90 PPi- 28.1143.51 30.02+0.86 37.79+1.8 41.1240.57 53.85+0.16
GPi 41.25+0.62  53.3+0.96 48.13+0.42 53.36+0.88 55.56+0.47
PASPI 29.94+0.37 33.13+0.17 35.26+0.04 36.1143.79 44.89+0.51
BPi 30.67+7.45  61.45+0.1 40.39+0.23 41.85+0.41 43.69+2.74

100 PPi 29.53+0.21 33.82+0.11 39.31+0.48 51.7+0.27  57.57+0.45
GPi 41.96+0.57 44.32+0.08 47.99+0.08 49.65+0.03 56.36+0.01
PASPI 32.86+0.01 32.96+0.52 37.27+0.88 42.85+0.31 45.52+0.65

Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasi+standart hata seklinde sunulmustur. BPI: Bezelye protein izolat1 ile
kopigmente edilmis hibiskus ekstrakti, PPI:Piring protein izolat1 ile kopigmente edilmis hibiskus
ekstrakt1, GPI: Gluten ile kopigmente edilmis hibiskus ekstrakti, PASPI: Peynir alt1 suyu proteini izolatr ile
kopigmente edilmis hibiskus ekstrakti

Cizelge 4.5°de protein izolatlar1 ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktlarinin
polimerik renk degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 verilmektedir. Polimerik renk
ylizdesi iizerinde protein ¢esidi, 1s1l islem siiresi, sicaklik ve bunlarin interaksiyonlarinin
onemli diizeyde (p<0.01) etkili oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.5. Protein izolatlar1 ile kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarinin polimerik renk (%)
degerlerine ait varyans analiz sonuglari

VK sD Polimerik Renk (%)
KO F

Protein ¢esidi (A) 3 2366.02 439.74**
Isil islem siiresi (B) 4 4094.32 570.72**
Sicaklik (C) 2 236.78 66.01**
AxB 12 1045.91 48.59**
AxC 6 586.53 54.50**
BxC 8 151.67 10.57**
AxBxC 24 834.29 19.38**
Hata 60 107.60

**p<0,01 ve *p<0,05 diizeyinde 6nemli, 6d: 6nemli degil

Cizelge 4.6°da ise Duncan coklu karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Protein
cesidine gore polimerik renk degerleri karsilastirildiginda polimerik renk biiyiikten
kiiciige sirastyla GPI, PPi, BPi ve PASPI 6rneklerine ait bulunmustur. Bu nedenle peynir
alt1 suyu proteini izolati ile kopigmente edilen hibiskus ekstraklarinda renk daha iyi
korunmugtur. Peynir alt1 suyu proteininin antosiyaninlerin bozunmasini engelledigine
dair ¢aligmalar mevcuttur (Chung ve ark., 2015; Khalifa ve ark., 2018; Tan ve ark., 2021).
Gluten ile kopigmente edilen 6rnekler ise en yiiksek polimerik renk degerine sahiptir.

Bunun nedeninin glutenin diisiik ¢6ziiniirlik nedeniyle ornekte bulaniklik meydana
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getirmesi oldugu disliniilmektedir. Bu nedenle c¢oziiniirliik o6zelligi gelistirilmis
nanofibrile glutenin kullanilmasi iyi bir alternatif olmustur. Kopigmente edilen drnekler
sicaklik bakimindan degerlendirildiginde sicaklik arttik¢a polimerik renk yiizdesinde
artis meydana gelmistir. Bunun nedeninin antosiyanin bozulmasinin bir ara {irlinii olan
kalkonlarin olusumunun sicaklikla artmasi oldugu varsayilmaktadir (Patras ve ark.,
2010). Isitma siiresinin uzamasina bagli olarak polimerik renk yiizdesinde artis meydana
gelmistir. Isil islem sicakliginin artisi antosiyaninlerin kalkonlara doniisiimiinii tesvik
eder. Kalkonlar reaktif 6zellikleri nedeniyle diger bilesenlerle birleserek polimerik rengin
artmasina neden olmaktadir (Martynenko ve Chen, 2016).

Cizelge 4.6. Protein izolatlar1 ile kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarinin polimerik renk (%)
degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

Faktor N Polimerik renk (%)
Protein Cesidi

BPi 30 38.84+8.30c
PPI 30 41.83+10.79b
GPI 30 47.86+5.73a
PASPI 30 35.86+5.47d
Sicaklik (°C)

80 40 40.01+8.66b
90 40 40.21+9.04b
100 40 43.08+9.07a
Isul islem Siiresi (dk)

0 24 32.47+7.70d
10 24 38.85+9.80c
30 24 39.76+5.17¢
60 24 44.51+6.54b
120 24 49.91+6.70a

Farkl1 harfle isaretlenmis ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0,05).

Sekil 4.2°de ise farkli protein izolatlari ile kopigmente edilen 6rneklerin polimerik
renk degerleri iizerinde etkili ‘Protein ¢esidi x sicaklik’ interaksiyonu gosterilmektedir.
BPI orneginde &zellikle 90 °C sicaklikta 6nemli bir degisiklik meydana gelmezken
ozellikle 100 °C’de artis olmustur. PPI 6rneginde polimerik renk yiizdesi 90 °C’de
azalirken 100 °C’de BPI gibi artis gostermistir. GPI 6rneginde sicakligin 90 °C’ye
yiikselmesiyle polimerik renk degeri artarken 100 °C’ye yiikselmesiyle hafif bir diisiis
yasanmustir. PASPI rneginde ise sicakligin artmasiyla polimerik renk degeri de artis

gostermistir.
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Sekil 4.2. Protein izolatlarina ait polimerik renk (%) degerleri iizerinde etkili ‘Protein ¢esidi x
sicaklik’ interaksiyonu

4.2.2.2. Duz nanofibriller

Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen hibiskus ekstraktlarina uygulanan 1sil islem
stiresince belirlenen polimerik renk degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. 80 °C sicaklikta
bekletilen orneklerden sirasiyla 24, 36, 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz
proteinlerle kopigmente edilenlerin polimerik renk degerleri %25.96-62.58, %25.85-
69.63, %24.89-58.96 araliginda bulunmustur. 90 °C sicaklikta bekletilen orneklerden
sirastyla 24, 36, 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz proteinlerle kopigmente
edilenlerin polimerik renk degerleri %27.09-52.83, %20.50-62.11, %?22.85-77.17
araliginda bulunmustur. 100 °C sicaklikta bekletilen 6rneklerden sirasiyla 24, 36, 48 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz proteinlerle kopigmente edilenlerin polimerik renk
degerleri %18.39-55.47, %29.71-75.76, %20.55-90.37 araliginda bulunmustur.

Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen hibiskus ekstraktlarinin polimerik renk
degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.8’de, Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglar1 ise Cizelge 4.9°da verilmistir. Orneklerin polimerik renk degerleri protein
cesidi, 1si1l islem siiresi, sicaklik ve fibrilasyon siiresi ile bu faktorlerin
interaksiyonlarindan énemli (p<0.01) diizeyde etkilenmistir.

Protein ¢esidine gore polimerik renk biiylikten kiiglige sirasiyla NG, NPAS, NB,
NP 6rneklerine ait bulunmustur. %56.26 degeriyle diiz nanofibrile gluten ile kopigmente
edilen hibiskus ekstraktinin polimerik renk degerinin digerlerinden yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bunun nedeninin gluten nedeniyle ekstraktta olusan bulaniklik oldugu

diistiniilmektedir. Bununla birlikte, bugday gluteninin fibrilasyonunun diisiik bir hizda
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ilerledigi ve toplam verimin ¢ok diisiik oldugu belirtilmistir (Mackintosh ve ark., 2009).
Daha o6nce de belirtildigi tizere polimerik renk degerinin yiikselmesi antosiyaninlerin
cesitli reaksiyonlarla kahverengi renkli polimerik bilesenlere donistiigliniin - bir
gostergesidir. Bu nedenle diiz nanofibrile piring proteininin kopigment olarak hibiskus
antosiyaninlerinde antosiyanin pargalanmasini en aza indirgedigi sdylenebilir. Islem
uygulanmamis dogal izolatlarla kopigmente edilen 6rnekler ve nanofibrile proteinlerle
kopigmente edilen &rnekler kiyaslandiginda PPI (%41.83) 6rneginin polimerik renk
degeri, NP (%32.53) 6rneginden daha yiiksek bulunmustur. Buradan da goriilecegi tizere
piring proteininin nanofibrilasyona ugratilmasi ile antosiyaninlerle bag yapma kapasitesi
arttirilarak polimerik renk orani azaltilmistir. Yapilan ¢alismalarda piring proteinlerinin
nanofibrilasyona ugratilmasi ile kuvvetli ag yapida piring protein nanofibrilleri elde
edildigi bildirilmistir (Huang ve ark., 2014). Yapilan bir ¢alismada 90 °C ve pH 2.0
kosulu altinda, piring kepegi proteininde bulunan graniiler proteinler ¢ubuk benzeri
fibriller haline gelmis ve artan 1sitma stiresi ile uzunlugu 500 nm veya daha fazla olan
lineer fibriler agregatlara doniismiistiir. Isitma siiresi 360 dakikaya ulastiginda proteinin
i¢ konformasyonundaki degisikliklerden kaynaklanan daha esnek fibriller olustugu
bildirilmistir. Ayrica, piring kepegi protein fibrillerinin goériinlimii, yapisal alanlarda
fibrillerin yogun birikimi nedeniyle c¢ozeltinin viskozitesini ve kesme Kkuvvetini
artirabilmektedir (Zhang ve ark., 2014).

24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan proteinlerle kopigmente edilen hibiskus
ekstraktlarinin polimerik renk degeri 36 ve 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
ekstraktlardan daha diisiik bulunmustur. Sicaklik artisi ile polimerik renk degerlerinde
arttsy meydana gelmistir. Sicakligin artmasiyla polimerizasyon reaksiyonlari
hizlanmaktadir. Martynenko ve Chen (2016) c¢alismalarinda yaban mersini piiresinin
antosiyanin bozunmasit ve polimerik renk olusumunu incelemisler ve sicakligin
yiikselmesiyle polimerik renkte artis oldugunu bildirmislerdir. Isil islem siiresi arttik¢a
polimerik renk degerinde artis meydana gelmistir. Isil islem siiresince antosiyaninlerden
olusan kararsiz yapilar bir dizi reaksiyona girerek polimerizasyona ugramaktadir

(Delgado-Vargas ve Paredes-Lopez, 2002; Wrolstad ve ark., 2005).
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Cizelge 4.7. Diiz nanofibrillerle kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarina ait polimerik renk (%) degerleri

Sicaklik Fibrilasyon Ornek Isil islem Siiresi (dk)
(°O) Siiresi (saat) Adi 0 10 30 60 120
NB 25.98+0.48 29.18+0.65 32.85+1.18 35.69+0.04 41.99+1.04
24 NP 25.96+0.13  29.65+0.99 32.51+0.11 32.65+0.34  41.65+0.08
NG 52.32+0.52 49.86+1.37  54.26+0 59.63+0.55 62.58+2.14
NPAS  26.58+0.07 28.96+0.03 32.56+0.13  38.96+0.01  42.56+0.47
NB 36.98+0.04 41.25+0.44 45.69+0.38 48.96+1.27  56.98+0.04
80 36 NP 25.81+£1.74  27.59+0.37 36.45+0.1  42.05+0.75 50.56+0.51
NG 54.78+0.16  57.52+0.45 62.52+1.4  64.89+0.86 69.63+£0.31
NPAS 48.59+0.03 50.82+0.27 52.16+0.01 56.06+0.81 52.52+0.52
NB 36.58+0.01 41.52+0.08 42.68+0.17 46.25+0.62 58.96+0.41
48 NP 24.89+0.44 25.55+0.11 30.86+0.38  34.43+1.6  38.56+0.03
NG 43.3940.71 45.44+0.25 50.56+0.06 54.89+0 58.23+0.04
NPAS  26.87+0.03 32.01+0.04 33.89+1.84 36.57+0.07  45.81+0.11
NB 31.89+0.52 34.94+1.95 36.19+0.42  42.47+1.4  56.36+0.06
o4 NP 40.78+1.15 41.86+0.38 43.53+0.04  46.83+0.21  52.14+0.06
NG 39.96+1.8  41.86+0.01 44.56+0.06 48.96+0.47 52.83+0.28
NPAS 27.09+0.06  32.21+0.06 35.86+0.82  39.56+0.16  44.65+1.06
NB 21.64+1.34  25.95+0.04 28.98+0.49 32.36+0.33  37.14+0.07
90 36 NP 20.50+0.28 24.23+0.08 26.27+0.16 28.83+£0.04  36.88+0.44
NG 38.17+0.03  40.78+0.75 46.29+0.34 52.63+£0.07 62.21+0.03
NW 28.00+£0.91 29.83+0.25 35.29+0.04 44.62+£1.32 51.89+0.37
NB 32.51+0.01 38.81+0.11 45.59+£0.99 52.72+0.51 55.89+1.44
48 NP 22.85+1.26  25.86+1.37 27.21£2.5  32.52+0.06  38.32+0.06
NG 52.57+1.39 56.73+0.14 61.78+2.19 66.87+1.39  77.17+£1.44
NPAS  26.26+0.13 28.44+0.72 28.59+0.04  38.77+2.53 54.51+0.11
NB 18.39+0.81 22.99+0.48 26.52+0.07 27.81+0.07 38.81+0.06
24 NP 19.6£0.11  24.66x0.11 26.91+0.10 31.38+0.08  40.39+0.06
NG 37.69+£0.06 37.98+0.03 41.55+0.01 51.65+13.96 55.47+0.30
NPAS  25.31+0.10 26.29+0.42 36.53+0.07  39.98+0.47  49.89+0.04
NB 40.294+0.04 42.00+£0.06  44.19+0.1  49.91+0.07 52.28+0.4
100 36 NP 29.71x£1.06  32.36+1.27 32.61+£0.04 31.81+0.44  42.82+0.42
NG 41.11+0.01 46.37+0.03 52.5+0.11  53.07+0.07  75.76+0.57
NPAS  36.65+0.04 38.19+0.08  41+0.74 64.49+0.13  70.89+0.52
NB 20.55+0.33 22.22+0.13 34.48+0.16 40.22+0.16 59.27+0.58
48 NP 20.67+0.45 23.32+1.07 30.60+0.04 29.37+0.68  39.06+0.06
NG 78.31+£0.07 79.94+1.39 81.82+1.78 84.49+0.14  90.37+0.58
NPAS  37.83+1.75 38.57+0.01 39.91+0.07 40.62+0.51  46.15+1.46

Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. NB:

Diiz nanofibrile bezelye
proteini ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti, NP: Diiz nanofibrile piring proteini ile kopigmente edilen
hibiskus ekstrakti, NG: Diiz nanofibrile gluten ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti, NPAS: Diiz
nanofibrile peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti.
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Cizelge 4.8. Diiz nanofibrillerle kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarinin polimerik renk (%) degerlerine
ait varyans analiz sonuglar1

VK sD Polimerik Renk (%)

KO F
Protein cesidi (A) 3 27972.23 5733.03**
Isil islem siiresi (B) 4 16222.39 2493.64**
Sicaklik (C) 2 450.24 138.41**
Fibrilasyon siiresi (D) 2 2279.84 700.89**
AxB 12 237.88 12.18**
AxC 6 1777.92 182.19**
AxD 6 6094.56 624.55**
BxC 8 277.89 21.35**
BxD 8 74.09 5.69**
CxD 4 5580.90 857.87**
AxBxC 24 372.99 9.55**
AxBxD 24 738.61 18.92**
AxCxD 12 6003.91 307.63**
BxCxD 16 185.99 7.14**
AxBxCxD 48 1673.85 21.44**
Hata 180 292.75

**p<0,01 ve *p<0,05 diizeyinde 6nemli, 6d: 6onemli degil

Cizelge 4.9. Diiz nanofibrillerle kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarinin polimerik renk (%) degerlerine
ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Faktor N Polimerik renk (%)
Protein Cesidi

NB 90 38.55+10.86¢C
NP 90 32.51+8.06d
NG 90 56.26+13.50a
NPAS 90 39.61+10.58b
Nanofibrilasyon Siiresi (saat)

24 120 38.18+10.28b
36 120 43.54+12.91a
48 120 43.49+18.73a
Sicaklik (°C)

80 120 40.18+11.74c
90 120 42.38+12.12b
100 120 42.77+17.17a
Isil islem Siiresi (dk)

0 72 33.80+12.24e
10 72 36.54+11.81d
30 72 40.43+11.61c
60 72 45.08+12.31b
120 72 52.81+18.20a

Farkl1 harfle igaretlenmis ayni1 stitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0,05).

Sekil 4.3’te farkli diiz nanofibriller ile kopigmente edilen 6rneklerin polimerik
renk degerleri tizerinde etkili ‘Fibrilasyon siiresi x Protein ¢esidi’ interaksiyonu
gosterilmektedir. NB, NP ve NPAS o6rneklerinde fibrilasyon siiresi 24 saatten 36 saate
cikarildiginda polimerik renk degerlerinde artis meydana gelirken 48 saate ¢ikarildiginda
polimerik renk yiizdesi azalmistir. NB drneginde ise fibrilasyon siiresinin 24 saatten 36

saate ¢ikarilmasiyla polimerik renk degerleri artarken 36 saatten 48 saate ¢ikarilmasiyla
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onemli bir farklilik meydana gelmemistir. En yiliksek polimerik renk degerleri 36 saatlik

fibrilasyon siiresinde izlenmistir.
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Sekil 4.3. Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen &rneklere ait polimerik renk degerlerinin ‘Fibrilasyon
stiresi x protein ¢esidi’ interaksiyonu

Sekil 4.4’te farkli diiz nanofibriller ile kopigmente edilen 6rneklerin polimerik
renk degerleri tizerinde etkili ‘Sicaklik x Fibrilasyon siiresi’ interaksiyonu
gosterilmektedir. 80 °C sicakliga tabi tutulan 6rnekler 36 saatlik fibrilasyon siiresinde en
yiiksek polimerik renk degerine sahip olurken, 90 °C sicakliga tabi tutulanlar da en diisiik
polimerik renk degeri bu fibrilasyon siiresinde gozlenmistir. 100 °C sicakliga tabi tutulan
orneklerde fibrilasyon siiresi 36 saatten 48 saate ¢ikarildiginda 6nemli bir fark meydana
gelmezken, 80 °C’de fibrilasyon siiresinin 36 saatten 48 saate ¢ikmasiyla polimerik renk

degerinde azalma, 90 °C’ de ise artig meydana gelmistir.
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Sekil 4.4. Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen 6rneklere ait polimerik renk degerlerinin ‘sicaklik x
fibrilasyon stiresi’ interaksiyonu

4.2.2.3. Kivrimli nanofibriller

Kivrimli nanofibrillerle kopigmente edilen hibiskus ekstraktlarina ait polimerik
renk degerleri Cizelge 4.10’da verilmistir. 80 °C sicaklikta bekletilen 6rneklerden 24, 36,
48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli proteinlerle kopigmente edilenlerin
polimerik renk degerleri sirasiyla %13.19-38.29, %19.49-58.98, %16.80-58.96 araliginda
bulunmustur. 90 °C sicaklikta bekletilen 6rneklerden 24, 36, 48 saat nanofibrilasyona tabi
tutulan kivrimli proteinlerle kopigmente edilenlerin polimerik renk degerleri sirasiyla
%20.16-46.63, %21.40-39.67, %25.25-51.56 araliginda bulunmustur. 100 °C sicaklikta
bekletilen 6rneklerden 24, 36, 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli proteinlerle
kopigmente edilenlerin polimerik renk degerleri sirastyla %19.78-60.33, %20.38-61.85,
%20.10-47.22 araliginda bulunmustur.

Orneklerin polimerik renk degerlerinin varyans analiz sonuglar1 incelendiginde
protein ¢esidi, 1s1l islem siiresi, sicaklik ve fibrilasyon siiresi faktorleri ile “protein gesidi
x sicaklik”, “protein ¢esidi x fibrilasyon siiresi”, “sicaklik x fibrilasyon siiresi”, “protein
cesidi x sicaklik x fibrilasyon siiresi” interaksiyonlarmin énemli diizeyde (p<0.01) etkili
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.12’de Orneklerin polimerik renk degerlerine ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglart verilmistir. Kivrimli nanofibrile piring proteini ile
kopigmente edilen hibiskus ekstraktlarinin polimerik renk degerleri bezelye ve peynir alti
suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerden daha yiiksek bulunmustur. Polimerik

rengin yiiksek olmasi antosiyaninlerin kahverengi bilesenlere doniistiigiiniin bir
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gostergesi oldugundan kivrimli nanofibrile bezelye ve peynir alti1 suyu ile kopigmente
edilen o6rneklerin antosiyaninleri daha iyi korudugunu gostermektedir. Polimerik renk
degerleri diisiikten yiiksege sirasiyla Bezelye protein izolat: i¢in; CB, NB, BPI, Piring
protein izolat: i¢in; NP, CP, PPI, Peynir alt1 suyu protein izolat: i¢in; CPAS, PASPI,
NPAS’dir. Bezelye ve peynir alti suyu proteini izolat1 i¢in kivrimli nanofibriller
antosiyaninlerin stabilitesini saglayarak daha iyi sonuglar vermistir. Loveday ve ark.
(2012) ¢alismalarinda iyonik giicii yiiksek ¢6zelti ile hazirlanan kivrimli peynir alt1 suyu
fibrillerinin diiz fibrillere oranla daha dolasik protein fibrillerine sahip oldugunu
dolayisiyla ag yapisinin daha kuvvetli oldugunu bildirmistir. Fibrillesmis proteinlerin
akis davranisi, fibriller dolasik hale geldikce degismektedir. Ag yapisinin
yogunlagmasiyla protein fibrilleri daha direngli hale gelmektedir (Mohammadian ve
Madadlou, 2018). Piring protein izolatinda ise diiz fibriller kivrimlilara oranla daha iyi
sonug gostermistir. Bu konuda literatiirde sinirli sayida ¢alisma mavcuttur. Piring protein
nanofibrillerinin elde edildigi pek ¢ok calismada piring proteinlerinden oldukga iyi ag
yapisina sahip uzun ve esnek fibriller elde edilmistir (Li ve ark., 2020a; Zhang ve ark.,
2014). Qi ve ark. (2023) piring proteininden hem diiz hem de kivrimli nanofibriller elde
ederek kopiirme, viskozite, emiilsiyon olusturma gibi teknolojik Ozelliklerini
karsilastirmiglardir. Calismalarinda kivrimli nanofibrillerin hizli adsorbsiyona elverisli
olmadigini, diiz nanofibrillerin daha iyi viskozite ve emiilsiyon stabilitesi gdsterdigini
bildirmislerdir. Bunun aksine, Song ve ark. (2023) farkli NaCl konsantrasyonlarinda
piring protein nanofibrilleri lireterek iyon kuvvetinin fibrilasyona etkisini aragtirmislardir.
Calismalarinin  sonucunda NaCl eklenmesinin piring proteinlerinin fibrilasyonunu
arttirdigini, proteinler arasindaki elektrostatik itmeyi kuvvetlendirdigi ve ¢oziintirliigii
tyilestirdigi belirtmislerdir. Boylece daha pozitif yiiklii, yap1 taslar1 bakimindan zengin [3-
tabakasinin liretimine yardimci olmus ve boylece fibrillerin tek yonlii ve diizenli
uzamasini tesvik etmistir.

Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen 6rneklerdekine benzer sekilde 24 saat
boyunca nanofibrilasyona tabi tutulan proteinlerle kopigmente edilen orneklerin
polimerik renk degerleri 36 ve 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulanlara oranla daha diisiik
bulunmustur. Buradan da anlagilacag: iizere nanofibrilasyon ortamindan bagimsiz 1sil
nanofibrilasyon siiresinin uzamastyla polimerik renk degerleri artig gostermistir. Bingol
ve ark. (2022) calismalarinda ¢ilek antosiyaninlerini aspartik asit, valin ve prolin ile
kopigmente etmis ve 90, 105 ve 150 °C sicakliklarda termal stabilite testine tabi

tutmuslardir. Benzer sekilde, sicaklik artisiyla polimerik renk degerlerinde artis oldugunu
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bildirmiglerdir. Bagka bir ¢alismada hibiskus ekstraktlarina sicaklik uygulanmasi ile
antosiyaninlerin bozuldugu, kirmizi rengin solarak kahverengiye dondiigii ve dolayisiyla
polimerik renk oraninin arttig1 bildirilmistir (Tsai ve Huang, 2004).

Cizelge 4.10. Kivrimli nanofibrillerle kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarina ait polimerik renk (%)
degerleri

Sicakhk Nanofibrilasyon Ornek Isil islem siiresi (dKk)
(°C) Siiresi (saat) Adi 0 10 30 60 120
CB 13.19+0.08 24+0.21 25.23+0.57 27.76+0.18 32.01+0.1
24 CP 25.56£1.51 26.67+0.06 29.31+0.49 32.09+0.06 38.29+1.9
CPAS 19.254+0.44 23.89+0.13 24.56+0.28 25.39+0.71  34.594+0.42
CB 21.58+0.01 27.91£1.32 29.26+0.52 29.97+0.11  33.12+0.57
80 36 CP 38.29+0.95 45.55+0.59 46.69+0.65 48.98+0.27 58.98+0.49
CPAS 19.49+0.51 24.3445.72 24.88+1.06 27.92+0.57  29.994+0.96
CB 21.25+0.1  27.31+£0.82 30.31+0.07 33.56+0.04  58.96+0.83
48 CcpP 22.12+1.37 27.87£1.67 32.95+0.86 46.02+0.95 42.58+0.01
CPAS 16.8£0.62  23.14+0.62  26.45+0.13  26.69+1.41  27.97+1.20
CB 25.79£0.14  26.63£1.41 27.63=0.37 44.09+£0.01  46.63+0.57
24 CP 20.16£0.28 31.25+0.48 33.66+0.13 39.71+0.21  41.69+0.18
CPAS 21.42+0.24  24.4+0.66  25.82+0.76 29.46+0.24  30.98+0.47
CB 21.4+0.06 28.5£0.03  29.88+0.35 30.47+0.07 35.97+1
90 36 CP 21.97+0.11 27.21£0.86 32.75+0.27 34.56+0.44  35.63+0.59
CPAS 24.82+0.37 26.36£0.23  32.840.34  35.69+0.68  39.67+0.78
CB 28.51£2.05 30.01+0.88 32.56+0.03 32.96+0.13  39.68+0.17
48 CpP 25.89+£5.61 28.64+0.45 32.96+1.51 33.65+0.13  36.98+0.65
CPAS 25.25+0.38 33.26+0.23 43.93+1.29 45.69+0.68 51.56+0.51
CB 19.95+1.4 29.9+0.38  33.78+0.75 36.56+0.16  41.40+0.21
24 CpP 21.79+0.14  34.74£0.54  40.22+1.07 46.15£0.11 50.23+£21.82
CPAS 19.78£1.07 26.94+1.29 30.74+0.98 40.12+1.23  60.33+0.45
100 CB 22.4+0.69  28.79+0.23 33.98+0.47 35.84+0.89 41.16+0.14
36 CpP 23.08+£1.13  45.95+1.32 50.13£1.19 51.54+0.49 61.85+0.85
CPAS 20.38+0.28 24.61+0.52 32.18+0.25 40.55+0.06 43.02+1.15
cB 20.10£0.37 30.27£0.41 35.68+1.24 38.59+0 45.40+0.41
48 Ccp 23.85+0.16 29.93+1.30 32.56+0.47 40.15£1.19 47.22+0.48

CPAS 23.10+£2.06  28.57£1.50 35.06+0.03 38.61+0.51 44.36+0.18
Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. CB: Kivrimli nanofibrile bezelye
proteini ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti, CP: Kivrimli nanofibrile piring proteini ile kopigmente
edilen hibiskus ekstrakti, CPAS: Kivrimli nanofibrile peynir alti suyu proteini ile kopigmente edilen
hibiskus ekstrakt1.

Dogal piring protein izolat1 (%41.83) ile kopigmente edilen ekstraktlarla
karsilagtirildiginda piring protein nanofibrilleriyle (diiz: %32.51, kivrimli: %36.05)
kopigmente edilen ekstraklarin antosiyaninlerinin daha az pargalandig1 anlasilmaktadir.
Benzer sekilde PASPI &rneginin polimerik renk degeri (%35.86), kivrimli nanofibril
alternatifine gore (%30.55) daha yiiksek bulunmus ve izolat yerine kivrimli nanofibrile
proteinler ile kopigmente edilen Orneklerin antosiyaninlerinin daha stabil oldugu
sonucuna varilmistir. Bezelye proteini i¢in ise dogal (%38.84) ve diiz nanofibril (%38.55)
orneklerin benzer polimerik renk orami sagladigi ancak kivrimli formun (%31.33)
polimerik renk oranini 6nemli diizeyde diistirdiigii tespit edilmistir. Nanofibrilasyon
isleminin proteinlerin yapilarimi degistirerek antosiyaninlerle reaksiyona girme ve bag

yapma kapasitesini arttirdigi, boylece antosiyanin pigmentini ¢evresel sartlara dayanikli
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hale getirildigi bilinmektedir (Li ve ark., 2021b; Ma ve Jing, 2020; Mohammadian ve
Madadlou, 2018).

Cizelge 4.11. Kivrimli nanofibrillerle kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarinin polimerik renk (%)
degerlerine ait varyans analiz sonuglart

VK sD Polimerik Renk (%)

KO F
Protein cesidi (A) 2 1596.65 40.30**
Isil islem siiresi (B) 4 11910.50 150.32**
Sicaklik (C) 2 1039.04 26.22**
Fibrilasyon siiresi (D) 2 446.09 11.26**
AxB 8 161.04 1.016d
AxC 4 1461.13 18.44**
AxD 4 1374.54 17.34**
BxC 8 571.95 3.606d
BxD 8 117.06 0.736d
CxD 4 751.74 9.48**
AxBxC 16 531.31 1.676d
AxBxD 16 618.52 1.956d
AxCxD 8 1615.21 10.19**
BxCxD 16 279.38 0.8806d
AxBxCxD 32 1445.97 2.286d
Hata 135 2673.98

**p<0,01 ve *p<0,05 diizeyinde 6nemli, 6d: 6nemli degil

Cizelge 4.12. Kivrimli nanofibrillerle kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarinin polimerik renk (%)
degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

Faktor N Polimerik renk (%)
Protein Cesidi

CB 90 31.33+8.24b
CP 90 36.05+10.22a
CPAS 90 30.5549.25b
Nanofibrilasyon Siiresi (saat)

24 90 30.8449.39b
36 90 33.77+10.28a
48 90 33.31+9.00a
Sicaklik (°C)

80 90 30.50+9.99¢
90 90 32.18+7.25b
100 90 35.24+10.61a
Isul iglem siiresi (dk)

0 54 22.48+4 41e
10 54 29.13+5.54d
30 54 32.81+6.31c
60 54 36.76+7.12b
120 54 42.02+9.50a

Farkl1 harfle igaretlenmis ayni1 stitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0,05).

Sekil 4.5°de farkli kivrimli nanofibriller ile kopigmente edilen o6rneklerin
polimerik renk degerleri tizerinde etkili ‘Sicaklik x Protein ¢esidi’ interaksiyonu
gosterilmektedir. CB ve CPAS orneklerinin polimerik renk degerleri sicaklik 80 °C’den
90 °C’ye ¢ikarken artig gosterirken, 90 °C’den 100 °C’ye ¢ikarken 6nemli bir artig
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meydana gelmemistir. CP Orneginde ise sicaklik 80 °C’den 90 °C’ye ¢ikarildiginda
polimerik renk degerinde azalma olurken, sicaklik 90 °C’den 100 °C’ye ¢ikarildiginda

polimerik renk degeri en yliksek seviyeye ulagmistir.

CB CP CPAS

Polimerik renk (%)
=) w w = =
wu (] wu (] [y

]
[=]

80 90 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.5. Kivrimli nanofibrillere kopigmente edilen drneklere ait polimerik renk degerlerinin sicakliga
baglh degisimi

Sekil 4.6’da farkli kivrimli nanofibriller ile kopigmente edilen 6rneklerin
polimerik renk degerleri ftizerinde etkili ‘Fibrilasyon siiresi x Protein ¢esidi’
interaksiyonu gosterilmektedir. CB ve CPAS orneklerinin polimerik renk degerleri
fibrilasyon siiresi 24 saatten 36 saate ¢ikarildiginda 6nemli bir degisiklik gostermezken,
36 saatten 48 saate cikarildiginda artis oldugu goriilmektedir. CP Orneginde ise
fibrilasyon siiresi 24 saatten 36 saate ¢ikarildiginda polimerik renk degerinde 6nemli bir

artis meydana gelmistir, 36 saatten 48 saate cikarildiginda ise polimerik renk degeri

diismiistiir.
CB cP CPAS
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Sekil 4.6. Kivrimli nanofibrillere kopigmente edilen 6rneklere ait polimerik renk degerlerinin fibrilasyon
stiresine bagl degisimi
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4.2.2. Toplam monomerik antosiyanin tayini

Antosiyaninler oksijene, pH'ya, sicakliga, enzimlere, 1518a ve metal iyonlarina
maruz kaldiklarinda kolayca etkilenen, kararsiz bilesiklerdir. Bu durum gidanin hem
kalitesini hem de rengini etkilemektedir (Fan ve ark., 2019). Antosiyanin ile
renklendirilen trtinlerin renk stabilitesini saglamak icin bu pigmentlerin sicakliga karst
kararli olmalarin1 saglamak ve degredasyonunu en aza indirmek Onem tasimaktadir
(Cavalcanti ve ark., 2011). Bu amagla enkapsiilasyon, asilasyon, kopigmentasyon ve
metalik iyonlarla kompleks olusturma gibi farkli yontemler uygulanmaktadir (Eiro ve
Heinonen, 2002). Ozellikle molekiiler etkilesimlere dayanan kopigmentasyonun etkili bir
yol oldugu disiiniilmektedir. Organik asitlerin, flavonoidlerin, alkaloitlerin,
polisakkaritlerin, proteinlerin vb. eklenmesi stabiliteyi artirmakta ve antosiyaninlerin
biyoaktivitesini de etkilemektedir (Guan ve Zhong, 2015).

Kopigmentasyonun hibiskus ekstraktindaki antosiyanin miktarina etkisini gérmek
amaciyla ornekler termal stabilite testine tabi tutularak kinetik hesaplamalar yapilmistir.
Antosiyanin degisiminin par¢alanma hiz sabitleri (k), korelasyon katsayilar1 (R?), z
degerleri ve aktivasyon enerjisi (Ea) belirlenmistir. D degerini 1 log azaltmak ig¢in
gereken termal direng sicakligi (z degeri), log D degeri ve sicakligin dogrusal grafiginden
belirlenmistir (Nayak ve ark., 2011).

Herhangi bir kopigmentasyon uygulanmamis kontrol (kopigment yerine saf su
ilave edilmis) 6rnegi i¢in farkli sicakliklarda antosiyanin degradasyonu kinetigine ait
parametreler Cizelge 4.13°de verilmistir. Kontrol 6rnegine uygulanan 1s1l islem stiresince
belirlenen reaksiyon hiz sabitleri 80, 90 ve 100 °C igin sirastyla 0.21 x 1073, 0.29 x 1073
ve 0.40 x 102 dk?! olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). Kontrol 6rneginde bulunan
antosiyaninlerin bozulma aktivasyon enerjisi 26.13 kJ/mol, z degeri ise 96.22 K olarak

hesaplanmustir.

4.2.2.1. Dogal protein izolatlar

Bezelye protein izolat1 (BPI), piring protein izolat1 (PPI), gluten (GPI) ve peynir
alt1 suyu proteini izolat1 (PASPI) ile kopigmente edilmis &rneklerin farkli sicakliklarda

antosiyanin degradasyonu kinetigine ait parametreler Cizelge 4.13’de verilmistir.
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Cizelge 4.13. Kontrol ve dogal protein izolatlari ile kopigmente edilmis drneklerin farkli sicakliklarda
antosiyanin degradasyonu kinetigine ait parametreler

* 3

Ornek Sicaklik(°C) I((mg/)L)'ll e Z(K)  Ea(k¥mol) R
80 0.25

Kontrol 90 0.29 9622  26.13 0.94
100 0.40
80 0.22

BPI 90 0.33 9363  27.07 0.91
100 0.37
80 0.23

pPi 90 0.37 5265  47.98 0.99
100 0.55
80 0.35

Gpi 90 0.41 89.89  27.94 0.91
100 0.59
80 0.34

PASPI 90 0.43 11278 2230 0.99
100 0.51

Kontrol: Kopigmentasyon ajani yerine saf su kullamilan iiriin. BPI: Bezelye protein izolat: ile kopigmente
edilen hibiskus ekstrakt1. PPI: Piring protein izolat1 ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti. GPI: Gluten
ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti. PASPI: Peynir alt1 suyu proteini izolat ile kopigmente edilen
hibiskus ekstrakti

Farkli protein izolatlar1 ile kopigmente edilen hibiskus antosiyaninlerinin
degradasyonuna iliskin aktivasyon enerjisi degerleri Arrhenius grafiginin egiminden
hesaplanmig (Sekil 4.8) ve 22.39-47.98 kJ/mol arasinda degisim gostermistir (Cizelge
4.13). Bu degerler literatiirde belirtilen 41.1-58.0 kJ/mol (Fan ve ark., 2019), 35-125
kJ/mol (Heldman, 2011), 49.16-77.77 kJ/mol (Mazhitova ve ark., 2022) antosiyanin
bozunma aktivasyon enerjisi degerleriyle uyumlu bulunmustur. En yiiksek E, degeri PPI
orneginde, en diisiik Ea degeri ise PASPI 6rneginde gozlenmistir. BPI ve GPI ile
kopigmente edilen ekstraktlarin aktivasyon enerjisi degerleri kontrol 6rnegine benzer
bulunmustur. Yiiksek aktivasyon enerjisi degeri, bozunma reaksiyonunun ihtiyag
duydugu yiiksek enerjiyi gosterir. Enerji ne kadar yiiksekse, antosiyanin o kadar
kararlidir.

Kopigmente hibiskus orneklerinde antosiyanin degradasyonu ikinci dereceden
kinetige uygun olarak gergeklesmistir. Orneklerin farkli sicakliklardaki par¢alanma hiz
sabitleri (k) 0.22*%1073-0.59*10° (mg/L)*dk? arasinda degismektedir. Protein izolatlari
ile kopigmente edilmis Orneklere ait 80, 90 ve 100°C sicakliklardaki antosiyanin
konsantrasyonu degisimi Sekil 4.7°de verilmistir. Gortildiigii tizere sicakligin artmasiyla
antosiyanin degredasyon hizi da artis gostermistir. Kanha ve ark. (2020) ¢alismalarinda
siyah piring ekstraktin1 kopigmentasyon ve enkapsiilasyona tabi tutarak 25, 35, 45 °C’de

par¢alanma hiz sabitlerini hesaplamislardir ve antosiyanin degredasyon hizinin sicaklik
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arttikca artig gosterdigini  bildirmisglerdir. Yaban mersini suyunda antosiyanin
degradasyonunun incelendigi bir ¢alisma da sicaklik artisiyla beraber k degerinde bir artis
oldugu yani sicakligin degradasyonu hizlandirici bir etki gosterdigi belirtilmistir
(Buckow ve ark., 2010). Li ve ark. (2016) mor tathi patatesleri sekerler ve metal
iyonlariyla kopigmente ederek 80, 90, 100 °C’de hiz sabitlerini belirlemisler ve sicaklikla
hiz sabitinin dogru orantili olarak arttigin1 ortaya koymuslardir.

Calisma kapsaminda reaksiyonuna ait z degerleri de hesaplanmistir. z degeri; bir
bilesigin sabit bir sicaklikta desimal pargalanma siiresinin 10 kat kisalmasi i¢in bu sabit
sicakligin ne kadar artirilmasit gerektiginin gostergesidir. z degerinin azalmasi
reaksiyonun sicakliga karsi hassasiyetini artirict etki gosterir. z degerleri 52.65-112.78 K
degerleri arasinda degismekte olup en diisiik z degeri PPI, en yiiksek z degeri ise PASPI
ornegine ait bulunmustur. Genel olarak z degeri arttikca termal direncin de arttifi
varsayillmaktadir (Kanha ve ark., 2020). Bu nedenle yalnizca PASPI ile kopigmentasyon

hibiskus antosiyaninlerin termal direncinde artis saglamistir.
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Sekil 4.7. Farkli protein izolatlar1 ile kopigmente edilmis hibiskus ektraklarinin 80, 90, 100°C sicakliklarda antosiyanin degradasyonu kinetigine ait grafik
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Sekil 4.8. Farkli protein izolatlar1 kopigmente edilmis hibiskus ektraklarimin 80, 90, 100°C sicakliklarda

antosiyanin degradasyonu kinetigine ait Arrhenius grafigi

4.2.2.2. Diiz nanofibriller

24, 36 ve 48 saat siiresince asidik 1sitma ile elde edilen diiz nanofibrile proteinlerle
(bezelye, piring, gluten ve peynir alt1 suyu proteini) kopigmente edilmis (Sekil 4.9, 4.10
ve 4.11) ve kontrol 6rneklerine (Sekil 4.9) ait 6rneklerin farkli sicakliklarda antosiyanin
degradasyonu kinetigine ait parametreler Cizelge 4.14’te verilmistir. Antosiyanin
degisiminin par¢alanma hiz sabitleri (k), korelasyon katsayilar1 (R?), z degerleri ve
aktivasyon enerjileri (Ea) belirlenmistir. Isil islem siiresince 6rneklerde gozlenen toplam
monomerik antosiyanin degradasyonunun ikinci derece kinetik modele uygun olarak
gerceklestigi gézlenmistir. Literatlirde de benzer sekilde antosiyanin degredasyonunun
ikinci dereceden kinetik modele uygun bulundugu g¢alismalar mevcuttur (Li ve ark.,
2020b; Qian ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017). Bunun sebebinin elektropozitif
aglikonlarin (siyanidin +287, delfinidin +303, pelargonidin +271 ve peonidin +301)
ikinci dereceden kinetige uygun olarak reaksiyon gerceklestirmesi olarak bildirilmistir
(Jing ve ark., 2012; Luo ve ark., 2018; Sojka ve ark., 2009). ikinci derece reaksiyonlar
reaktant konsantrasyonuna baglidir. Reaktantlar azaldikc¢a reaksiyon hizi azalmaktadir

(Jing ve Giusti, 2005).
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Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen Orneklerin antosiyanin degradasyonu
kinetigine ait Arrhenius grafigi Sekil 4.12° de verilmis olup Ea degerleri 33.35-141.08
kJ/mol arasinda degismistir. Mazhitova ve ark. (2022) calismasinda farkli meyve
antosiyaninlerini dogal kaynaklarla kopigmente ederek termal stabilite testine tabi
tutmuslar ve Ea degerlerini 49.16—77.77 kJ/mol degerleri arasinda bulmuslardir. Costa ve
ark. (2018) acai meyvesi antosiyaninlerinin termal degradasyonunu incelemisler ve
aktivasyon enerjisini 24.16-80.4 kJ/mol degerleri arasinda bulmuslardir. Mor tatli patates
antosiyaninlerinin metal iyonlar1 ve sekerlerle kopigmente edildigi bir calismada
aktivasyon enerjisinin 54.16-65.59 kJ/mol degerleri arasinda oldugu bildirilmistir (Li ve
ark., 2016).

En yiiksek Ea degeri (141.08 kJ/mol) 24NB o6rneginde goézlenmis ve bunu
24NPAS 06rnegi (103.54 kJ/mol) takip etmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda (82.79
kJ/mol) 24NB, 24NPAS, 36NP, 48NB orneklerinin Ea degerleri daha yiiksek
bulunmustur. Sirasiyla 24NB, 36NB, 48NB o6rnekleri icin Ea degerleri; 141.08, 74.64,
87.22 kJ/mol olarak hesaplanmistir. Bezelye proteini igin fibrilasyon siiresinin kisa
tutulmasiyla Ea degeri daha yiiksek bulunmustur. Sirasiyla 24NP, 36NP, 48NP i¢in Ea
degerleri; 38.33, 89.69, 60.94 kJ/mol olarak belirlenmistir. Piring proteini i¢in en yiiksek
Ea degeri 36 saatlik fibrilasyon siiresinde elde edilmistir. Sirasiyla 24NG, 36NG ve 48NG
icin Ea degerleri 33.35, 63.88, 73.49 kJ/mol’dur. Glutenin fibrilasyon siiresinin artmasiyla
Ea degerinde de artis meydana gelmistir. Monge-Morera ve ark. (2021) ¢alismalarinda
gluteni 1s1tma ve kaynatma islemlerinin fibril olusumunu tesvik ettigini bildirmislerdir.
Yani fibrilasyon siiresi arttikga protein izolati hibiskus ekstraktini daha stabil hale
getirmistir. Sirasiyla 24NPAS, 36NPAS ve 48NPAS icin Ea degerleri; 103.54, 68.00,
57.52 kJ/mol bulunmustur. Bezelye proteininde oldugu gibi en yiiksek Ea degeri en diisiik
fibrilasyon siiresinde hesaplanmistir. Bunun nedeni fibrilasyon siiresinin artmasiyla
olusan uzun ve esnek protein ag yapisnin pargalanarak bilesenlerin reaksiyona acik hale
gelmesi varsayilabilir. Yapilan bir calismada fibrilasyon siiresi uzadik¢a proteinin yapisal
olarak agilarak, polipeptit hidrolizi meydana geldigi bildirilmistir (Hu ve Li, 2021). Ea
degeri protein izolatlar ile kopigmente edilen 6rneklerle karsilastirildiginda (22.39-47.98
kJ/mol) diiz nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen Orneklerin Ea degerlerinin
genellikle daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ea degerinin yiiksek olmasi reaksiyona
girmek icin daha fazla enerji gerektiginin yani reaksiyonun gerg¢eklesmesinin daha zor
oldugunun gostergesidir (Saidji ve ark., 2023). Buradan da anlasilacagi lizere diiz

nanofibrillerle kopigmente edilen orneklerde antosiyanin degradasyonu daha zor
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gerceklesmektedir. Antosiyaninler sicakliga karsi daha direngli hale gelmistir. Bunun
kopigmentlerin antosiyaninlerle yaptig1 molekiil i¢i ve molekiiller arast baglar sayesinde
gerceklestigi  distiniilmektedir (Ma ve Jing, 2020). Ayrica protein izolatlari ile
kopigmente edilen orneklerin Ea degerlerinin daha diisiik olmasinin nanofibrilasyon
islemi ile ylizey alan1 artan ve bag yapma kapasitesi yiikselen proteinlerin antosiyaninleri
daha iyi koruyarak termal olarak stabil hale getirmesi oldugu varsayilmaktadir (Hasan ve
ark., 2023).

Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen 6rneklerin k degerleri 0.12x1073- 0.87x10°
% (mg/L)dk* arasinda degismektedir. Protein izolatlar1 ile kopigmente edilen 6rneklerde
oldugu gibi nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen Orneklerde de sicakligin
artmasiyla parcalanma hiz sabiti artis gostermistir (Buckow ve ark., 2010; Kanha ve ark.,
2020). Kechinski ve ark. (2010) ¢alismalarinda yabanmersini suyuna 40-80 °C arasinda
uygulanan 1s1l sonucunda k degerinin sicaklikla arttigii ve 0.064-2.254 x 10 (mg/L)
'dk? degerleri arasinda degistigini bildirmislerdir. Mazhitova ve ark. (2022)
calismalarinda kopigmente edilmis farkli meyve antosiyaninlerinin 70-90 °C
sicakliklarda antosiyanin degradasyon hiz sabiti degerlerini 0.30-2.00 (mg/L)*dk*
degerleri arasinda bulmuslardir. Yapilan diger ¢alismalarda k degerleri 0.51 ve 3.23 103
(mol)*dk* (Zhang ve ark., 2020b), 0.62-0.06 x 10° (gmg™') dk' calismamiza benzer
araliklarda bulunmustur.

Diiz nanofibriller ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktlarinin z degerleri 17.92-
75.72 K degerleri arasinda degismistir. En diistik z degeri 24NB 6rneginde, en yiiksek z
degeri ise 24NG o6rneginde gozlenmistir. Genel olarak z degeri arttik¢a termal direncin
de arttig1 varsayilmaktadir (Kanha ve ark., 2020). Bu nedenle 24NG o6rnegi hibiskus
ekstraktlariin sicaklik degisimine karsi direncini artirmada en etkili ajan olmus ve bunu
sirastyla 24NP VE 48NPAS ornekleri takip etmistir. Sirastyla z degerleri 24NB, 36NB,
48NB i¢in 17.92, 33.69, 28.78 K; 24NP, 36NP, 48NP i¢in 65.92, 28.12, 41.57 K; 24NG,
36NG, 48NG igin 75.72, 39.54, 34.44 K; 24NPAS, 36NPAS, 48NPAS i¢in 24.48, 37.18,
43.77 K olarak bulunmustur. Bezelye proteini i¢in z degeri bakimindan en iyi fibrilasyon
stiresi 36 saat, piring proteini ve gluten i¢in 24 saat, peynir alti suyu proteini i¢inse 48 saat

oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.14. Farkli sicakliklarda termal stabilite testine tabi tutulmus kontrol ve diiz nanofibrillerle
kopigmente edilmis drneklere ait toplam antosiyanin miktarina iligkin kinetik parametreler

k*10°

Ornek Sicaklik(°C) (mg/L) dak’® Z (K) Ea (kJ/mol)  R?
80 0.22

Kontrol 90 0.40 30.40 82.79 0.91
100 0.60
80 0.13

24NB 90 0.70 17.92 141.08 0.97
100 0.87
80 0.31

24NP 90 0.50 65.92 38.33 0.99
100 0.62
80 0.20

24ANG 90 0.30 75.72 33.35 0.99
100 0.37
80 0.04

24NPAS 90 0.19 24.48 103.54 0.98
100 0.28
80 0.16

36NB 90 0.30 33.69 74.64 0.90
100 0.65
80 0.16

36NP 90 0.40 28.12 89.69 0.95
100 0.84
80 0.23

36NG 90 0.50 39.54 63.88 0.99
100 0.73
80 0.09

36NPAS 90 0.20 37.18 68.00 0.99
100 0.33
80 0.25

48NB 90 0.40 28.78 87.22 0.90
100 0.60
80 0.21

48NP 90 0.30 41.57 60.94 0.97
100 0.44
80 0.21 0.99

48NG 90 0.60 34.44 73.49 '
100 0.82
80 0.12

48NPAS 90 0.20 43.77 57.52 0.94
100 0.34

Kontrol: Kopigmentasyon ajani yerine saf su kullanilan iriin. 24: 24 saat boyunca su banyosunda
bekletilerek nanofibrilasyona tabi tutulan triin. 36: 36 saat boyunca su banyosunda bekletilerek
nanofibrilasyona tabi tutulan triin. 48: 48 saat boyunca su banyosunda tutularak nanofibrilasyona tabi
tutulan tirtin. NB: Diiz nanofibrile bezelye protein ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti. NP: Diiz
nanofibrile piring protein ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti, NG: Diiz nanofibrile gluten ile
kopigmente edilen hibiskus ekstrakti. PAS: Diiz nanofibrile peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen
hibiskus ekstrakt.
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Sekil 4.9. Kontrol ve 24 saatlik metotla iiretilen diiz nanofibrile proteinlerle kopigmente edilmis hibiskus ektraklarmin 80, 90, 100°C sicakliklarda antosiyanin degradasyonu

kinetigine ait grafik
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Sekil 4.10. 36 saatlik metotla iiretilen diiz nanofibrile proteinlerle kopigmente edilmis hibiskus ektraklarinin 80, 90, 100°C sicakliklarda antosiyanin degradasyonu kinetigine
ait grafik
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Sekil 4.11. 48 saatlik metotla iiretilen diiz nanofibrile proteinlerle kopigmente edilmis hibiskus ektraklarmin 80, 90, 100°C sicakliklarda antosiyanin degradasyonu kinetigine

ait grafik
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Sekil 4.12. Farkl1 diiz nanofibrile proteinlerle kopigmente edilmis hibiskus ektraklarmnin 80, 90, 100°C sicakliklarda antosiyanin degradasyonu kinetigine ait Arrhenius grafigi
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4.2.2.3. Kivrimli nanofibriller

24, 36 ve 48 saatlik 1s1l islem sonucu elde edilen kivrimli nanofibrile proteinlerle
(bezelye, piring ve peynir alt1 suyu proteini) kopigmente edilmis ve kontrol 6rneklerine
ait orneklerin farkli sicakliklarda antosiyanin degradasyonu kinetigine ait parametreler
Cizelge 4.15°de verilmistir. Antosiyanin degredasyonunun pargalanma hiz sabitleri (k),
korelasyon katsayilar1 (R?), z degerleri ve aktivasyon enerjisi (Ea) belirlenmistir (Sekil
4.13-4.16).

Kivrimli nanofibrillerle kopigmente edilen o6rneklerin Ea degerleri 38.54-91.48
kJ/mol arasinda degismistir. En yiliksek Ea degeri 48CPAS 6rneginde (91.48 kJ/mol)
belirlenmis ve bunu sirasiyla 36CP (87.99 kJ/mol) ve 36CB (87.63 kJ/mol) 6rnegi takip
etmistir. Bu ii¢ 6rnek disindaki diger tiim kivrimli nanofibriller kontrolden daha diisiik
aktivasyon enerjisi saglamistir. Ayrica protein izolatlar1 ile kopigmente edilen 6rneklerle
karsilagtirildiginda (22.39-47.98 kJ/mol) kivrimli nanofibrile proteinlerle kopigmente
edilen orneklerin Ea degerlerinin genellikle daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Daha
once de belirtildigi gibi Ea degerinin yiiksek olmasi antosiyanin degredasyonunun daha
zor gergeklestiginin bir gostergesidir (Saidji ve ark., 2023). Kivrimli nanofibrillerle
kopigmente edilen Ornekler, protein izolatlar1 ile kopigmente edilenlere kiyasla daha
yliksek Ea degerine sahip olmasi nedeniyle degradasyonun daha zor gercgeklestigi
sOylenebilir. Ea degerleri sistematik olarak karsilastirilacak olursa sirasiyla 24CB, 36CB
ve 48CB i¢in 58.70, 87.63, 71.31 kJ/mol olarak hesaplanmistir. 24CP, 36CP ve 48CP i¢in
Ea degerleri sirastyla 58.08, 87.99, 38.54 kJ/mol; 24CPAS, 36CPAS ve 48CPAS i¢inse
64.32, 75.55, 91.48 kJ/mol’diir. 24NPAS, 36NPAS ve 48NPAS orneklerinin aksine
kivriml fibrillerde fibrilasyon siiresi uzadik¢a Ea degerinde artis meydana gelmistir.
Iyonik giicii yiiksek ¢ozelti ile gerceklestirilen fibrilasyonda siirenin uzamasi fibrillerin
ag yapisin genisleterek bozulma reaksiyonlarini geciktirmistir. Diiz ve kivrimli peynir
altt suyu fibrillerinin stabilitesinin arastirildigi bir calismada kivrimli fibrillerin diiz
fibrillere oranla daha dayanikli oldugu ve hasar gormedigi bildirilmistir (Loveday ve ark.,
2012). Yine bagka bir ¢aligmada amiloid fibrillerin dallarinin 1sitma siiresinin artmasiyla
goriiniir hale geldigi bildirilmistir (Mohammadian ve Madadlou, 2016). Bezelye ve piring
protein fibrilleri ile kopigmente edilen 6rneklerde ise en iyi fibrilasyon siiresinin 36 saat
oldugu goriilmiistir. Bu durum 36 saate kadar fibril olusumu desteklenirken belirli

stireden sonra olusan kivrimli ve esnek fibrillerin par¢alanmis olmasiyla aciklanabilir.
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Bezelye ve pirin¢ nanofibrilleri elde etmek amaciyla protein izolatlarinin asitli ortamda
1s1tildigr bir calismada belirli bir siireden sonra fibrillerin pargalanma egilimi gosterdigi
bildirilmistir (Kong ve ark., 2024).

Kivrimli nanofibrillerle kopigmente edilen orneklerin k degerleri 0.14x1073-
0.91x10° (mg/L)'dk-1 arasinda degismektedir. Protein izolatlar1 ve nanofibrile
proteinlerle kopigmente edilen Orneklerde gozlendigi gibi sicaklifin artmasiyla
pargalanma hiz sabiti de artis gdstermistir. Antosiyanin stabilitesinin kitosan ve aljinat ile
saglandigr bir calismada k degerleri ikinci dereceden reaksiyon kinetigine gore
calismamiza benzer sekilde 0.6x10° - 3.2x1073 (g.mg'dk™!) araliginda bulunmustur
(Pinheiro ve ark., 2021).

Termal direng sicaklig1 (z) degerleri 27.59-65.77 K degerleri arasinda degismekte
olup en diisiik z degeri 48CPAS, en yiiksek z degeri ise 48CP 6rnegine ait bulunmustur.
Kanha ve ark. (2019) ¢alismalarinda kopigmentasyonun antosiyaninlerin termal direncini
arttirdigin1 ve bu artisin z degeri ile dogrusal bir iliskide gerceklestigini bildirmislerdir.
Kivrimli nanofibriller ile kopigmente edilen hibiskus ektraklarindan z degeri bakimindan
termal olarak en direngli 6rnegin 48CP oldugu goriilmektedir. z degerleri sirasiyla 24CB,
36CB ve 48CB ornekleri i¢in 42.85, 28.77, 35.42 K; 24CP, 36CP ve 48CP ornekleri i¢in
43.58, 28.75, 65.77 K; 24CPAS, 36CPAS ve 48CPAS ornekleri i¢in 39.18, 33.45, 27.59
K’dir. Bezelye ve peynir alt1 suyu proteinleri 6rnekleri i¢in en iyi z degeri 24 saatte, piring
icin 48 saatte elde edilmistir. En stabil kopigment belirlenirken z degerleri tek basina ele
alinmay1p Ea degerleriyle birlikte degerlendirilmistir.

Yapilan termal stabilite testleri sonucunda dogal protein izolatlari, diiz veya
kivrimli nanofibriller ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktlar1 ve kontrol 6rnegi
kiyaslanarak antosiyanin degredasyon reaksiyonuna karsi en stabil 6rnekler secilmistir.
Ornekler segilirken z ve Ea degerlerinden yararlanilmgtir. z degeri ve Ea degeri en yiiksek
olan ornekler belirlenerek caligmanin ileriki agsamalarinda kullanima uygun kopigmente
edilmis hibiskus ekstraktlari belirlenmistir. Kiyaslamalar sonucunda yiiksek z degerleri
nedeniyle 24NP, 24NG, 24CB ve 48CP oOrnekleri, yiiksek Ea degerleri ve uygun
par¢alanma hiz sabiti (k) degerleri nedeniyle 24NPAS ve 48CPAS ornekleri ¢aligmanin
ilerleyen asamalarinda model gidalara uygulanmak tizere segilmistir.

Yukarida yapilan tartismalar sonucunda dogal proteinlere oranla diiz ve kivriml
protein nanofibrilleri ile kopigmente edilen 6rneklerin daha yiiksek Ea ve z degerleri
gosterdikleri ve hibiskus ekstraktinda bulunan antosiyaninleri reaksiyonlara kars1 daha

iyi korudugu sonucuna varilmistir. Nanofibrilasyon islemi esnasinda proteinler yiiksek
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sicakliklarda ve asidik bir pH’da uzun ve ince (~10 nm ¢ap) protein kiimeleri olan ve j3-
tabakali ¢ekirdek yapisina sahip amiloid benzeri nanofibriller halinde kendiliginden
birlesmektedir (Cao ve Mezzenga, 2019). Proteinlerde bulunan B-tabakalar arasinda
bulunan yan zincirler birbirine gecerek siki ve kuru bir "sterik fermuar" arayiizii
olusmaktadir (Eisenberg ve Sawaya, 2017). B-tabakalarin omurgasindan olusan hidrojen
bag ag1 ve yan zincirlerin de fermuar benzeri yapi olusturmasiyla birlikte nanofibriller
oldukga stabil bir yap1 gostermektedir (Eisenberg ve Sawaya, 2017). Ayrica
nanofibrillerin benzersiz ¢apraz yapisi, fibrilasyon islemi ile triptofan ve diger amino asit
kalintilarinin  daha fazla aci§a ¢ikmast nedeniyle giiclii antioksidan aktivite
sergilemektedir. Nanofibriller yiiksek antioksidan aktivitesi ile gidayr oksidatif
reaksiyonlarla yapisinda, tadinda, aromasinda ve renginde meydana gelebilecek
bozulmalara karsi korumaktadir (Shi, 2023). Dogal proteinlerle karsilastirildiginda
teknolojik ve yapisal 6zellikleri bakimindan oldukca iistiindiirler. Protein fibrillerinin
yiiksek en boy orani, diisiik konsantrasyonlarda bile bir dispersiyondaki fibril-fibril
temaslarin1 kolaylastirarak bag yapma oranini arttirmaktadir (Lendel ve Solin, 2021).
Olusan dolasmis ag yapisi1 dogal proteinlere gore ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda jel
olusturma, viskoz yap1 olusturma, biyoaktif materyalleri koruma gibi 6zelliklere sahip
olmalarini saglamaktadir (Renard ve Lefebvre, 1992).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla dogal pigmentlerin proteinlerle kompleks
olusturarak stabilitesinin gelistirildigi rapor edilmistir (Chen ve ark., 2019; Zou ve ark.,
2019). Proteinler antosiyaninlere kovalent (Schiff bazlari ve Michael katilma
reaksiyonlar1) veya kovalent olmayan baglarla (hidrojen baglari, van der Waals baglari,
hidrofobik etkilesimler) baglanarak onlarin stabilitesini arttirmaktadirlar (Rawel ve Rohn,
2010; Wei ve ark., 2015). Ozellikle protein nanofibrilleri cok diizenli yapilar1 ve uyumlu
en boy oranlari ile teknolojik olarak gida uygulamalarinda kullanmaya elveriglidir (Shi,

2023).
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Cizelge 4.15. Farkli sicakliklarda termal stabilite testine tabi tutulmus kontrol ve kivrimli nanofibrillerle
kopigmente edilmis 6rneklere ait toplam antosiyanin miktarina iligkin kinetik parametreler

Ornek Sicaklik(C°) k*10° (mg/L)  Z (K) Ea (kJ/mol) R?
'(dk™)

Kontrol 80 0.22 30.40 82.79 0.91
20 0.40
100 0.42

24CB 80 0.20 42.85 58.70 0.92
920 0.30
100 0.58

24CP 80 0.29 43.58 58.08 0.98
920 0.60
100 0.67

24CPAS 80 0.13 39.18 64.32 0.96
920 0.20
100 0.43

36CB 80 0.16 28.77 87.63 0.95
90 0.36
100 0.45

36CP 80 0.18 28.75 87.99 0.99
90 0.55
100 0.91

36CPAS 80 0.12 33.45 75.55 0.99
90 0.30
100 0.50

48CB 80 0.19 35.42 71.31 0.99
90 0.40
100 0.72

48CP 80 0.21 65.77 38.54 0.93
90 0.40
100 0.42

48CPAS 80 0.14 27.59 91.48 0.97
90 0.40
100 0.69

Kontrol: Kopigmentasyon ajani yerine saf su kullamilan iiriin. 24: 24 saat boyunca su banyosunda
bekletilerek nanofibrilasyona tabi tutulan iriin. 36: 36 saat boyunca su banyosunda bekletilerek
nanofibrilasyona tabi tutulan iirlin. 48: 48 saat boyunca su banyosunda bekletilerek nanofibrilasyona tabi
tutulan {irlin. CB: Kivrimli nanofibrile bezelye protein ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti. CP:
Kivrimli nanofibrile piring protein ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti, CPAS: Kivrimli nanofibrile
peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti.
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Sekil 4.13. Kontrol ve 24 saatlik metotla iiretilen kivrimli nanofibrile proteinlerle kopigmente edilmis hibiskus ektraklarmin 80, 90, 100°C sicakliklarda antosiyanin

degradasyonu kinetigine ait grafik
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Sekil 4.14.36 saatlik metotla iiretilen kivrimli nanofibrile proteinlerle kopigmente edilmis hibiskus ektraklarinin 80, 90, 100°C sicakliklarda antosiyanin degradasyonu kinetigine

ait grafik
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Sekil 4.15. 48 saatlik metotla iiretilen kivrimli nanofibrile proteinlerle kopigmente edilmis hibiskus ektraklarinin 80, 90, 100°C sicakliklarda antosiyanin degradasyonu kinetigine

ait grafik
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Sekil 4.16. Farkli kiviimli nanofibrile proteinlerle kopigmente edilmis hibiskus ektraklarmm 80, 90, 100°C sicakliklarda antosiyanin degradasyonu kinetigine ait Arrhenius

grafigi
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4.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopi

FTIR ol¢iimleri kopigmentasyon komplekslerinin olusumuna dair kanit
niteligindedir. Nanofibrilasyona ugratilmis proteinler ve antosiyaninler arasinda
gerceklesen bag olusumunu izlemek ve dogrulamak ve proteinler ve diger ligandlar
arasindaki baglanmanin genellikle proteinin ikincil yapisindaki konformasyonel
degisikliklerle birlikte gergeklestigini géz onilinde bulundurarak, nanofibrile proteinlerin
ikincil yapisindaki degisiklikleri tespit etmek amaciyla FTIR analizi gergeklestirilmistir.
Sekil 4.17, 4.18 ve 4.19’° da sirasiyla 24, 36 ve 48 saatlik metotla iiretilen diiz nanofibrile
proteinlerle kopigmente edilmis hibiskus ekstraktlarina ait FTIR grafikleri verilmistir.
Sekil 4.17°de 24 saatlik metotla 1sitma sonucu liretilen diiz nanofibrile (a) bezelye protein
izolat1, (b) piring protein izolati, (¢) gluten ve (d) peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente
edilen 6rneklerin kontrol ve protein izolat1 6rnekleriyle karsilastirmali FTIR spektrumlari
gosterilmistir. FTIR spektrumlart 4000-400 cm™ araliginda verilmistir. Orneklerin
spektrumlar1 incelendiginde kontrol, 24NB-P, 24NB-K, BPI VE BPi-K i¢in sirasiyla
3307 cm™, 3282 cm™, 3294 cm™!, 3286 cm ™!, 3313 cm™' dalga sayisinda pikler olustugu
gozlenmektedir. Kopigmentasyon ile FTIR spektrumlar1 6nemli degisikliklere ugramistir.
Bu degisiklikler 6zellikle hidrojen bagi olusumunun karakteristigi olan 3300-3400 cm'™*
araliginda gozlenmistir (Crews ve ark., 1998). 3200-3300 cm™ dalga boyu araliginda
daha genis olarak gozlenen pik —OH gruplarinin ve —NH2’nin varligim1 gostermektedir
(Kumar ve Cumbal, 2016). Gortldigi tizere protein izolati ile kopigmente edilen
hibiskus ekstraktina oranla nanofibrilasyona ugratilmis proteinlerle kopigmente edilen
orneklerin spektrumunda 3200-3650 cm™ araliginda daha genis pikler gozlenmistir. Bu
da -OH gerilme emiliminin daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Zhang ve ark., 2020a).

Bunun yaninda 6rnekler 1630-1650 cm™ ve 600-1000 cm™ araliginda da pikler
olusturmustur. 1600-1680 cm™ arasinda olusan pikler konjuge olmayan giiclii C=C
titresimlerini gdstermektedir (Zainul ve lsara, 2019). 600-1000 cm™ araliginda
absorpsiyon bandi aromatik halkalarin varligin1 géstermektedir. Zhang ve ark. (2020a)
oeninin farkli fenoliklerle kopigmentasyona tabi tuttugu c¢aligmasinda FTIR
spektrumunda benzer sonuclar elde etmistir.

Sekil 17b’ye bakildiginda kontrol, 24NP-P, 24NP-K, PPi ve PPi-K
karsilastirilmistir. Ornekler sirastyla 3320, 3325, 3323, 3302 ve 3305 cm™ ve 1614, 1620,
1616, 1648 ve 1636 cm™ dalga boylarinda pik vermistir.
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3300 cm™? civarinda goriilen giiclii ve genis absorpsiyon bandi, antosiyanin
pigmentinin proteinler ile alkolik hidroksil gruplarini iceren -OH'nin gerilme titresimine
atfedilmistir. 1600 cm™ bandindaki spektrumun ise benzen halkasi titresiminden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Chen ve ark., 2022).

Sekil 17¢ ve 17d’de ise 3000-3400cm™* (OH gerilmesi) ve 1600-1680 cm™ (C=0
gerilmesi) dalga boyu araliginda daha genis pikler gozlenmistir. Bunun yaninda 600-1000
cm™ (C=C gerilmesi) civarinda da pik meydana gelmistir (Saidji ve ark., 2023).
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Sekil 4.17. 24 saatlik 1s1tma sonucu iiretilen diiz nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolati, (c) gluten ve (d)
peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin kontrol ve protein izolat1 6rnekleriyle karsilagtirmali FTIR spektrumlari.
Kontrol (kopigmentasyon ajani yerine saf su kullanilarak hazirlanan hibiskus ekstrakti), 24NB-P (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
diiz bezelye nanofibrili), 24NB-K (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz bezelye nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus
ekstrakt1), BPI (bezelye protein izolatr) ve BPI-K (Bezelye protein izolat: ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), 24NP-P (24 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz piring nanofibrili), 24NP-K (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile
kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), PPI (piring protein izolat1) ve PPI-K (piring protein izolat: ile kopigmente edilen hibiskus
ekstrakti), 24NG-P (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili), 24NG-K (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz
gluten nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), GPI (gluten) ve GPI-K (gluten ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakt1),
24NPAS-P (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili), 24NPAS-K (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), PASPI (peynir alt1 suyu protein izolat1) ve PASPI-K (peynir
alt1 suyu protein izolati ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktr)
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Sekil 4.18a’da kontrol, 36NB-P, 36NB-K, BPi VE BPi-K sirastyla 3287, 3289,
3302, 3300, 3304 cm™ absorbanslarinda spektrum vermistir. Bu da nanofibrile protein-
antosiyanin arasinda O-H gerilmesine bagli bir baglanma gerceklestigini gostermektedir.
Ayni zamanda dogal protein izolat1 olan BPI 3300 cm™’ de pik gosterirken, 3287 cm™’e
(36NB-P) bir kayma gbzlenmistir. Bu kayma, gerilme titresimlerinin sikligin1 azaltan NH
gerilmesine atfedilmektedir (Gong ve ark., 2016). Kopigmentasyona tabi tutulan érnek
(36NP-K) 3000-3400 cm™ araliginda nanofibrile proteine (36NB-P) oranla daha yiiksek
bir dalga boyuna sahiptir. Bu degisim, protein yapisindaki B-plaka iceriginin azaldigi
anlamina gelmektedir. Dogal ve denatiire proteinlere antosiyanin eklenmesinin -plaka
yapilarinda azalma sagladigini ve bu nedenle antosiyaninlerin $-plaka yapilar1 arasindaki
hidrojen baglarin1 bozarak burada tutuldugu distiniilmektedir (Shih ve ark., 2011). Siyah
piring antosiyaninleri ile ipek nanofibrillerinin kopigmente edildigi bir ¢aligmada benzer
sonuglar elde edilmistir (Ma ve Jing, 2020). Bunun yaninda 2000-2200 cm™ ve 1600-
1650 cm™ pikler izlenmistir. 2000-2200 cm™ arasindaki pikler antosiyanin-diiz bezelye
nanofibrili arasinda olusan N-H gerilimine, 1600-1650 cm™ arasindaki pikler ise C=0
(karbonil) baglarim1 gostermektedir (Saidji ve ark., 2023). Sekil 4.18b, ¢ ve d’de de
yukarida bahsedildigi gibi 3000-3500 cm™ (-OH gerilimi) ve 1600-1650 (C=0 gerilimi)
cm? dalga boylarinda pikler gdzlenmistir. Ayrica spektrum alami dar olmakla birlikte
2000-2200 (N-H gerilimi) cm™? ve 600-1000 cm™ (C=C gerilimi) araliginda pikler
izlenmektedir (Tan ve ark., 2023).
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Sekil 4.18. 36 saatlik 1sitma sonucu iiretilen diiz nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolat1, (c) gluten ve (d)
peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen drneklerin kontrol ve protein izolat1 6rnekleriyle karsilastirmali FTIR spektrumlari
36NB-P (36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz bezelye nanofibrili), 36NB-K (36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz bezelye
nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktr), 36NP-P (36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz piring nanofibrili), 36NP-K
(36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktr), 36NG-P (36 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili), 36NG-K (36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile
kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), 36NPAS-P (36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili), 36NPAS-K

(36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakt)
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Sekil 4.19 a,b,c ve d’de 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulmus diiz nanofibrile
proteinlerin FTIR grafikleri verilmistir. Grafikler incelendiginde, 3000-3500 cm™ (-OH
gerilimi) ve 1600-1650 (C=0 gerilimi) cm™ dalga boylarinda biiyiik pikler goriiliirken,
2000-2200 (N-H gerilimi) cm™ ve 600-1000 cm™ (C=C gerilimi) araliginda da bazi
dalgalanmalar meydana gelmistir. 48NB-P 6rnegi 3290 cm™°de pik verirken, 48NB-K
orneginde 3296 cm™’e bir kayma meydana gelmistir (Sekil 4.13a). Bu kaymanin
antosiyanin ve kopigment arasinda meydana gelen -OH gerilmelerinden kaynaklandigi
diistiniilmekte olup, benzer bulgular farkli ¢alismalarda da bildirilmistir (Chen ve ark.,
2022; Kalantari ve ark., 2021; Khalifa ve ark., 2018). Ayrica BPI 1638 cm™’ de, 48NB-
P ise 1630 cm™ de pik gdzlenmistir. Bu kaymanin proteinin ikincil yapisinda meydana
gelen degisikliklerden kaynaklandigi distiniilmektedir (He ve ark., 2016c). 48NP-P
ornegi 3301 cm™ ve 1632 cm™’de, 48NP-K ise 3304 cm™ ve 1638 cm™’de pik vermistir
(Sekil 4.13b). Bu nedenle kopigmentasyon sirasinda diiz nanofibrile piring proteini ile
hibiskus antosiyaninleri arasinda baglanmalar meydana geldigi disiiniilmektedir. 1600
cm* civarinda olusan kaymalar C=0 ve C=N, 3000 cm™ civarinda gériilen kaymalar ise
hidroksi gruplarinin olustugunu goéstermektedir (Maylinda ve ark., 2019). Proteinlerin
ikincil yapilarinda C=0O ve C-N esneme titresimlerinde degisiklik oldugu da
anlasilmaktadir (Figueroa-Gonzalez ve ark., 2022). 48NPAS-P 6rnegi 3312 cm™’de pik
verirken, PASPI ise 3305 cm™ de pik vermistir (Sekil 4.13d). Bunun nedeni o-heliks ve
B-plaka yapilarinda meydana gelen degisimler olabilir (Yang ve ark., 2015).
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Sekil 4.19. 48 saatlik 1s1tma sonucu iiretilen diiz nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolati, (c) gluten ve (d)
peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin kontrol ve protein izolat1 6rnekleriyle karsilastirmalt FTIR spektrumlari
48NB-P (48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz bezelye nanofibrili), 48NB-K (48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz bezelye
nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), 48NP-P (48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz piring nanofibrili), 48NP-K
(48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktr), 48NG-P (48 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili), 48NG-K (48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile
kopigmente edilen hibiskus ekstraktr), 48NPAS-P (48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili), 48NPAS-K
(48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktr).
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Ayni1 protein izolatinda 1sitma siiresinin degistirilmesi kopigmentasyon etkinligi
iizerinde Onemli bir etkiye neden olmasa da kurveyi kaydirmada ufak farklar
goriilmektedir. Diiz bezelye nanofibrilleriyle ile kopigmente edilen 6rnekler; 24NB-K
3294 cm™, 36NB-K 3302 cm, 48NB-K 3296 cm?, diiz piring nanofibrilleriyle
kopigmente edilen o6rnekler; 24NP-K 3325 cmt, 36NP-K 3308 cm?, 48NP-K 3304 cm’?,
diiz gluten nanofibrilleriyle kopigmente edilen 6rnekler; 24NG-K 3304 cm™, 36NG-K
3286 cm™, 48NG-K 3282 cm™, 24NPAS-K 3318 cm™, 36NPAS-K 3313 cm™ ve
48NPAS-K 3301 cm™ degerlerine sahiptir. Bezelye drneklerinde en yiiksek kayma 36
saatlik fibrilasyonda, piring, gluten ve peynir altt suyu oOrneklerinde 24 saatlik
fibrilasyonda goriilmektedir. Farkli protein izolatlar1 birbiri ile karsilastirildiginda 24 saat
fibrilasyona tabi tutulan 6rneklerden en yiiksek kayma degerine sahip olan 24NP-K, 36
saat fibrilasyona tabi tutulanlarda 36NPAS-K, 48 saat fibrilasyona tabi tutulanlarda ise
48NPAS-K oldugu goriilmektedir.

Dogal protein izolat1 ve nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen ornekler
sistematik olarak karsilastirildiginda grafiklerin her birinde kayma meydana geldigi
goriilmektedir. 24NB-K 3294 cm™, 24NB-P 3291 cm™; 36NB-K 3302 cm™, 36NB-P
3294 cm™; 48NB-K 3296 cm™ , 48NB-P 3313 cm™; 24NP-K 3325 cm™, 24NP-P 3313
cm™; 36NP-K 3308 cm™, 36NP-P 3307 cm™; 48NP-K 3304 cm™, 48NP-P 3314 cm™;
24NG-K 3304 cm™, 24NG-P 3302 cm?; 36NG-K 3286 cm™, 36NG-P 3311 cm™; 48NG-
K 3282 cm™ 48NG-P 3303 cm™; 24NPAS-K 3318 cm™, 24NPAS-P 3307 cm™; 36NPAS-
K 3313 cm™, 36NPAS-P 3315 cm™; 48NPAS-K 3301 cm™, 48NPAS-P 3328 cm™ oldugu
grafiklerden okunmustur. Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen 6rneklerde antosiyanin-
protein arasindaki baglanma siddetinin arttigin1 ve hidroksil geriliminin meydana
geldigini gostermektedir. Yapilan bir calismada pik noktasindaki kaymanin olusan H
baglar1 nedeniyle meydana geldigi bildirilmistir (Kanha ve ark., 2020). Baska bir
calismada peynir alt1 suyu proteini ile dut antosiyaninlerinin kopigmentasyonu ile her bir
amidin FTIR zirvesi hafifce hareket etmistir ve bunun dut antosiyaninleri-peynir alt1 suyu
proteini arasindaki birlesmeyi gosterdigi bildirilmistir (Khalifa ve ark., 2018). Bant
yogunlugunun artmasi antosiyanin stabilizasyonunu arttirdigina inanilan daha fazla

hidrojen bagli OH grubunun varligin1 gostermektedir (Tan ve ark., 2023).



96

a 100 o
80 -
b=}
= 60 <
)
ah
.=
=3
S
- 40 A
=
20 Kontrol
24CB-P
24CB-K
BPL
0+ BPLK
T T T T 1
4000 3000 2000 1000 o
-1
Dalga sayis1 (cm )
b 100
80
= 60
> )
)
-5
a8
S
2 40
20 ——— Kontrol
24CP-P
24CP-K
———PPI
2 PPI-K
T T T T
4000 3000 2000 1000
Dalga sayisi1 (c:m")
C 100
80
|
= 60
Y
=
=
< a0
20 Kontrol
24CPAS-P
24CPAS-K
PASPL
o PASPI-K
T T T
4000 3000

T
2000 1000

Dalga sayis1 (cm™)

Sekil 4.20. 24 saatlik 1sitma sonucu tiretilen kivrimli nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolati,
(c) peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin kontrol ve protein izolati 6rnekleriyle karsilagtirmali FTIR
spektrumlart

24CB-P (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli bezelye nanofibrili), 24CB-K (24 saat nanofibrilasyona tabi
tutulan kivrimli bezelye nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakt), BPI ve BPI-K, 24CP-P (24 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring nanofibrili), 24CP-K (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring
nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), PPI ve PPI-K, 24CPAS-P (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan

kivrimli peynir alti suyu nanofibrili), 24CPAS-K (24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alti suyu
nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti).



97

Sekil 4.20, 4.21 ve 4.22 toplu olarak incelendiginde diiz nanofibrile proteinlerin
FTIR spektrumunda gériilenle benzer sekilde 3000-3500 cm™ (-OH gerilimi) ve 1600-
1650 cm™® (C=0 gerilimi) dalga boylarinda biiyiik pikler goriiliirken, 2000-2200 cm™ (N-
H gerilimi) ve 600-1000 cm™ (C=C gerilimi) araliginda da baz1 dalgalanmalar meydana
gelmisgtir. Sekil 4.14.a’da kontrol 3287 cm™, 24CB-P 3296 cm™, 24CB-K ise 3358 cm’
’de en yiiksek piki vermistir. Goriildiigii gibi tek basma antosiyanin ve kivrimli
nanofibrile proteine kiyasla kopigmente edilen 6rneklerde biiyiik bir kayma meydana
gelmistir. Sekil 4.15.b’de kontrol, 36CP-P, 36CP-K, PPI, PPI-K sirasiyla, 3307, 3298,
3302, 3316, 3296 cm™ ve 1628, 1626, 1635, 1633, 1637 cm™’de pik vermislerdir.
Dolayisiyla, kopigmentasyon ile bantlarda bir kayma meydana gelmektedir. Bu durum
protein ve antosiyanin arasinda olusan hidroksil baglarindan kaynaklanmaktadir (Dai ve
ark., 2016).

Ozellikle proteinlerin yapisinda meydana gelen konformasyonel degisimleri
incelemek amaciyla 1600-1700 cm™ arasi bolgeye bakilmaktadir. Genel olarak
proteinlerin titresim spektrumlar1 amid I (1600—-1700 cm™") ve amid 11 (14801600 cm ™)
olmak tizere iki ana bolge ile karakterize edilmektedir. Bunlar sirasiyla C=0O ve NH /CH
gerilmesine karsilik gelmektedir. Amid I bolgesi, proteinlerin ikincil yapisini karakterize
etmek icin kullanilmaktadir. Molekiiller aras1 f-plaka (1610—1625 cm™"), dogal p-plaka
(1625-1635cm™), rastgele bobin/a- sarmal (1635-1665cm™"), B doniisii (1665—
1690 cm™!) ve antiparalel amiloid B tabakalar1 (1690-1705cm™) pik araliklarinda
gozlenmektedir (Aggarwal ve ark., 2021). Burada dogal protein izolatlar1 ve kivrimli
nanofibriller karsilastirildiginda, BPI 1636 cm iken, 24CB-P 1639, 36CB-P 1652, 48CB-
P 1659 cm™’de; PPi 1635 cm™, 24CP-P 1638 cm™, 36CP-P 1637 cm™, 48CP-P 1644 cm
1> de; PASPI 1611 cm™, 24CPAS-P 1632 cm™, 36CPAS-P 1635 cm™, 48CPAS-P 1634
cm ™’ de pik vermistir. Nanofibrilasyon ile proteinlerin absorbanslarinda pozitif yonde bir
artts meydana getirmistir. Bu durum ikincil yapilarm C=O ve C-N esneme
titresimlerindeki degisikligi ortaya ¢ikarmistir (Figueroa-Gonzalez ve ark., 2022). Ayrica
nanofibrilasyon iglemi ile a-heliks yapilarinin azalarak, antosiyaninler ile acil etkilesimin
gerceklestigi  B-plaka yapilarinin artmasi da pik kaymasinin nedenleri arasinda
gosterilmektedir (Chen ve ark., 2019; He ve ark., 2016a). Attaribo ve ark. (2020)
caligmalarinda antosiyaninle kopigmente ettikleri 6nceden 1sitilmis ipekbocegi pupa
proteinin 1sitilmamis olana oranla FTIR spektrumunda pozitif yonde bir kayma oldugunu

ve bunun protein yapisinin a-sarmal igeriginde bir azalmaya isaret ettigini bildirmislerdir.
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Kivrimli bezelye nanofibrilleriyle ile kopigmente edilen drnekler; 24CB-K 3395
cm, 36CB-K 3327 cm™, 48CB-K 3382 cm, diiz piring nanofibrilleriyle kopigmente
edilen ornekler; 24CP-K 3294 cm™, 36CP-K 3350 cm™, 48CP-K 3315 cm™, kivrimli
peynir alt1 suyu proteinleriyle kopigmente edilen ornekler; 24CPAS-K 3335 cm?,
36CPAS-K 3329 cm* ve 48CPAS-K 3305 cm™ degerlerine sahiptir. Bezelye ve peynir
alt1 suyu orneklerinde en yiiksek kayma 24 saatlik fibrilasyonda, piring 6rneklerinde 36
saatlik fibrilasyonda goriilmektedir. Farkli protein izolatlar birbiri ile karsilastirildiginda
24 saat fibrilasyona tabi tutulan 6rneklerden en yiiksek kayma degerine sahip olan 24CB-
K, 36 saat fibrilasyona tabi tutulanlarda 36 CP-K, 48 saat fibrilasyona tabi tutulanlarda ise
48CB-K oldugu goriilmektedir.

Dogal protein izolati ve kivrimli nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen
ornekler sistematik olarak karsilastirildiginda grafiklerin her birinde kayma meydana
geldigi gorilmektedir. Pik noktasindaki kaymadan anlasilacagi tizere proteinlerin
nanofibrile edilmesiyle gii¢lii hidrojen bagli B-tabaka igeriginde artis kisaca antosiyanin-
protein baglarinda yogunlasma meydana gelmektedir (Tan ve ark., 2023).

Diiz ve kivrimli bezelye nanofibrilleriyle kopigmente edilen Ornekler
kiyaslandiginda kivrimli nanofibriller 24, 36 ve 48 saatlik fibrilasyon siirelerinden daha
iyl bir pik kaymasi gosterip antosiyanin-protein baglanmasinin daha yogun oldugu
belirlenmistir. Piring proteinlerine bakildiginda 24 saatlik fibrilasyon siiresinde diiz
nanofibriller daha iyi sonug verirken, 36 ve 48 saatlik fibrilasyonda kivrimli nanofibriller
daha yiikksek bir kayma meydana getirmistir. Diiz ve kivrimhi peynir alti suyu
nanofibrilleriyle kopigmente edilen drnekler kiyaslandiginda bezelye proteininde oldugu
gibi tiim fibrilasyon siirelerinde kivrimli nanofibriller daha iyi sonu¢ vermistir. Genel
olarak bakildiginda tuz ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan kivrimli protein nanofibrilleri
diiz nanofibrillerden daha iyi sonug vermistir. Yapilan ¢alismalarla kivrimli fibrillerin diiz
fibrillere gore daha iyi bir ¢apraz 3 yapisiyla paketlenmis ve gii¢lii hidrojen bag1 agiyla
birbirine baglanmig yiiksek B-tabaka icerigine sahip oldugunu bildirmektedir. Protein
cozeltisine NaCl eklenmesi ile fibrilasyon siirecinin hiz1 ve fibrillerin verimi énemli
olglide hizlandirilmaktadir (Loveday ve ark., 2012; Moayedzadeh ve Madadlou, 2015;
Nicolai ve Durand, 2013). Loveday ve ark. (2012) NaCl varliginda olusan fibrillerin sifir

iyonik giicte olusanlardan daha kisa ve daha esnek oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.21. 36 saatlik 1sitma sonucu tiretilen kivrimli nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring
protein izolati, (c) peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin kontrol ve protein izolati
ornekleriyle karsilastirmali FTIR spektrumlari

36CB-P (36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kiviimli bezelye nanofibrili), 36CB-K (36 saat nanofibrilasyona tabi
tutulan kivrimli bezelye nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakt), BPI ve BPi-K, 36CP-P (36 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring nanofibrili), 24CP-K (36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring
nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), PPI ve PPi-K, 36CPAS-P (36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
kivrimli peynir alti suyu nanofibrili), 36CPAS-K (36 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alti suyu
nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti).
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Sekil 4.22. 48 saatlik 1sitma sonucu tretilen kivrimli nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring
protein izolati, (c) peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin kontrol ve protein izolati
ornekleriyle karsilastirmali FTIR spektrumlari

48CB-P (48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli bezelye nanofibrili), 36CB-K (48 saat nanofibrilasyona tabi
tutulan kivrimli bezelye nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakt1), BPI ve BPI-K, 48CP-P (48 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring nanofibrili), 24CP-K (48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring
nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti), PPI ve PPI-K, 48CPAS-P (48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan

kivrimli peynir alti suyu nanofibrili), 48CPAS-K (48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alti suyu
nanofibrili ile kopigmente edilen hibiskus ekstrakti).
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4.4. Floresans Spektrometre

Floresan spektroskopisi molekiiller arasindaki etkilesimi incelemek igin
kullanilan bir spektrometrik analiz ¢esididir. Analiz kopigmentasyon ajanlarinin hibiskus
antosiyaninleri ile etkilesimini incelemek amaciyla gergeklestirilmistir. Nanofibrile
proteinler ile antosiyanin arasindaki etkilesimler uyarilma dalga boyu olarak 280 nm'de
incelenmistir (Zhang ve Zhong, 2012). Sekil 4.23-4.25 diiz nanofibrile proteinlerle, Sekil
4.26-4.28 ise kivrimli nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen Orneklere aittir.
Grafikler incelendiginde kopigmente orneklerin floresans yogunlugu diiz ve kivrimlh
nanofibrile proteinlere oranla ¢ok diistiktiir. Yani kopigmentasyon floresans yogunlugunu
oldukca fazla miktarda soniimlemistir. Bu da iki molekiil arasinda (protein ve
antosiyanin) gii¢lii bir etkilesim oldugunu gostermektedir (Zhang ve ark., 2020a).

Genel olarak dogal proteinler ve diiz nanofibrile proteinlerin floresans yogunlugu
100-1000 au arasinda gozlenirken, kopigmente edilmis drneklerin floresans yogunlugu
3-5 arasina dismistiir (Sekil 4.17-4.19). Bunun yaninda nanofibrile proteinler dogal
protein izolatlarina kiyasla, nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen 6rnekler de dogal
protein izolatlar1 ile kopigmente edilen 6rneklere kiyasla daha yiiksek floresans emisyonu
saglamistir. Kivrimli nanofibrillerde de benzer sekilde floresans yogunlugunda
sontimlemeler meydana gelmistir (Sekil 4.20-4.22).

Antosiyanin molekiiliinde aromatik gruplarin varligi, dogal floresansin1 320 nm
civarinda ¢ok zayif hale getirmektedir. Proteinler, ultraviyole 15181 absorbe etmelerini ve
giiclii dogal floresans yaymalarii saglayan fenilalanin, tirozin ve triptofan kalintilar
icermektedir. Bagka bir deyisle; proteinler, esas olarak triptofan , tirozin ve fenilalanin
kalintilarinin belirli bir uyarim dalga boyunda floresans liretebilmesi nedeniyle igsel
floresans ozelliklerine sahiptirler (Choi ve ark., 2019). Floresans azaldiginda antosiyanin-
protein kompleksinin stabilitesi artis gostermektedir. Bunun nedeni, antosiyaninler ve
proteinler arasindaki etkilesimin, proteinlerin molekiiler konformasyonunun degisimini
tesvik etmesi, dolayisiyla floresans sinyalinin zayiflamasi ve stabilitenin artmasi olarak
diistiniilmektedir (Jiang ve ark., 2019b). Bir ¢alismada soya protein izolati-antosiyanin
komplekslerinde gozlenen floresans yogunlugundaki azalma, soya protein izolat:1 ile
antosiyaninler arasinda gii¢lii bir etkilesimle agiklanmistir. Bu ¢alisma bulgularina gore
kopigmentasyon ile soya protein izolatlarinin polipeptit zinciri agilmig ve yapisal
degisiklikler meydana gelmistir (Sui ve ark., 2018). Khalifa ve ark. (2018) dut

antosiyaninini peynir altt suyu proteinleriyle kopigmente etmislerdir. Peynir alt1 suyu
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proteinlerinin 340 nm'de maksimum floresans absorpsiyonuna sahip oldugunu ve karsilik
gelen floresans yogunlugunun 2800 a.u oldugunu gostermistir. Kopigmentasyondan
sonra kompleksin floresans yogunlugu 2200 a.u'ya diismiistiir. Sonuglar, antosiyaninler
ve proteinler arasindaki etkilesimin, proteinlerin floresan kromoforlarinin mikro ortamin
degistirdigini, bunun da ikincil yapiy1 degistirerek kompleksin stabilitesini arttirdigini
gostermistir. Zhang ve ark. (2018) ve Chen ve ark. (2019) farkli antosiyaninleri soya
protein izolati ile kopigmente etmistir. Komplekslerin floresans yogunluklar: sirasiyla,
285'ten 45 a.u'ya ve 800°den 400 a.u’ya diismiistiir. Lang ve ark. (2019) sigir serum
alblimini ile yaban mersini antosiyanini kopigmente etmistir. Floresans spektroskopisi ile
kompleksin yaban mersini antosiyanininin eklenmesinden once ve sonra floresans
yogunluklar1 sirasiyla 700 ve 350 a.u olarak bulunmustur. Yapilan baska bir ¢alismada
sigir laktoferrin peptitleri ve antosiyanin arasinda meydana gelen baglanma reaksiyonunu
incelemek amaciyla floresans spektroskopisi analizi gerceklestirilmistir ve sigir
laktoferrin peptitleri ile baglandiktan sonra kompleksin floresanst 800 a.u. degerinden
300 au degerine sonimlenmistir (Condurache ve ark., 2020). Mor patates
antosiyaninlerinin kazein ve peynir alti suyu proteinleri ile kopigmente edildigi bir
caligmada antosiyanin konsantrasyonu arttik¢a floresans yogunlugunda azalma meydana
geldigi bildirilmistir (Gong ve ark., 2021b). Ma ve Jing (2020), dogal ve nanofibrile ipek
proteinleri ile siyah piring antosiyaninlerini kopigmente etmis ve kopigmentasyonla
birlikte floresans yogunlugunun oldukg¢a azaldigini ortaya koymustur ve antosiyaninlerin
proteinlerin konformasyonel yapisini etkileyerek soniimleme sagladigini belirtmislerdir.
Bu sonuglar, antosiyaninler ve proteinler arasindaki etkilesimin, proteinlerin mikro
ortamini degistirdigini ve bunun da floresans yogunlugunu azaltip ve kompleksin
stabilitesini artirdigini gostermistir (Li ve ark., 2021d). Zang ve ark. (2021) peynir alti
suyu proteini izolat1 ve yaban mersini antosiyaninleri arasindaki etkilesimin, hidrojen
baglar1 yoluyla hidrofobik kuvvetler tarafindan meydana geldigini bildirmistir. Protein ve
antosiyaninler arasindaki etkilesim, proteinin ikincil yapisim1 degistirerek baglanma
afinitesini iyilestirebilmekte ve bdylece antosiyaninlerin stabilitesini etkili bir sekilde
koruyabilmektedir.

Yapilan bir caligmada peynir alt1 suyu proteini izolati-polifenol komplekslerinde
floresan yogunlugu belirgin sekilde azalmistir. Bu bulgular, polifenollerin baglanmasinin
proteinin iigiinciil yapisinda bir degisiklige neden oldugunu géstermektedir. Ozellikle,
kirmiziya kaymis maksimum emisyon dalga boyu, proteinlerdeki triptofan kalintilarinin

polifenollerle reaksiyonundan sonra daha hidrofilik bir ortama maruz kaldigini
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gostermektedir. Polifenol eklenmesi ile triptofan kalintilari agiga ¢ikmakta ve bu durum
proteinlerin agilmasina neden olarak floresan yogunlugunda bir azalmaya ve maksimum
emisyon tepe noktasinin kirmiziya kaymasina sebep olmaktadir. (Kristo ve ark., 2012).

Ote yandan, bazi ¢alismalarda floresans yogunlugunda artis meydana geldigi de
bildirilmistir. Arroyo-Maya ve ark. (2016), pelargonidini siit proteinleri ile kopigmente
etmis ve elde edilen karigimin giiclii bir sekilde floresan yaydigini1 gdstermistir. Siyanidin-
3-glukozit ile protein karigiminin proteininin hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimleri
yoluyla giiclii bir sekilde floresan yaydigini ve baglanma afinitelerinin pH 6.3'te 6n 1sitma
sicakligr ile artis gosterdigini ortaya koymuslardir (He ve ark., 2018). Chung ve ark.
(2015), denatiire protein- antosiyanin konsantresi karisiminin floresan yogunlugunu
arttirdigin1 ve bunun antosiyanin ve proteinler arasinda meydana gelen hidrojen bagina
bagl olabilecegini bildirmislerdir. Tan ve ark. (2023) isitilmis peynir alt1 suyu proteini
izolat1 ile antosiyaninleri kopigmente ettigi calisma da kopigmentasyon ile floresansin
338 nm’den 363 nm’ye ¢iktig1 bildirilmistir.

Calismamizda floresans siddetindeki azalma literatiirde bildirilenlere oranla daha
yliksek bulunmustur. Floresan spektroskopisi, proteinlerdeki floresan gruplar etrafindaki
mikrogevrenin degisimlerini yansitmaktadir. Bu durum kopigmentasyon sonucunda
protein yapisinda daha fazla floroforu agiga ¢ikarmasiyla agiklanabilir (Dai ve ark.,
2016). Proteinlerin nanofibrile edilmesiyle floresan soniimleme kuvvetinde artis oldugu
disiinilmektedir. Proteinin ikincil yapisinin degismesiyle floresans soniimleme
siddetinde artis meydana gelebilmektedir (Zhang ve ark., 2018). Liu ve ark. (2023) soya
protein izolat1 ve peynir alt1 suyu protein izolatindan nanofibriller elde ettigi calismada,
amiloid fibrillerin floresans soniimleme siddetinin daha yiiksek oldugunu yani floresans
yogunlugunun daha az oldugunu belirlemistir. Floresans yogunlugunun diismesi protein
yapisinin genisledigini ve hidrofobik protein gruplarinin daha kutuplu bir ortama
gectigini gostermektedir.

Fibrilasyon siiresi, kullanilan protein izolatlar1 ve fibrilasyon ¢esidi bakimindan
karsilastirildiginda 6nemli farkliliklar goriilmemistir. Floresans spektroskopi protein ve
antosiyanin arasindaki baglanma sabiti ile sondiirme egrilerinden kopigmentasyonun
gerceklestigini tahmin etmek amaciyla gergeklestirilmistir (Trouillas ve ark., 2016).
Genel olarak diiz ve kivrimli nanofibrile proteinler 100-1000 au arasinda floresan siddeti
gosterirken, kopigmente edilmis &rneklerin floresans yogunlugu 3-5 au arasina

diismiistiir.
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Sekil 4.23. 24 saatlik 1s1tma sonucu diiz nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolati, (¢) gluten ve (d) peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin

kontrol ve protein izolat1 6rnekleriyle karsilastirmali floresans spektrumlari
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Sekil 4.24. 36 saatlik 1sitma sonucu diiz nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolati, (¢) gluten ve (d) peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin

kontrol ve protein izolat1 6rnekleriyle karsilagtirmali floresans spektrumlart
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Sekil 4.25. 48 saatlik 1sitma sonucu diiz nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolati, (¢) gluten ve (d) peynir alt1 suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin
kontrol ve protein izolat1 6rnekleriyle karsilastirmali floresans spektrumlar:
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Sekil 4.26. 24 saatlik 1sitma sonucu kivrimli nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolati, (¢) peynir alti suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin kontrol

ve protein izolat1 drnekleriyle karsilagtirmali floresans spektrumlar
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Sekil 4.27. 36 saatlik 1sitma sonucu kivrimli nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolati, (¢) peynir alti suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin kontrol
ve protein izolat1 6rnekleriyle karsilastirmali floresans spektrumlar
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Sekil 4.28. 48 saatlik 1sitma sonucu kivrimli nanofibrile (a) bezelye protein izolati, (b) piring protein izolati, (¢) peynir alti suyu proteini ile kopigmente edilen 6rneklerin kontrol
ve protein izolatt drnekleriyle kargilagtirmali floresans spektrumlar



110

4.5. Toz iiriin analizleri

Gergeklestirilen termal stabilite testine gore secilen kopigmentasyon ajanlari ile
kopigmente edilen hibiskus 6rnekleri (24NP, 24NG, 24NPAS, 24 CB, 48CP ve 48CPAS)
kirimim pencereli kurutucuda kurutularak toz haline getirilmistir. Ayni1 zamanda
kopigmente edilmemis hibiskus 6rnegi ayn1 oranda saf su ile seyreltilerek kurutulmus ve
kontrol olarak kullanilmistir. Cizelge 4.16°da elde edilen toz iiriinlerin bazi kimyasal
ozellikleri verilmistir.

Escobar-Ortiz ve ark. (2021), hibiskustan farkli kosullarda antosiyanin ekstrakte
ederek bazi kimyasal 6zelliklerini belirlemislerdir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde
miktart; 0.92-2.37 g GAE/100 g km bulunmustur. Borras-Linares ve ark. (2015), 35 farkli
hibiskus tiiriiniin baz1 kimyasal 6zelliklerini belirlemislerdir. Calisma sonucunda toplam
monomerik antosiyanin miktari; 4408-969 mg S3G/100 g km, toplam fenolik madde
miktart 24-100 mg GAE/100 g km, DPPH 27.4-112 g TEAA/100 g km araliginda
bulunmustur. Yapilan bir calismada piiskiirterek kurutulmus hibiskus tozlarinin toplam
monomerik antosiyanin miktar1 1000-8000 mg S3G/100 g km, toplam fenolik madde
miktar1 25-40 g GAE/100 g km, DPPH 25-45 g TEAA/100 g km, FRAP 50-90 mg
TEAA/g, CUPRAC 60-100 mg TEAA/g araliginda bulunmustur (Q. D. Nguyen ve ark.,
2022). Samadi ve Fard (2020) su ve etanolle ekstrakte ettikleri hibiskus tozlarinin toplam
fenolik madde miktarin1 sirasiyla 9.58 ve 9.37 g GAE/100 g km, DPPH indirgeme
miktarini ise 28.22 ve 55.78 g TEAA/100 g km olarak belirlemislerdir. Hibiskusun
antioksidan aktivitesinin belirlendigi bir ¢alismada; toplam fenolik madde degerleri 0.14
g GAE/100 g km, DPPH 24.50-26.54 g TEAA/100 g km, 137.86-140.61 mMFe*%/100 g
araliginda bulunmustur (Tahir ve ark., 2016).

Toplam monomerik antosiyanin tayini sonuglarina goére 24CB Orneginin
antosiyanin miktar1 kontrol 6rneginden daha fazla bulunurken, 24NG, 24NPAS, 48CP ve
48CPAS orneklerinin antosiyanin miktarlari kontrol 6rnegine benzer bulunmustur. 24NP
orneginin antosiyanin miktarinin kontrol 6rneginden daha diisiik oldugu goézlenmistir.
Bunun NaCl varliginda daha uzun, esnek ve saglam yapida fibrillerin olusmasindan
kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (Kavanagh ve ark., 2000; Loveday ve ark., 2010;
Loveday ve ark., 2012).

Toplam fenolik madde igerigi sonuglarma gore kopigmente edilen orneklerle

kontrol arasinda istatistiksel benzerlik bulunmustur. Ancak 24NPAS 6rneginin toplam
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fenolik madde icerigi 24NG, 48CP, 48CPAS orneklerine kiyasla daha yiiksektir.
Polifenoliin tiirii ve yapisi, proteinlere olan yakinliklar1 baglanma 6zelliklerini ve toplam
fenolik icerigini etkilemektedir (Yildirim-Elikoglu ve Erdem, 2018). Yapilan
caligmalarda peynir alt1 suyu proteinleri ile hibiskus ekstraktindaki polifenoller arasinda
molekiiller aras1 kovalent ve ¢apraz baglar meydana gelerek kuvvetli bir yap1 olustugu
bildirilmistir (Chikhoune ve ark., 2017; Rawel ve ark., 2001).

Cizelge 4.16. Kirmmim pencereli kurutucuda kurutulmus kopigmente toz hibiskus 6rneklerine ait toplam
monomerik antosiyanin, toplam fenolik madde, DPPH, FRAP ve CUPRAC sonuglart

'Ornek Toplam Toplam fenolik DPPH FRAP CUPRAC
Adi monomerik madde (0 (mg (mg

antosiyanin (g GAE/100gkm)  TEAA/100¢g TEAA/Q) TEAA/Q)

(mg S3G/100 g km)
km)

Kontrol 1444.454+45.29b 8.394+0.52ab 26.47+5.86a 24.80+0.37a  102.0+4.44a
24NP 1110.48+76.59¢ 7.57+0.34ab 24.7242.16a  22.354+1.23ab  44.91£0.16c
24NG 1394.36+96.16b 7.09+0.06b 25.76+1.47a 22.1440.52b  53.07+3.76bc
24NPAS  1578.04+92.89b 9.03+0.95a 27.88+0.15a 21.8540.16b  49.38+1.57bc
24CB 2070.66+77.83a 7.41+0.57ab 23.96+2.31a 22.00+0.42b  53.92+40.47bc
48CP 1452.80+20.44b 6.97+0.18b 17.85+1.39a 21.1340.81b  56.03£1.25b
48CPAS  1461.15+54.58b 6.78+0.15b 24.94+2.16a 21.8840.10b  55.66+4.07bc

24NP: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu.
24NG: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu.
24NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis
hibiskus tozu. 48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli bezelye nanofibrili ile kopigmente
edilmis hibiskus tozu. 48CP: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring nanofibrili ile kopigmente
edilmis hibiskus tozu. 48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alti suyu nanofibrili
ile kopigmente edilmis hibiskus tozu

Antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla DPPH radikal siiplirme kapasitesi,
Demir Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) ve Bakir (II) Iyonu indirgeme Esash
Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) olmak iizere ii¢ farkli analiz gergeklestirilmistir.
Cizelgede verilen DPPH sonuglarina gore Orneklerde istatistiki anlamda 6nemli bir
farklilik gozlenmemistir. FRAP sonuglari degerlendirildiginde 24NP 6rne8i kontrole
benzer antioksidan aktivite gosterirken, diger drneklerin demir indirgeme antioksidan
giiclinlin kontrol 6rneginden daha diisiik oldugu belirlenmistir. CUPRAC sonuglarina
gore kontrol 6rneginin antioksidan aktivitesi diger drneklerden daha yiiksek bulunmustur.
48CP orneginin CUPRAC degeri kontrole yakin bulunmustur. Ahmadi ve ark. (2023)
caligmalarinda yaban mersini polifenolleri ile bezelye ve peynir alti suyu proteinleri
arasindaki etkilesimlerin antioksidan aktiviteyi azalttigini bildirmistir. Gallo ve ark.
(2013) ve Stojadinovic ve ark. (2013) kararli protein-polifenol kompleksinin olusumu
nedeniyle serbest polifenollerin antioksidan

azalmasindan kaynakli polifenol

aktivitesinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Antioksidan aktivitenin azalmasinin
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polifenollerin proteinlerle etkilesiminden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Heinonen ve
ark., 1998). Arts ve ark. (2002), cay oziitiinde kazeinin gallik asitle komplekslesmesi
nedeniyle inhibitor etki gostedigini bildirmislerdir.

Bu durumun aksine Yi ve ark. (2022) nanofibrile bezelye proteinleri ile
kompleksasyonun resveratroliin antioksidan kapasitesini arttirdigini bildirmislerdir. Bu
durum nanofibrillerle kompleksasyon ile resveratroliin ¢oziintirligiiniin arttirilmasina ve
ylizey alanmin genislemesine baglanmigtir. Mohammadian ve ark. (2019) ¢alismalarinda
peynir altt suyu protein nanofibrilleri ile kurkuminin ¢oziiniirliigiiniin artmasiyla

antioksidan aktivitesinin arttirildigini bildirmislerdir.
4.6.Depolama analizleri

Elde edilen toz iiriinler model gidalara belirli oranlarda eklenerek depolamaya tabi
tutulmustur. Kopigmente 6rnekler sentetik renk maddesi, dogal renk maddesi ve kontrol
ile karsilastirilarak istatistige tabi tutulmustur. Sentetik renk maddesi eklenen gidalarda
antosiyanin bulunmadigi i¢in bu analiz sonucglarinin istatistiksel analizlerinde

degerlendirmeye alinamistir.
4.6.1. Yumusak sekerleme

Hibiscus sabdariffa igerdigi antosiyaninler, organik asitler, polisakkaritler ve
flavonoidler nedeniyle gida sektoriinde siklikla kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
icerdigi ana antosiyaninlerin delphinidin-3-sambubiosid ve siyanidin-3-sambubiosid
oldugu tanimlanmistir (Da-Costa-Rocha ve ark., 2014). Gida endiistrisinde ¢ay, fermente
icecekler, regeller, dondurmalar, c¢ikolatalar ve kek gibi cesitli iiriinlerde renklendirici ve
besin degerini arttirict olarak kullanilmaktadir (de Moura ve ark., 2019). Sekerleme
iirlinleri ¢ocuklardan yaslilara kadar genis bir kitleye hitap eden ve dogal renklendiriciler
ve antioksidan maddeler katilarak fonksiyonel 6zellik kazandirmaya olduk¢a uygun olan

uirtin ¢esitleridir (Cappa ve ark., 2015).

4.6.1.1. Toplam monomerik antosiyanin

Yumusak sekerleme orneklerine ait depolama boyunca toplam monomerik
antosiyanin degerleri Cizelge 4.17.’de verilmistir. Nanofibrile proteinlerle kopigmente
edilen Orneklerin antosiyanin degerleri dogal ve kontrol ornekleri ile kiyaslanarak

kopigmente hibiskus tozlarinin stabilitesi belirlenmistir. Cizelge incelendiginde
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depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin miktarlart dogal renklendirici igin
7.93-15.45 mg S3G/100 g km, kontrol i¢in 5.43-12.11 mg S3G/100 g km, 24NP igin 8.35-
14.61 mg S3G/100 g km, 24NG i¢in 5.84-13.36 mg S3G/100 g km, 24NPAS i¢in 10.02-
16.70 mg S3G/100 g km, 24CB i¢in 11.69-16.70 mg S3G/100 g km, 48CP i¢in 7.93-
10.85 mg S3G/100 g km ve 48CPAS igin 7.10-11.69 mg S3G/100 g km arasinda
degismistir.

Cizelge 4.18’de varyans analizi sonuglari, Cizelge 4.19°da dogal, kontrol ve
kopigmente Orneklere ait depolama siiresince toplam monomerik antosiyanin
degerlerinde meydana gelen ortalama degisim verilmistir. Depolanan yumusak
sekerlemelerin toplam monomerik antosiyanin degerleri tizerinde drnek ve 1sil islem
stiresi faktorlerinin istatistiki olarak 6nemli (p<0.01) oldugu ortaya koyulmustur.

Oransal olarak baktigimizda depolamanin ilk giiniinden son giinline dogal %48,
kontrol %55, 24NP %42, 24NG %56, 24NPAS %40, 24CB %30,48CP %26 ve 48CPAS
orneginde %39 antosiyanin kaybi1 meydana gelmistir. En stabil 6rnegin 48CP oldugu
goriilmiistiir. 24NG hari¢ kopigmente 6rnekler hem kontrolden hem de dogal 6rnekten
daha 1iyi sonuglar vermistir. Kopigmentasyon islemi antosiyaninin stabilitesini arttirarak
yumusak sekerleme igerisinde daha uzun siire bozunmadan kalmasini saglamistir (Do ve
ark., 2023; Gordillo ve ark., 2015; Pangestu ve ark., 2020; Trouillas ve ark., 2016).
Kopigmente 6rnekler arasinda siralama yapilacak olursa antosiyanin kaybi azdan ¢oga
dogru 48CP, 24CB, 48CPAS, 24NPAS, 24NP, 24NG seklinde siralanmaktadirlar.
Gortldigt gibi en iyi sonuglart kivrimli fibriller vermistir. Qi ve ark. (2023)
caligmalarinda piring proteininden NaCl varliginda kivrimli nanofibriller elde etmislerdir.
Kivrimli fibrillerin dogal izolatlardan ve diiz nanofibrillerden daha stabil, esnek ve
islevsel bir yapiya sahip oldugunu bildirmislerdir. Yapilan calismalar bezelye protein
izolatlarinin kivrimli fibril olusturma kapasitesinin yliksek oldugunu ortaya koymustur
(Zhang ve Dee, 2023). Loveday ve ark. (2012) kivrimli peynir alti suyu protein
fibrillerinin diiz olanlara kiyasla daha esnek ve kirillgan olmayan saglam yapiya sahip

oldugunu bildirmistir.
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Cizelge 4.17. Yumusak sekerleme Orneklerine ait depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin
degerleri®

Yumusak Toplam Monomerik Antosiyanin (mg S3G/100 g km)

sekerleme cesidi 0.giin 8.giin 16.giin 24.giin 32.giin
Dogal 15.45+0.26 12.1142.65 10.44+0.31 8.35+0.43 7.93+£0.18
Kontrol 12.11+0.19 10.44+1.14 8.77+1.55 7.51£1.52 5.43+0.76
24NP? 14.61£1.77 13.36+1.70 11.6942.02 10.02+0.48 8.35+4.41
24NG?® 13.36+1.70 11.6942.06 7.10£1.06 6.26+0.81 5.84+4.43
24NPAS* 16.70+2.01 15.034+0.66 13.7840.18 12.52+1.49 10.02+0.76
24CB° 16.70+1.63 15.45+0.58 14.19+0.55 13.36+1.7 11.69+2.04
48CP® 10.85+0.47 9.60+1.43 8.77+1.69 8.35+1.81 7.93+1.78
48CPAS’ 11.69+2.04 9.18+0.32 7.93£1.84 7.51+0.11 7.10+0.19

'Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 324NG:
24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. “24NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
kivrimh bezelye nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme, ®48CP: 48
saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alt1 suyu nanofibrili
ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme.

Depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin miktarinda ortalama olarak
%43 diislis olmustur. Antosiyanin pigmentleri ¢evresel sartlardan kolaylikla etkilendigi
icin toplam monomerik antosiyanin miktarinda oda sicakliginda depolama siiresince
gerceklesen bu diisiis beklendigi gibidir. de Moura ve ark. (2019) ¢alismalarinda yumusak
sekerlemeye iyonik jelasyonla enkapsiile edilmis hibiskus antosiyaninlerini katarak 62
giin boyunca depolamis ve depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin miktarinda
%30.9-41.4 araliginda diisiis meydana geldigini bulmustur. Yapilan bir caligmada
kapsiillenmis kizilcik antosiyaninlerinin 90 gilinliik depolama boyunca toplam
monomerik antosiyanin miktarinda %60 diisiis oldugu bildirilmistir (Mahdavi ve ark.,
2016a). Bansode ve ark. (2020), mor patatesten elde ettigi antosiyanin ekstraktiyla
yumusak sekerlemeleri renklendirmis ve oda sicakliginda ve buzdolabi sicakliginda 90
giin boyunca depolamistir. Depolama siiresince antosiyanin miktarinin azaldigim
belirtmistir. Yapilan baska bir calismada, Berberis vulgaris antosiyaninleri ile
renklendirilmis yumusak sekerlemeler 90 giin boyunca farkl sicaklik ve bagil nemlerde
90 giin boyunca depolanmis ve tiim sartlarda depolama boyunca antosiyanin miktari
yaklasik %30-40 araliginda azalmistir (Mahdavi ve ark., 2016b). da Silva ve ark. (2016)
farkli sekillerde islenmis agai ile zenginlestirdigi sekerlemelerin 6 ay boyunca
depolanmasi sirasinda toplam monomerik antosiyanin miktarinda istatistiksel olarak
onemli bir diisiisiin meydana geldigini bildirmistir. Uziim antosiyaninleri ile jelatin ve
pektin jellerinin renklendirildigi bir ¢alismada, jeller 24 hafta boyunca depolanmis ve

depolama siiresince antosiyanin miktarinda %27-72 araliginda azalma gorilmistiir
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(Maier ve ark., 2009). Bu nedenle ¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglar literatiir ile

uyumludur.

Cizelge 4.18. Yumusak sekerleme orneklerine ait depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin
degerlerine ait varyans analiz sonuglart

VK Toplam monomerik antosiyanin
SD (mg S3G/100 g km)
KO F
Ornek (A) 7 350.19 18.28**
Depolama siiresi (B) 4 348.46 31.84**
AXB 28 45.68 0.596d
Hata 40 109.43

**p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

Son zamanlarda yapilan calismalarla yapay renklendiricilerin insanlar icin
kanserojen veya norotoksik olabilecegi gosterilmistir (Batada ve Jacobson, 2016). Bu
nedenlerle yapay renklendiricilere bir alternatif olarak kopigmentasyon islemine tabi
tutularak stabilitesi arttirilan hibiskus antosiyaninleri yumusak sekerlemede renklendirici
olarak kullanilmistir.

Cizelge 4.19. Yumusak sekerleme Orneklerine ait depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin
degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar®

Faktor n Toplam monomerik antosiyanin (mg S3G/100 g km)

Dogal 10 10.85+3.07cd

Kontrol 10 8.85+2.58d
24NP 10 11.614£2.51bc

Nanofibrile 24NG 10 8.85+3.43d
protein kaynagi 24NPAS 10 13.61+2.53ab
24CB 10 14.28+1.92a

48CP 10 9.10+1.16d

48CPAS 10 8.68+1.85d

0 16 13.93+2.28a

Depolama 4 16 12.114£2.36b
siiresi (giin) 8 16 10.33+2.67c
12 16 9.24+2.53cd

16 16 8.04+2.07d

Farkl1 harfle isaretlenmis ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

4.6.1.2. L* (parlaklik)

Depolama boyunca yumusak sekerleme orneklerine ait L* degerleri Cizelge
4.20’de verilmistir. Orneklerin L* degerleri, sentetik renklendirici igin 30.94-35.25, dogal
renklendirici i¢in 28.18-36.11, kontrol i¢in 34.84-37.04, 24NP i¢in 36.71-43.80, 24NG
icin 35.49-37.69, 24NPAS icin 35.06-42.23, 24CB i¢in 32.75-39.49, 48CP igin 38.25-
43.78 ve 48CPAS i¢in 34.86-37.65 arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.20. Yumusak sekerleme rneklerine ait depolama boyunca L* degerlerit

Yumusak L*

sekerleme cesidi 0.giin 8.giin 16.giin 24.giin 32.giin
Sentetik 30.94+0.09 34.74+0.15 32.40+0.58 35.25+0.10 33.90+0.20
Dogal 28.18+1.35 30.73+0.62 31.24+0.01 36.11£1.05 34.42+0.17
Kontrol 36.34+1.39 35.224+0.52 34.84+0.01 36.86+0.26 37.06+0.15
24NP? 37.85+0.10 36.71+0.09 39.41+2.35 41.35+0.50 43.80+0.49
24NG3 35.49+1.35 35.94+0.12 37.69+0.29 35.69+0.18 37.10+0.25
24NPAS* 36.32+1.20 35.06+0.34 39.00+0.34 40.52+0.22 42.23+0.96
24CB°® 32.75+2.24 39.49+0.18 36.47+0.39 32.90+0.35 36.97+0.12
48CP® 38.25+1.39 41.28+1.40 42.69+£2.27 41.19+1.12 43.78+1.16
48CPAS’ 34.86+2.83 37.65+0.16 36.94+0.37 36.68+0.81 37.58+0.12

'Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 324NG:
24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. “24NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
kivrimh bezelye nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme, ®48CP: 48
saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivriml piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alt1 suyu nanofibrili
ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme.

Cizelge 4.21°de varyans analizi sonuglari, Cizelge 4.22°de Duncan c¢oklu
karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Depolanan yumusak sekerlemelerin L* degeri
iizerinde Ornek ve depolama siiresi faktorlerinin ve ‘érnek x depolama siiresi’
interaksiyonunun istatistiki olarak 6nemli (p<0.01) etkisi oldugu ortaya koyulmustur.

Cizelge 4.21. Yumusak sekerleme Orneklerine ait depolama boyunca L* degerlerine ait varyans analiz
sonuglari

VK L*

SD KO F
Ornek (A) 8 688.46 92.56**
Depolama siiresi (B) 4 154.54 41.55**
A xB 32 210.57 7.07**
Hata 45 41.83

**p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

Cizelge 4.22 incelendiginde istatistiki olarak en yiiksek L* degerine sahip olan
ornegin 48CP, en diisiik L* degerine sahip olanlarim ise sentetik ve dogal renklendirici ile
elde edilen orneklerin oldugu goriilmektedir. 48CP 6rneginin digerlerinden daha yiiksek
L* degerine sahip olmasinin nedeninin piring nanofibrillerinin 6rnegin rengini digerlerine
oranla daha ¢ok agartmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (Patsanguan ve ark.,
2014; Qadir ve Wani, 2023). Goriildiigii gibi kopigment olarak protein kullanilmayan
dogal ve sentetik renk maddeleri ile renklendirilen yumusak sekerlerin L* degerleri
kopigmentli 6rneklerden daha yiiksek bulunmustur. Kopigmentli érneklerde parcacik
boyutu veya yapisal dizilimdeki degisimin 151k sa¢ilim yogunlugunun artmasina yol

acmastyla renkte solmaya neden oldugu diisiiniilmektedir (Mehrad ve ark., 2018). Ayrica
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L* degerinin daha diisiik olmasinin nedeninin kopigmentasyonun neden oldugu
hiperkromik etki olabilecegi diistiniilmektedir (Liu ve Tang, 2013). Depolama siiresi
boyunca L* degerinde artis meydana gelmistir. Maier ve ark. (2009), ¢alismalarinda tiziim
antosiyaninleri ile renklendirdikleri jelatin ve pektin jellerini 24 hafta boyunca 6°C
sicaklikta depolamaya tabi tutmuslar ve depolama boyunca L* degerinde artig oldugunu
bildirmislerdir. de Moura ve ark. (2019), yaptiklari ¢alismada da dogal antosiyanin
ekstraktiyla renklendirdigi yumusak sekerlemelerin L* degeri depolama siiresince benzer
sekilde artis gostermistir. L* degeri parlaklik ve beyazligi gosteren bir degerdir. Zamanla
orneklerin renginde bir acilma (renksizlesme) oldugunu belirtmektedir. Depolama
stiresince antosiyanin miktarinda meydana gelen diisiisle beraber renkte kirmizidan
pembeye agilma meydana geldigi diisiiniilmektedir (de Moura ve ark., 2019; Reyes ve
Cisneros-Zevallos, 2007)

Cizelge 4.22. Yumusak sekerleme Orneklerine ait depolama boyunca L* degerlerine ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari®

Faktor n L*
Sentetik 10 33.44+1.77d
Dogal 10 32.1443.14d
Kontrol 10 36.06+£0.99¢
24NP 10 39.8242.82b
Nanofibrile 24ANG 10 36.38+0.96¢
protein kaynagi 24NPAS 10 38.63+2.95b
24CB 10 35.714+2.88c
48CP 10 41.4442.08a
48CPAS 10 36.74+1.13c
0 18 34.5543.33d
Depolama 8 18 36.3143.19¢
siiresi (giin) 16 18 36.74+3.8bc
24 18 37.3943.15b
32 18 38.54+4.03a

Farkl1 harfle isaretlenmis ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Sekil 4.29°da ise farkli yumusak sekerleme orneklerinin L* degerleri iizerinde
etkili ‘ornek x depolama siiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. Sekil incelendiginde
sentetik ve dogal renk maddesi kullanilan yumusak sekerlemelerin L* degeri 24. giine
kadar artig gostermis 24-32. giin arasinda kismi bir diisiis meydana gelmis ancak
baslangica gore L* degerinde artis meydana gelmistir. Kontrol 6rneginde L* degeri dnce
kismi bir diiglis gosterirken sonra baslangic seviyesine gelmistir. 24CB Orneginin L*
degerinde 8. giine kadar artig, 8-24. giin aras1 diigiis, 24-32. giin aras1 tekrar artis meydana
gelmigtir. Diger protein fibrilleri ile kopigmente edilen ekstraktla renklendirilmis

yumusak sekerlemelerde ise kademeli bir artig goriilmektedir.
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i Senitetik Dogal Kontrol 24NP e 2ANG el 2ANPAS e 24CE el 48(P et 1SCPAS
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Depolama siiresi (giin)
Sekil 4.29. Yumusak sekerlemelere ait L* degerlerinin depolama siiresine bagli degisimleri

4.6.1.3. a* (kirmizilik)

Yumusak sekerleme orneklerinin a* degerleri sentetik renklendirici ig¢in 7.63-
16.99, dogal renklendirici i¢in 4.21-19.16, kontrol i¢in 1.63-13.94, 24NP igin 1.79-10.68,
24NG igin 1.02-11.56, 24NPAS i¢in 1.32-9.53, 24CB i¢in 2.40-13.42, 48CP i¢in 1.29-
8.08 ve 48CPAS icin 0.93-10.38 degerleri arasinda degismistir (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.24°de verilen varyans analiz sonuglarina goére yumusak sekerlemelerin
a* degeri tlizerinde 6rnek ve depolama siiresi faktorlerinin ve ‘ornek % depolama siiresi’

interaksiyonunun istatistiki olarak 6énemli (p<0.01) etkisi oldugu ortaya koyulmustur.

Cizelge 4.23. Yumusak sekerleme drneklerine ait depolama boyunca a* degerlerit

Yumusak a*

sekerleme cesidi 0.giin 8.giin 16.giin 24.giin 32.giin
Sentetik 16.99+0.89 13.73+0.58 10.99+0.59 9.244+0.72 7.63+0.33
Dogal 19.16+1.36 13.61£1.77 7.25+1.37 5.48+0.50 4.214£0.19
Kontrol 13.94+0.81 10.76+0.11 5.73+0.38 2.83+0.01 1.63+0.05
24NP? 10.68+1.58 5.99+0.56 3.19+£0.22 1.94+0.01 1.79£0.11
24NG?® 11.56+0.74 8.15+0.29 3.96+0.64 2.92+0.47 1.02+0.00
24NPAS* 9.53+0.67 4.07+0.17 1.78+0.02 1.32+0.09 1.56+0.17
24CB° 13.42+1.80 6.29+0.84 4.66+0.43 3.99+0.10 2.40+0.08
48CP® 8.08+0.58 3.60+0.06 2.29+0.11 2.35+0.06 1.29+£0.42
48CPAS’ 10.38+1.00 5.46+0.48 3.00+0.72 2.25+0.15 0.93+0.31

1Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 324NG:
24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. “24NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
kivrimh bezelye nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme, 48CP: 48
saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alti suyu nanofibrili
ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme.
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Cizelge 4.24. Yumusak sekerleme orneklerine ait depolama boyunca a* degerlerine ait varyans analiz
sonuglari

VK a*

SD KO F
Ornek (A) 8 637.69 161.58**
Depolama siiresi (B) 4 1196.99 606.59**
A xB 32 109.85 6.96**
Hata 45 22.19

**p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

Cizelge 4.25°de orneklerin depolama siiresince a* degerine ait Duncan g¢oklu
karsilastirma testi sonuglart verilmistir Ornekler birbiriyle karsilastirildiginda sentetik
ornek en yliksek a* degerine sahipken, 24NP 6rnegi en diisiik a* degerine sahip olmustur.
Kopigmente hibiskus ornekleri ile renklendirilmis sekerlerin kontrol, dogal ve sentetik
orneklerine gore daha diisiik a* degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Bunun nedeninin
eklenen nanofibrile protein c¢ozeltilerinin sekerlemenin rengini acarak a* degerini
diisirmesi oldugu diistiniilmektedir. Mahdavi ve ark. (2016b), enkapsiile karamuk
ekstrakti ile hazirladiklart yumusak sekerleme orneklerinde benzer sekilde kontrol
orneginin a* degerini diger 6rneklerden daha yiiksek bulmustur. Nanofibrile proteinlerle
renklendirilen 6rnekler arasinda 24CB 6rneginin en yiiksek a* degerine sahip oldugu
bulunmustur. Bu nedenle 24CB orneginin iiriiniin kirmiziligin1 daha iyi korudugu
diisiiniilmektedir. Depolama siiresince a~ degerinde istatistiki anlamda 6nemli bir diisiis
meydana gelmistir. Bu diislisiin antosiyanin miktarindaki azalisla orantili oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan pek ¢ok calismada da antosiyanin ile renklendirilen yumusak
sekerlemelerin a* degerlerinde depolama boyunca diisiis meydana geldigi ortaya
koyulmustur. Giimis ve ark. (2023), yumusak sekerlemelere renklendirici olarak sarap
tortusu katarak 60 giin boyunca depolamaya tabi tutmuslar ve depolama boyunca a*
degerinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bagka bir calismada enkapsiile mor
tath patates ekstraktlar1 ile renklendirilmis joleler 30 giin boyunca oda sicakliginda

depolamaya tabi tutulmus ve depolama boyunca a* degerinde azalma meydana gelmistir

(Tensiska ve ark., 2017).
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Cizelge 4.25. Yumusak sekerleme orneklerine ait depolama boyunca a* degerlerine ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari®

Faktor n a*
Sentetik 10 11.72+£3.72a
Dogal 10 9.94+6.29b
Kontrol 10 6.98+5.25¢
24NP 10 4.72+3.73¢
Nanofibrile 24NG 10 5.5244.27de
protein kaynagi 24NPAS 10 3.65+3.46f
24CB 10 6.15+4.3cd
48CP 10 3.524+2.68f
48CPAS 10 4,443 .72ef
0 18 12.64+3.61a
Depolama 8 18 7.96+4.02b
siiresi (giin) 16 18 4.76+3.02¢
24 18 3.594+2.56d
32 18 2.5+2.23be

Farkl harfle isaretlenmis ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Diaz ve ark. (2006), depolama sirasinda piiskiirtiilerek kurutulmus betasiyanin
pigment icerigindeki azalmanin, a* degerlerindeki azalmayla dogru orantili oldugunu,
bunun da depolanan numunelerde kirmizi renk yogunlugunda bir azalmaya isaret ettigini
belirtmistir. Idham ve ark. (2012) hibiskustan elde ettikleri antosiyanin pigmentlerini
enkapsiile ederek 4, 25 ve 37 °C sicakliklarda 105 giin boyunca depolamislar ve depolama
boyunca a* degerinde diisiis meydana geldigini belirlemislerdir. Bu disiisiin kirmizi
renkte meydana gelen bozulmalar nedeniyle oldugu ve gorsel olarakta gézlemlendigini
bildirmislerdir.

Sekil 4.30’da ise farkli yumusak sekerleme orneklerinin a* degerleri tizerinde
etkili ‘Ornek x depolama siiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. Tiim Orneklerde
depolama boyunca diisiis meydana gelmistir. Ozellikle depolamanin ilk 16 giiniinde daha
siddetli bir diisiis gdzlenirken, daha sonraki depolama siiresince kismi diislisler olmustur.
Bunun nedeni olarak ilk 16 giinlik depolama siirecinde stabil olmayan antosiyanin
pigmentlerinin pargalanarak a* degerinde diisiise neden oldugu sonraki giinlerde ise kalan

stabil antosiyaninlerin daha yavas bir par¢alanma egilimi gosterdigi diisliniilmektedir.
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Sekil 4.30. Yumusak sekerlemelere ait a* degerlerinin depolama siiresine bagli degisimleri

4.6.1.4. b* (sarihk)

Depolama boyunca yumusak sekerleme oOrneklerine ait b* degerleri Cizelge
4.26’da verilmistir. Orneklerin b* degerleri, sentetik renklendirici i¢in 3.20-8.96, dogal
renklendirici ig¢in 8.13-0.30, kontrol i¢in 2.65-11.56, 24NP igin 6.12-9.33, 24NG i¢in
2.63-9.37, 24NPAS i¢in 3.32-9.20, 24CB i¢in 2.77-9.21, 48CP i¢in 6.10-9.78 ve 48CPAS
i¢cin 2.76-12.17 arasinda degismistir.

Cizelge 4.27°de varyans analizi sonuglari, Cizelge 4.28’de Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Depolanan yumusak sekerlemelerin b* degeri
iizerinde Ornek ve depolama siiresi faktorlerinin ve ‘érnek x depolama siiresi’

interaksiyonunun istatistiki olarak 6nemli (p<0.01) oldugu ortaya koyulmustur.

Cizelge 4.26. Yumusak sekerleme drneklerine ait depolama boyunca b* degerleri?

Yumusak b*

sekerleme cesidi 0.giin 8.giin 16.giin 24.giin 32.giin
Sentetik 8.96+0.66 6.23+0.44 5.9440.03 4.46+0.26 3.20+0.12
Dogal 8.13+0.5 4.16+0.75 2.60+0.37 1.14£0.15 0.30+0.08
Kontrol 11.56+0.6 8.32+0.16 6.02+0.21 3.65+0.02 2.65+0.03
24NP? 9.33+0.76 5.97+0.71 5.72+0.26 5.48+0.09 6.12+0.08
24NG?® 9.37+0.31 7.15£0.11 4.43£0.53 3.85+0.27 2.63+£0.04
24NPAS* 9.20+1.22 3.82+0.03 3.72+0.12 3.32+0.19 5.54+0.43
24CB° 9.21£1.74 4.63£0.32 3.59+0.32 3.50+0.03 2.77+0.07
48CP® 9.68+0.25 6.27+0.87 6.10+0.69 6.91+0.24 6.41+0.28
48CPAS’ 12.17+2.07 5.63+0.32 4.05+0.37 4.40+0.02 2.76+0

1Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 324NG:
24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. “24NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 548CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
kivrimli bezelye nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme, °48CP: 48
saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alti suyu nanofibrili
ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme.
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Cizelge 4.27. Yumusak sekerleme orneklerine ait depolama boyunca b* degerlerine ait varyans analiz
sonuglari

VK b*

SD KO F
Ornek (A) 8 102.62 35.1482**
Depolama siiresi (B) 4 431.32 295.46**
AXB 32 87.45 7.48**
Hata 45 16.42

**p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

Cizelge 4.28 incelendiginde istatistiki olarak en yiiksek b* degerine sahip olan
ornegin 48CP, en diisiik b* degerine sahip olanlarin ise dogal renklendirici kullanilan
ornek oldugu goriilmektedir. Ayrica, kontrol ve 24NP 6rneklerinin b* degerleri istatistiki
olarak 48CP’ye benzer bulunmustur. 32 giinliik depolama boyunca b* degerinde diisiis
meydana gelmistir. EI-Messiry ve ark. (2021) ¢alismalarinda java eriginden elde ettikleri
antosiyanin ekstraktini sekerlemelere koyarak 3 hafta boyunca depolamiglar ve b*
degerinde bir azalma meydana geldigini rapor etmislerdir. b* degerindeki azalmanin
zamanla sekerlemelerin yapisinda meydana gelen renk bozulmalarindan kaynaklandiginm
one stirmiislerdir. Heras-Roger ve ark. (2016) fenolik bilesiklerle kopigmentasyonun
kirmiz1 sarap iizerine etkisini belirlemeyi amagladiklar1 caligmalarinda saraplarin
yillandik¢a esmerlesme reaksiyonlarindan dolay1 renginin daha koyu ve morumsu olmasi
nedeniyle b* degerinde diisiis meydana geldigini belirlemislerdir.

Cizelge 4.28. Yumusak sekerleme 6rneklerine ait depolama boyunca b* degerlerine ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari®

Faktor n b*

Sentetik 10 5.76+2.16bc

Dogal 10 3.274+3.09¢
Kontrol 10 6.44+3.61ab
24NP 10 6.52+1.59ab
Nanofibrile 24NG 10 5.48+2.73cd
protein kaynagi 24NPAS 10 5.1242.44cd
24CB 10 4.74+2.58d

48CP 10 7.07+1.49a
48CPAS 10 6.534+3.29bc

0 18 10.9+1.29a

Depolama 8 18 5.8+1.54b
siiresi (giin) 16 18 4.69+1.36¢
24 18 4.08+1.69d

32 18 3.6+£2.12d

Farkl1 harfle isaretlenmis ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Sekil 4.31°de ise farkli yumusak sekerleme Orneklerinin b* degerleri iizerinde
etkili ‘Ornek x depolama siiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. Tiim Orneklerde

depolama boyunca diigiis meydana gelmistir. Protein nanofibrilleriyle kopigmente edilen
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ekstraktlarla renklendirilen yumusak sekerleme drneklerinde ilk 8 giinliik slirecte 6nemli
diisiis meydana gelirken sonrasinda diisiis hiz1 azalmistir. Sentetik 6rnekte ilk 16 giinde
daha siddetli diisiis meydana gelmistir. Kontrol 6rneginde ilk 24 giinde yogun diisiis

gbzlenmistir. Dogal 6rnekte ise depolama siiresince diisiis yogun sekilde devam etmistir.
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Sekil 4.31. Yumusak sekerlemelere ait b* degerlerinin depolama siiresine bagli degisimleri

4.6.1.5. Ton agis1

Yumusak sekerleme 6rneklerinin ton agis1 degerlerinin sentetik renklendirici i¢in
22.75-28.39, dogal renklendirici igin 4.02-23.01, kontrol i¢in 37.72-58.41, 24NP ig¢in
41.26-73.73, 24NG i¢in 39.04-68.71, 24NPAS i¢in 43.15-74.28, 24CB i¢in 34.34-49.009,
48CP i¢in 50.16-78.68 ve 48CPAS igin 45.94-71.51 degerleri arasinda degistigi
goriilmektedir (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29. Yumusak sekerleme drneklerine ait depolama boyunca ton agis1 degerleri’

Yumusak Ton agis1

sekerleme cesidi 0.giin 8.giin 16.giin 24.giin 32.giin
Sentetik 27.78+0.49 24.38+0.62 28.39+1.17 25.79+0.42 22.75+1.65
Dogal 23.01+0.20 16.95+0.81 19.81+0.83 11.75+0.43 4.02+0.92
Kontrol 39.68+0.18 37.72+0.84 46.44+0.9 52.22+40.25 58.41+0.51
24NP? 41.26+1.89 44 91+0.7 60.87+0.61 70.51+0.4 73.73+£0.76
24NG3 39.04+0.87 41.27+0.59 48.29+1.23 53.01+2.47 68.71+£0.19
24NPAS* 43.92+1.78 43.15+1.44 64.34+0.53 68.29+0.29 74.28+0.51
24CBS 34.34+1.49 36.43+1.79 37.6£0.05 41.23+0.94 49.09+0.18
48CPS 50.16+2.77 59.95+3.02 69.31+£3.01 71.24+0.17 78.68+3.13
48CPAS’ 49.39+2.12 45.94+0.91 53.75+4.13 62.96x1.44 71.51+5.88

Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 324NG: 24 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme.
424NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alti suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu
katilan yumusak sekerleme. %48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli bezelye nanofibrili ile kopigmente
edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme, ®48CP: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring
nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona tabi
tutulan kivrimli peynir alti suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme.
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Cizelge 4.30°da verilen varyans analiz sonuglarina gore depolanan yumusak
sekerlemelerin ton agis1 degeri lizerinde 6rnek ve depolama stiresi faktdrlerinin ve ‘6rnek
X depolama siiresi’ interaksiyonunun istatistiki olarak onemli (p<0.01) oldugu ortaya
koyulmustur.

Cizelge 4.30. Yumusak sekerleme 6rneklerine ait depolama boyunca ton agist degerlerine ait varyans analiz
sonuglart

VK Ton acisi

SD KO F
Ornek (A) 8 22148.99 751.20**
Depolama siiresi (B) 4 3890.85 263.92**
AxB 32 3673.59 31.14**
Hata 45 165.85

**p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

Cizelge 4.31°de Orneklerin ton agis1 degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma
testi sonuclar1 verilmistir. Cizelgede de goriildiigii gibi 48CP en yiiksek ton agis1 degerine
sahipken onu 24NP, 24NPAS ve 48CPAS takip etmektedir. Dogal renklendirici ile
renklendirilen 6rnek en diisiik ton agis1 degerine sahiptir. 32 giinliik depolama boyunca
ton acist degerinde artis meydana gelmistir. Ancak sentetik ve dogal renklendirici
kullanilan 6rnekler tam tersi bir seyir géstermistir. Ton acisindaki degisimin batokromik
kaymaya verilen tepkinin sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Liu ve Tang, 2013).

Yapilan bir ¢alismada iiziim posasindan elde edilen antosiyanin ekstraktlari ile
renklendirilen jeller 24 hafta boyunca 1sikl1 ve karanlik olmak {izere iki ayr1 ortamda
depolamaya tabi tutulmus ve depolama siiresince Ozellikle 1s1k altinda depolanan
orneklerde ton agis1 degerinde artis meydana geldigi rapor edilmistir (Maier ve ark.,
2009). da Silva ve ark. (2016) farkli sekillerde islenmis agai ile renklendirilen
sekerlemeleri 6 ay boyunca depolayarak ton agisi degerinde artis oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada antosiyaninlerin sulu ¢ozeltileri farkl
sicakliklarda depolamaya tabi tutulmus ve depolama boyunca ton agis1 degerinde artis
olmustur (Sui ve ark., 2016). Ton agis1 degerinde meydana gelen bu artigin sar1 kalkon
tiirlerinin olusumuyla ilgili olabilecegi rapor edilmistir (Reyes ve Cisneros-Zevallos,
2007).



125

Cizelge 4.31. Yumusak sekerleme 6rneklerine ait depolama boyunca ton agisi degerlerine ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari®

Faktor n Ton acisi
Sentetik 10 25.82+2.34f
Dogal 10 15.1147.45¢g
Kontrol 10 46.78+8.92d
24NP 10 58.02+15.3b
Nanofibrile 24ANG 10 50.06+12.27¢
protein kaynagi 24NPAS 10 58.8+14.38b
24CB 10 39.74+5.79%
48CP 10 65.87+11.03a
48CPAS 10 56.71+10.45b
0 18 10.90+9.12d
Depolama 8 18 38.97+13.08d
siiresi (giin) 16 18 47.64+17.59¢c
24 18 50.784+21.85b
32 18 55.694+27.11a

Farkl harfle isaretlenmis ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Sekil 4.32°de farkli yumusak sekerleme orneklerinin ton agisi degerleri lizerinde
etkili ‘Ornek x depolama siiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. Sentetik ve dogal
renklendirici kullanilan 6rneklerde ton agisi degerlerinde azalma olurken, kontrol ve
protein fibrilleriyle kopigmente edilmis ekstraktlarin kullanildigr orneklerde artis
meydana gelmistir. Renklendirici kullanilan 6rneklerde kirmizilik artis1 yani esmerlesme
meydana gelirken, diger orneklerde sarilik artisi yani agarma gozlenmistir. Yumusak
sekerlemelerin iginde bulunan seker nedeniyle depolama siiresince mailard
reaksiyonunun gerceklesmis olmasi muhtemeldir. Yukarida da belirtildigi gibi depolama
stiresince antosiyaninlerin pargalanmasiyla sar1 kalkon tiirlerinin olugsmasi nedeniyle ton
acisinda artis oldugu diisiiniilmektedir. Sentetik ve dogal renk maddeleri kullanilan
orneklerde ise mailard reaksiyonu ile kahverengilesme oldugu diisiiniilmektedir.
Kopigmentasyon ile kahverengilesme reaksiyonlarima duyarli antosiyaninlerin

stabilitesinin arttirildig1 bildirilmistir (Boulton, 2001; Gris ve ark., 2007).
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Sekil 4.32. Yumusak sekerlemelere ait ton agis1 degerlerinin depolama siiresine bagli degisimleri
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4.6.1.6. Doygunluk

Yumusak sekerleme oOrneklerine ait doygunluk degerleri Cizelge 4.32°de
verilmistir. Orneklerin doygunluk degerleri, sentetik renklendirici icin 8.27-19.21, dogal
renklendirici igin 4.22-20.81, kontrol i¢in 3.11-18.11, 24NP i¢in 5.81-14.18, 24NG i¢in
2.82-14.88, 24NPAS igin 5.76-13.25, 24CB igin 3.67-16.28, 48CP i¢in 6.51-12.61 ve
48CPAS igin 2.92-15.99 arasinda degismistir.

Cizelge 4.33’de varyans analizi sonuglari, Cizelge 4.34’de Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Depolanan yumusak sekerlemelerin doygunluk
degeri iizerinde ornek ve depolama siiresi faktorlerinin ve ‘ornek x depolama siiresi’
interaksiyonunun istatistiki olarak énemli (p<0.01) oldugu ortaya koyulmustur.

Depolama boyunca érneklerin doygunluk degerindeki degisim sirasiyla; sentetik
%56, dogal %79, kontrol %82, 24NP %55, 24NG %81, 24NPAS %56, 24CB %77, 48CP
%48, 48CPAS %81°dir. Kopigmente drnekler arasinda doygunluk degerini en iyi koruyan
ornegin 48CP oldugu goriilmektedir. Kontrolle karsilagtirildiginda 24NP, 24NPAS, 24
CB ve 48CP o6rneklerinin doygunluk degerindeki oransal degisim daha az bulunmustur.
48CP ornegi doygunluk degerini hem kontrolden hem de sentetik ve dogal
renklendiricilerden daha iyi korumustur. Doygunluk degeri renk yogunlugunu
gostermektedir. Bu bakimdan 48 saat fibrilasyona tabi tutulmus kivrimli piring proteini
renk canliligi bakimmndan yumusak sekerlemelerde tercih edilebilir. Piring proteininin
%80'in1 hidrofobik glutenin igerigi olusturmakta ve yapisini koruyan ana kuvvetler
disiilfiir baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerdir. Bu nedenle, asit-termal hidrolizle fibril
olusumunu baslatmak uzun zaman almakta ve bu da piring proteininde diisiik fibrilasyon
verimliligine neden olmaktadir (Zhao ve ark., 2020b). Song ve ark. (2023) ¢alismalarinda
farkli NaCl konsantrasyonlarinda piring fibrilasyonu gerceklestirmislerdir. Calisma
sonucunda NaCl eklemek fibrilasyonu hizlandirmasinin yani sira daha saglam yapida,
¢oziinlirligii ve fonksiyonel oOzellikleri gelismis protein fibrilleri elde edilmesini
saglamigtir. Ozellikle 90 °C’de 24 saat 1sitmadan sonra B-tabaka yapisi artmis ve uzun

fibriller olusmaya baslamistir.
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Cizelge 4.32. Yumusak sekerleme drneklerine ait depolama boyunca doygunluk degerleri®

Yumusak Doygunluk

sekerleme cesidi 0.giin 8.giin 16.giin 24.giin 32.giin
Sentetik 19.21+1.09 15.07+0.71 12.50+0.54 10.26+0.76 8.27+0.26
Dogal 20.81+1.45 14.23+1.91 7.70£1.41 5.59+0.52 4.22+0.19
Kontrol 18.11+1.00 13.60+0.01 8.31+0.42 4.62+0.02 3.1140.05
24NP? 14.18+1.69 8.46+0.90 6.55+0.33 5.81£0.08 6.37+0.11
24NG3 14.88+0.76 10.84+0.29 5.94+0.83 4.8340.50 2.82+0.04
24NPAS* 13.25+1.33 5.5840.11 4.12+0.11 3.58+0.21 5.76+0.46
24CB°® 16.28+2.47 7.81+0.87 5.88+0.53 5.31£0.06 3.67+0.10
48CP® 12.61+0.18 7.23+0.78 6.51+0.60 7.29+0.24 6.54+0.36
48CPAS’ 15.99+2.22 7.84+0.56 5.05+0.73 4.9440.08 2.924+0.10

'Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 324NG:
24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. “24NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme. 48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan
kivrimh bezelye nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme, ®48CP: 48
saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan
yumusak sekerleme. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alt1 suyu nanofibrili
ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yumusak sekerleme.

Depolama siiresince doygunluk degerinde azalma meydana gelmistir. Doygunluk
degeri rengin giiciinii gostermekte ve canliligi ile alakalidir. Depolama boyunca meydana
gelen bu diisiisiin antosiyanin pigmentinin ¢evresel faktorlerden etkilenmesine baglh
oldugu diisiiniilmektedir. Pigment konsantrasyonunun artmasiyla doygunlugun arttigi,
azalmasiyla da azaldigi bildirilmistir (Sui ve ark., 2016). Yapilan bir ¢alismada java
eriginden elde edilen antosiyanin ekstraktini sekerlemelere koyarak 3 hafta boyunca
depolamislar ve depolama siiresince doygunluk degerinde diisiis olmustur (EI-Messiry ve
ark., 2021). Baska bir ¢alismada acai meyvesi ile renklendirilmis sekerlemeler 6 hafta
boyunca depolanmis ve bu siire boyunca doygunluk degerinde azalis meydana gelmistir
(da Silva ve ark., 2016). Renk doygunlugunda olan azalma rengin koyu kirmizidan agik
kirmiziya kaydigimi gostermektedir (Wrolstad ve ark., 2005). Sui ve ark. (2016)
antosiyanin sulu ¢ozeltilerini 4, 25, 45 ve 65 °C'de depolamislar ve depolama boyunca

doygunluk degerinde azalma oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.33. Yumusak sekerleme Orneklerine ait depolama boyunca doygunluk degerlerine ait varyans
analiz sonuglar1

VK Doygunluk

SD KO F
Ornek (A) 8 314.07 49.06**
Depolama siiresi (B) 4 1487.80 464.89**
A xB 32 210.56 8.22**
Hata 45 36.00

*#p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil
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Cizelge 4.34. Yumusak sekerleme drneklerine ait depolama boyunca doygunluk degerlerine ait Duncan
coklu karsilastirma testi sonuglari®

Faktor n Doygunluk
Sentetik 10 13.06+4.27a

Dogal 10 10.51+6.92b

Kontrol 10 9.55+6.26bc

24NP 10 8.27+3.45¢cd

Nanofibrile 24ANG 10 7.86+4.91d
protein kaynagi 24NPAS 10 6.46+£3.91e
24CB 10 7.79+4.97d

48CP 10 5.87+11.03d

48CPAS 10 7.35+5.14de

0 18 10.90+2.77a

Depolama 8 18 10.07+3.60b
siiresi (giin) 16 18 6.95+2.49¢
24 18 5.80+2.05d

32 18 4.85+1.93¢

Farkl harfle isaretlenmis aymi siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Sekil 4.33’te farkli yumusak sekerleme drneklerinin doygunluk degerleri iizerinde
etkili ‘Ornek x depolama siiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. Tiim 6rneklerin
doygunluk degerinde depolama boyunca azalma goriilmektedir. 24NG o6rneginde ilk 16
giinde diger kopigmente 6rneklerde ise ilk 8 giinde belirgin bir azalma meydana gelmistir.
Sentetik ornekte depolama boyunca ayni hizda azalma devam ederken, dogal 6rnekte ilk

16 gilinde belirgin 16-32. giinler arasinda kismi azalma olmustur.
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25

20

-
w

Doygunluk
=
(=]

0]

o

0 8 16 24 32
Depolama slresi (giin)

Sekil 4.33. Yumusak sekerlemelere ait doygunluk degerlerinin depolama siiresine bagl degisimleri
4.6.2. Yogurt

4.6.2.1. Toplam monomerik antosiyanin

Yogurt orneklerine ait depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin
degerleri Cizelge 4.35°de mevcuttur. Nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen

orneklerin antosiyanin degerleri dogal ve kontrol 6rnekleri ile kiyaslanarak kopigmente
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hibiskus tozlarinin yogurtlarin depolama stabilitesine etkisi belirlenmistir. Cizelge
incelendiginde depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin miktarlar1 dogal
renklendirici igin 8.35-12.52, kontrol i¢in 4.59-13.78, 24NP i¢in 6.68-12.11, 24NG i¢in
10.02-13.78, 24NPAS i¢in 16.70-12.94, 24CB igin 16.28-21.29, 48CP igin 13.36-16.70
ve 48CPAS i¢in 15.45-20.04 arasinda degismistir.

Cizelge 4.36’da varyans analizi sonuglari, Cizelge 4.37°de Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi sonuglart verilmistir. Depolanan yogurtlarin toplam monomerik
antosiyanin degerleri iizerinde 6rnek ve depolama siiresi faktorlerinin istatistiki olarak

onemli (p<0.01) etkisi oldugu ortaya koyulmustur.

Nanofibrile protein kaynagina gore degerlendirildiginde toplam monomerik
antosiyanin miktarinda depolama boyunca sirastyla; dogal %33, kontrol %66, 24NP %44,
24NG %27, 24NPAS %22, 24CB %23, 48CP %20 ve 48CPAS %22 azalma meydana
gelmistir. Antosiyanin miktarini en iyi koruyan 6rnek 48CP’dir. Son zamanlarda piring
fibrilleri ile ilgili ¢alismalar yogunlasmustir (Li ve ark., 2020a; Li ve ark., 2021c; Song ve
ark., 2023). Protein iskelet yapisindaki ¢apraz-f-tabaka yapisi ve bol miktarda hidrofobik
amino asit igermesi nedeniyle piring proteini amiloid fibril olusumuna ¢ok uygundur (Li
ve ark., 2020a). Ozellikle NaCl eklenmesi ile niikleasyon sirasinda fibrillerin aktivasyon
entalpisi azalmakta ve boylece daha fazla peptit tiretilebilmektedir (Morel ve ark., 2010).
Tuz iyonlari, proteinin etkili protein yiizeyini degistirecek sekilde protein yiizeyine
dogrudan baglanarak, ilk hidrasyon tabakasinin suyuyla etkilesime girerek veya protein

solvasyon tabakasini1 degistirerek etki etmektedir (Zhang ve Cremer, 2006).

Cizelge 4.35. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin degerleri®

Yogurt cesidi Toplam Monomerik Antosiyanin (mg S3G/100 g km)
0.giin 4.giin 8.giin 12.giin 16.giin

Dogal 12.52+0.90 10.44+0.80 8.77+1.71 9.18+0.76 8.35+0.41
Kontrol 13.78+2.55 11.27+1.43 10.85+1.41 9.60+1.43 4.59+0.42
24NP? 12.11+1.20 10.44+0.83 8.77+1.24 7.93+1.42 6.68+2.05
24NG3 13.78+1.25 12.94+1.83 11.69+1.65 11.27+1.50 10.02+1.47
24NPAS* 16.70+2.02 15.03+0.78 14.61+1.36 14.19+0.87 12.94+3.37
24CB°® 21.29+1.32 20.46+0.84 19.62+1.23 19.20+1.91 16.28+1.02
48CPps 16.70+0.89 16.28+0.92 15.45+1.45 14.19+0.90 13.36+1.43
48CPAS’ 20.04+1.07 19.62+1.27 18.79+1.41 16.28+0.60 15.45+0.84

'Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz bezelye
nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. 324NG: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. 24NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alt1 suyu nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. 48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli bezelye nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt, 48CP: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli piring nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli peynir alti suyu nanofibrili
ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.
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Gortldigi gibi kopigmente ornekler antosiyanin miktarini kontrole oranla ¢ok
daha iyi muhafaza etmislerdir. Literatiirde protein fibrillerinin renk pigmentlerinin
stabilitesini saglamada basarili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Ma ve Jing,
2020; Zhao ve ark., 2020a). Yapilan bir galismada kafeik asit ile kopigmente edilen tiziim
ekstraktlart model gida olarak yogurda eklenmistir. Yogurtlar 45 giin boyunca buzdolab1
sicakliginda depolanmis ve antosiyanin stabilitesi izlenmistir Kopigmente orneklerin
kontrole oranla yogurttaki antosiyanin stabilizasyonunu daha iyi sagladigr bulunmustur

(Gris ve ark., 2007).

Cizelge 4.36. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin degerlerine ait
varyans analiz sonuglari

VK Toplam monomerik antosiyanin
SD (mg S3G/100 g km)
KO F
Ornek (A) 7 1043.07 75.27**
Depolama siiresi (B) 4 220.91 27.90%*
AXxB 28 39.59 0.716d
Hata 40 79.19

**#p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

Depolama boyunca antosiyanin miktarinda %30 azalma meydana gelmistir. Baria
ve ark. (2021) calismalarinda yogurda sentetik renklendirici yerine dogal kara havug
antosiyaninlerini ekleyerek 15 giin boyunca 7+1 °C’ de depolamislardir. Depolama
boyunca antosiyanin miktarinda %3.7 azalma go6zlenmistir. Antosiyaninlerin
polimerizasyona ugrayarak ve endojen veya eksojen enzimler tarafindan bozunarak
konsantrasyonunda azalma meydana geldigi belirtilmistir (Skrede ve ark., 2004).
Yogurtta bulunan metabolitlerin, 6zellikle de hidrojen peroksitin, antosiyaninlerin
oksidasyon yoluyla bozunmasini hizlandirabilecegi diisiiniilmektedir (Scibisz ve ark.,
2012). Szottysik ve ark. (2021), siyanidin, pelargonidin ve peonidince zengin mavi
hanimeli meyvesi ekstraktiyla renklendirdikleri yogurtlar1 14 giin boyunca depolamislar
ve depolama boyunca antosiyanin miktarinda %42 azalma meydana geldigini
belirlemislerdir. Yapilan bir ¢alismada yogurda antosiyanince zengin c¢ilek ekstrakti
eklenerek 28 giin boyunca 2 °C’de depolanmistir. Depolama boyunca antosiyanin
miktarinda %24 bir azalma meydana geldigi bildirilmistir (Oliveira ve ark., 2015).
Byamukama ve ark. (2014) dut antosiyaninlerini yogurda ekleyerek 2 hafta boyunca 8 °C
sicaklikta depolamaya tabi tutmuslar ve depolama sonunda antosiyanin miktarinda %20
kayip meydana geldigini belirtmislerdir. Yapilan bagka bir caligmada farkl: iiziim ¢esitleri

ile yogurdu zenginlestirerek 14 giin boyunca 4 °C sicaklikta depolamislar ve depolama
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sliresince antosiyanin miktarinda %40 azalma meydana geldigini bildirmislerdir

(Karaaslan ve ark., 2011).

Cizelge 4.37. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca toplam monomerik antosiyanin degerlerine ait
Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar®

Faktor n Toplam monomerik antosiyanin (mg S3G/100 g km)
Dogal 10 9.85+1.69d
Kontrol 10 10.02+3.39cd
Nanofibrile 24NP 10 9.18+2.13d
; 24NG 10 11.94+1.46¢
Proteln = aanpAs 10 14.7+1.37b
aynagl - oacB 10 19.37+1.90a
48CP 10 15.20+1.40b
48CPAS 10 18.03+2.05a
0 16 15.86+3.43a
Depolama 4 16 14.56+3.98ab
siiresi 8 16 13.574+4.23bc
(giin) 12 16 12.7343.90¢
16 16 10.96+4.22d

1Farkl harfle isaretlenmis ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

4.6.2.2. L* (parlakhk)

Yogurt 6rneklerine ait L* degerlerindeki depolama boyunca degisim Cizelge
4.38’de verilmistir. Orneklerin L* degerleri, sentetik renklendirici icin 73.98-74.6, dogal
renklendirici i¢in 67.94-70.03, kontrol i¢in 62.17-63.32, 24NP i¢in 64.49-65.71, 24NG
icin 63.13-65.86, 24NPAS i¢in 63.18-66.91, 24CB i¢in 65.24-66.50, 48CP igin 65.76-
66.48 ve 48CPAS i¢in 65.15-67.24 arasinda degismistir.

Cizelge 4.39’da varyans analizi sonuglari, Cizelge 4.40’da Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuclari verilmistir. Yogurtlarin L* degeri lizerinde Ornek ve
depolama siiresi faktorlerinin ve ‘6rnek x depolama siiresi’ interaksiyonunun istatistiki

olarak 6nemli (p<0.01) oldugu ortaya koyulmustur.

Cizelge 4.40 incelendiginde L* degeri bakimindan 6rnekler sirastyla yiiksekten
diisiige sentetik renklendirici, dogal renklendirici, 48CPAS, 48CP, 24CB, 24NPAS,
24NG=24NP ve kontrol seklindedir. Sentetik renklendirici ile renklendirilen yogurt
ornekleri digerlerine oranla daha koyu kirmizi oldugundan L* degeri yiiksek
bulunmustur. Baria ve ark. (2021) c¢alismalarinda sentetik renk maddesi ile
renklendirdikleri yogurtlarin L* degerinin yaban mersini ile renklendirdikleri
yogurtlardan daha yiiksek oldugunu bulmuslar ve bunun yogurda katilan sentetik boyanin

ozelliklerinden kaynaklandigini belirtmislerdir. Carvalho ve ark. (2020) Jamelao
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kapsiilleri ile yogurdu renklendirip 28 giin depoladiklar1 ¢alismada kapsiillii yogurtlarin

mor rengin etkisiyle kontrole oranla L* degerlerinin daha diisiik oldugunu belirtmislerdir.

Cizelge 4.38. Yogurt drneklerine ait depolama boyunca L* degerleri!

Yogurt cesidi L*
0.giin 4.giin 8.giin 12.giin 16.giin

Sentetik 74.60+0.22 74.47+£0.04 73.98+0.04 74.87+0.00 74.51+£0.01
Dogal 70.03+0.03 69.03+0.06 67.94+0.74 69.26+0.08 68.56+0.04
Kontrol 63.10+0.01 63.16+0.03 62.954+0.00 62.17+0.01 63.32+0.00
24NP? 65.254+0.03 64.49+0.56 64.66+0.03 65.71+0.01 65.02+0.26
24NG? 65.79+0.05 65.86+0.13 64.09+0.44 66.23+0.39 63.13+0.56
24NPAS* 66.91+0.25 65.76+0.02 63.18+1.30 64.63+0.32 65.95+0.00
24CB® 65.57+£0.31 65.884+0.01 65.66+0.02 66.50+0.06 65.24+1.05
48CP® 66.30+0.02 66.3540.02 66.06+0.02 66.48+0.51 65.76+£0.47
48CPAS’ 67.2440.04 66.93+0.04 66.58+0.03 66.384+0.12 65.15+0.45

!Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasiEstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. 324NG: 24 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.
424NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alti suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis
hibiskus tozu katilan yogurt. *48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimh bezelye nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt, 848CP: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli
piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan kivrimli peynir alt1 suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.

Cizelge 4.39. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca L* degerlerine ait varyans analiz sonuglari

VK L*

SD KO F
Ornek (A) 8 887.17 921.32**
Depolama siiresi (B) 4 14.99 31.14**
A xB 32 32.94 8.55**
Hata 45 5.41

**p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

Depolama boyunca orneklerin L* degerlerinde depolama siiresince varyasyon
gozlenmistir. Trigueros ve ark. (2014) yogurda nar suyu ekleyerek 28 giin boyunca
buzdolab1 sicakliginda depolamislardir. L* degerinin depolama siiresince istatistiksel
olarak benzer oldugunu bildirmislerdir. Bu sonug arastiricilar tarafindan molekiiller arasi,
molekiiller i¢i veya kendi kendine birlesme ile meydana gelen kopigmentasyonun
etkisiyle renkte stabilizasyon saglanmasinin bir sonucu olarak a¢iklanmigtir. Baria ve ark.
(2021) caligmalarinda yogurdu yaban mersini ekstrakti ile fonksiyonnellestirmis ve 8
hafta boyunca depolamislardir. Bu ¢alismada da hem kontrol hem deney grubunda

depolama siiresince L* degerlerinde 6nemli bir degisim gézlenmemistir.
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Cizelge 4.40. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca L* degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglari

Faktor n L*
Sentetik 10 74.44+0.33a
Dogal 10 68.86+£0.97b
Kontrol 10 62.95+0.45¢g
24NP 10 64.91+0.60f
Nanofibrile 24ANG 10 64.83+1.49f
protein kaynagi 24NPAS 10 65.08+1.87ef
24CB 10 65.58+0.75de
48CP 10 66.06+0.38cd
48CPAS 10 66.38+0.94¢
0 18 67.20+£3.33a
Depolama 4 18 66.88+3.49a
siiresi (giin) 8 18 66.12+3.60b
12 18 66.91+£3.76a
16 18 66.29+£3.67b

Farkl harfle isaretlenmis aymi siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Sekil 4.34°de farkli yogurt érneklerinin L* degerleri iizerinde etkili ‘Ornek x
depolama siiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. 24NG 6rnegi haricinde L* degerinde
depolama boyunca onemli degisiklikler meydana gelmemistir. 24 NG orneginde ise

depolama siiresince zaman zaman artis ve azalislar gériilmektedir.
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ekil 4.34. Yogurtlara ait L* degerlerinin depolama siiresine bagl degisimleri
g g

4.6.2.3. a* (kirmzihk)

Yogurt 6rneklerinin @* degerlerinin sirasiyla sentetik renklendirici ig¢in 19.52-
19.10, dogal renklendirici i¢in 13.10-12.99, kontrol i¢in 9.29-13.58, 24NP i¢in 6.86-
10.30, 24NG i¢in 7.89-9.83, 24NPAS i¢in 7.33-9.83, 24CB i¢in 7.33-10.04, 48CP igin
8.10-9.62 ve 48CPAS i¢in 7.73-19.10 degerleri arasinda degistigi goriilmektedir (Cizelge
4.41). a* degerleri bakimindan sentetik ve nanofibrile proteinler ile kopigmente edilen
orneklerin arasinda 6nemli farkliliklarin bulunmamasi kopigmente orneklerin sentetige

alternatif olabilecegini gostermektedir. Pires ve ark. (2018) calismalarinda giil,
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peygamber cicegi ve yildiz ¢igeginden elde edilen dogal renklendiricileri yogurda
ekleyerek 7 gilin boyunca depolamislardir. Sentetik ve dogal renklendiriciler katilan
ornekler arasinda a* degerleri bakimindan 6nemli farkliliklar gézlenmemistir. Bu nedenle
bu dogal renklendiriciler ile renklendirilen yogurtlarin sentetik boyalara (E163 vb.)
alternatif olabilecegini bildirmislerdir.

Cizelge 4.42°de verilen varyans analiz sonuglarina gore depolanan yogurtlarin a*
degeri lizerinde 6rnek ve depolama siiresi faktorlerinin ve ‘ornek x depolama siiresi’

interaksiyonunun istatistiki olarak 6nemli (p<0.01) oldugu ortaya koyulmustur.

Cizelge 4.41. Yogurt drneklerine ait depolama boyunca a* degerleri®

Yogurt cesidi a*
0.giin 4.giin 8.giin 12.giin 16.giin

Sentetik 19.10+0.16 19.00+0.03 19.70+0.08 19.72+0.10 19.52+0.06
Dogal 13.10+0.10 13.58+0.03 13.56+0.06 13.30+0.04 12.99+0.28
Kontrol 9.294+0.02 8.49+0.00 7.88+0.63 6.86+0.03 7.40+0.06
24NP? 10.30+0.03 9.63+0.01 9.51+0.06 8.75+0.57 7.89+0.38
24NG3 9.83+0.04 8.85+0.08 8.24+0.32 8.19+0.03 6.40+0.01
24NPAS* 7.30+0.05 8.91+0.02 7.35+0.56 7.39+0.12 7.33+0.01
24CB°® 10.04+0.28 9.39+0.01 9.00+0.10 8.78+0.05 8.10+0.10
48CP® 9.62+0.03 8.78+0.05 8.54+0.03 8.06+0.23 7.73+£0.14
48CPAS’ 8.80+0.1 8.49+0.01 8.17+0.07 7.60+0.01 6.27+0.21

'Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasi£standart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. 324NG: 24 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.
424NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alti suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis
hibiskus tozu katilan yogurt. 548CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli bezelye nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt, 548CP: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli
piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. 748CPAS: 48 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan kivrimli peynir alt1 suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.

Cizelge 4.43’te yogurt 6rneklerinin a* degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma
testi sonuglari verilmistir. Ornekler arasinda en yiiksek a* degerine sentetik renklendirici
kullanilan 6rnek, en diisiikk a* degerine ise 48CPAS 6rnegi sahiptir. Baria ve ark. (2021)
caligmalarinda yogurdu yaban mersini 6zii ile renklendirmis ve kontrol olarak sentetik
renk maddesi (eritrosin) kullanmistir. Sonug olarak eritrosin ile renklendirilen yogurtlarin
a* degerlerini daha yiiksek bulmustur. Bu durumu katilan renk maddesinin renklendirme
ozelliklerine baglamistir. Kopigmente ornekler arasinda en yiiksek a* degeri 24NP
Ornegine aittir. Caligmamizda 24 saat fibrilasyona tabi tutulan diiz piring kopigmentleri
ilave edilen yogurdun en yiiksek a* degerini vermesi antosiyaninlerle etkilesime girerek
kaybini azalttigint ve kirmizi rengi korudugunu gostermektedir. Literatiirde polifenolik
bilesikler ile amiloid benzeri piring fibrilleri arasindaki etkilesime iligskin ¢aligmalar
artmaktadir (Chen ve ark., 2024; Zhang ve ark., 2024). Fenolik bilesikler kovalent

olmayan ve kovalent baglar yoluyla piring protein fibrilleriyle giiclii bir sekilde
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etkilesime girebilmektedir (Chen ve ark., 2024). Baz1 arastirmalar, polifenollerin amiloid
benzeri fibrillerin yiizeyinde etkili bir sekilde adsorbe edildigini ve biriktigini, bunun da
supramolekiiler nanofibrillerin olusumuna yol agtigini ileri siirmektedir (Lu ve ark.,
2020).

Cizelge 4.42. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca a* degerlerine ait varyans analiz sonuglari

VK a*

SD KO F
Ornek (A) 8 1194.31 5482.80**
Depolama siiresi (B) 4 26.31 241.57**
A xB 32 22.07 25.33**
Hata 45 1.22

**p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde énemli. 6d: dnemli degil

16 giinliik depolama siiresi boyunca a* degerinde istatistiksel olarak 6nemli bir
azalis meydana gelmistir. Scibisz ve ark. (2012) ¢alismalarinda yogurdu yaban mersini
ekstrakti ile renklendirmisler ve 8 haftalik depolama siiresi boyunca a* degerinde azalma
meydana geldigini bunun da antosiyanin i¢eriginde meydana gelen diisiise bagli oldugunu
belirtmislerdir. Pinto ve ark. (2023) yogurda renk maddesi olarak antosiyanin agisindan
zengin jabuticaba kabugundan elde ettikleri ekstrakti eklemisler ve depolama boyunca
antosiyaninlerin stabilitesinin diisiik olmasindan kaynakli hem a* degerinde hem de
toplam monomerik antosiyanin miktarinda bir diisiis oldugunu ortaya koymuslardir. Du
ve ark. (2021) dut pulpu ile renklendirdikleri yogurtlar1 28 giin boyunca buzdolabi
sicakliginda depolamiglardir. Depolama boyunca L* ve a* degerlerinde azalma oldugu
sonucuna varmislardir.

Cizelge 4.43. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca a* degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglart!

Faktor n a*
Sentetik 10 19.41+£0.34a
Dogal 10 13.31+£0.27b
Kontrol 10 7.98+0.95¢ef
24NP 10 9.224+0.92¢
Nanofibrile 24NG 10 8.30+1.25¢
protein kaynagi 24NPAS 10 7.66+0.70¢
24CB 10 9.06+0.72de
48CP 10 8.55+0.73cd
48CPAS 10 7.87+1.00fg
0 18 10.82+3.46a
4 18 10.574+3.69b
55562?'(1’23) 8 18 10.22+4.19¢
12 18 9.85+4.34d
16 18 9.29+4.45¢

'Farkl1 harfle isaretlenmis ayn1 siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).
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Sekil 4.35’te farkli yogurt 6rneklerinin a* degerleri iizerinde etkili ‘Ornek x
depolama siiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. Kopigmente orneklerde depolama
boyunca genel olarak a* degerinde azalma s6z konusudur. 24NPAS o&rneginde
depolamanin ilk 4 giiniinde a* degerinde artis olmustur. 4-8. gilinler arasinda ise azalma
meydana gelmistir. Tiim depolama siirecine baktigimizda ise a* degerinde herhangi bir
degisiklik meydana gelmemistir. Sentetik ve dogal orneklerde de depolama siiresince

istatistiki anlamda 6nemli bir degisiklik olmamuistir.
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Sekil 4.35. Yogurtlara ait a* degerlerinin depolama siiresine bagl degisimleri

4.6.2.4. b* (sarihk)

Depolama boyunca yogurt 6rneklerine ait b* degerleri Cizelge 4.44’de verilmistir.
Orneklerin b* degerleri, sentetik renklendirici icin 10.90-11.81, dogal renklendirici i¢in
3.02-3.60, kontrol i¢in 9.16-11.06, 24NP igin 7.56-8.58, 24NG i¢in 7.89-8.67, 24NPAS
icin 7.15-8.56, 24CB igin 7.67-8.66, 48CP icin 8.35-9.19 ve 48CPAS i¢in 7.89-8.49
arasinda degismistir.

Cizelge 4.27°de varyans analizi sonuglari, Cizelge 4.28’de Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Depolanan yogurtlarin b* degeri 6rnek ve
depolama siiresi faktorlerinin ve ‘ornek % depolama siiresi’ interaksiyonunun istatistiki

olarak 6nemli (p<0.01) etkisi oldugu ortaya koyulmustur.

Duncan ¢oklu karsilastirma ¢izelgesi incelendiginde nanofibrile protein kaynagi
bakimindan b* degerleri yiiksekten diisiige dogru sentetik renklendirici, kontrol, 48CP,
24CB, 48CPAS=24NG, 24NP, 24NPAS ve dogal renklendirici seklinde

siralanmaktadirlar.
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Cizelge 4.44. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca b* degerlerit

Yogurt cesidi b*

0.giin 4.giin 8.giin 12.giin 16.giin
Sentetik 10.90+0.02 10.90+0.03 11.16+0 11.81+0.13 11.39+0.03
Dogal 3.23+0.01 3.02+0.01 3.47+0.02 3.58+0 3.60+0.03
Kontrol 10.21+0.03 10.40+0.04 10.71+0 9.16+£0.25 11.06+0.01
24NP? 7.56+0.02 7.81+0.02 8.26+0.03 8.23£0.06 8.58+0.12
24NG?® 7.89+0.02 8.15+0.01 8.22+0.18 8.67+0.01 8.06+0
24NPAS* 7.15+0.13 7.78+0.01 7.18+0.56 7.78+0.17 8.56+0.01
24CB° 7.67+0.19 8.10+0 8.31+0.05 8.56+0.02 8.66+0.1
48CP® 8.35+0 8.60+0.01 8.89+0.03 8.89+0.2 9.19+0.08
48CPAS’ 7.89+0.02 8.23+0.01 8.46+0.01 8.49+0.02 8.22+0.11

'Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz bezelye nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. 24NG: 24 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.
424NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alti suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis
hibiskus tozu katilan yogurt. 548CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli bezelye nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt, 848CP: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli
piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan kivrimli peynir alt1 suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.

Sentetik renk maddesi dogal, kontrol ve nanofibrile proteinlerle kopigmente
edilen 6rneklere oranla daha koyu bir renk verdigi igin b* degeri de yiiksek bulunmustur.
Nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen 6rneklerin b* degerleri kontrole oranla daha
diistik bulunmustur. a* degerinin yiiksek, b* degerininse diisiik olmasi kirmizi renkli
irlinlerde talep edilen bir durumdur. Kopigmente Ornekler kontrole oranla iirliniin
kirmiziligin1 daha iyi muhafaza ederek renksiz veya sarimsi formlara doniismesini
engellemistir. Baria ve ark. (2021) yaptiklar1 ¢alismada kontrol yogurdunun (eritrosin
katkil1) b* degerinin antosiyanin katkili yogurtlardan daha yiiksek oldugunu bunun
nedenininse antosiyanin konsantrasyonunun artmasiyla yogurt renginin mora

donmesinden kaynakli oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.45. Yogurt drneklerine ait depolama boyunca b* degerlerine ait varyans analiz sonuglari

VK b*

SD KO F
Ornek (A) 8 374.63 3457.68**
Depolama siiresi (B) 4 5.21 96.24**
A xB 32 7.74 17.88**
Hata 45 0.60

*#p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

16 giinliik depolama siiresi boyunca b* degerinde bir artis meydana gelmistir. b*
degeri sarilik degeridir ve artmasi sarilikta artis oldugunu gostermektedir. Meydana gelen

antosiyanin par¢alanmast ile kirmizi renkte azalis sar1 renkte artis olmustur. Scibisz ve
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ark. (2012) galismalarinda yaban mersini ekstrakti ile renklendirdigi yogurtlar1 8 hafta
boyunca depolayarak antosiyanin stabilitesi ve renk degerlerini 6l¢miislerdir. Orneklerin
b* degerlerinde depolama boyunca 6nemli artig goriilmiistiir. Bu durumun antosiyaninin
renkli flavilyum katyonunun renksiz veya sarimsi formlara doniismesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Yogurdun yaban mersini ekstrakti ile renklendirildigi
baska bir ¢alismada 8 haftalik depolama siiresi boyunca b* degerinde artis meydana
gelmistir. b* degerindeki artis mavimsi kuinon bazinin kirmizi flavilyum katyonuna
dontigerek mavilikte azalma oldugunu gostermektedir (Baria ve ark., 2021). Anuyahong
ve ark. (2020) calismalarinda mor piring ile renklendirdikleri yogurt 6rneklerini 21 giin
boyunca buzdolabinda depolamislar ve depolama siiresi boyunca yogurtlarin renk
morfolojisinde meydana gelen deformasyonlardan dolay: b* degerinde artis, a* ve L*
degerinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bagka bir calismada Jamelao
kapsiilleri ile yogurt renklendirilip 28 giin boyunca depolamaya tabi tutulmus ve
depolama siiresince renk degerlerini gozlemlenmistir. Zaman gectikce sar1 renklenmede
bir artis gézlenmistir (Carvalho ve ark., 2020). Renk parametrelerindeki bu degisikligin
calisilan depolama siiresinde antosiyaninlerde bozulma meydana geldiginden oksidasyon

reaksiyonunun olusmasiyla ilgili oldugu diistintilmektedir (do Carmo Brito ve ark., 2017).

Cizelge 4.46. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca b* degerlerine ait Duncan goklu karsilastirma testi sonuglari®

Faktor n b*
Sentetik 10 11.23+0.38a
Dogal 10 3.38+0.25¢
Kontrol 10 10.31£0.72b
24NP 10 8.09+0.40e
Nanofibrile 24NG 10 8.20+0.29de
protein kaynagi ~ 24NPAS 10 7.69+0.58f
24CB 10 8.26+0.40d
48CP 10 8.78+0.32¢
48CPAS 10 8.26+0.24de
0 18 7.87+2.15d
Depolama siiresi 18 8.11+2.09¢
.. 8 18 8.29+2.36b
(giin) 12 18 8.35+2.27b
16 18 8.60+2.37a

!Farkh harfle isaretlenmis aym siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Sekil 4.36°da farkli yogurt &rneklerinin b* degerleri iizerinde etkili ‘Ornek x
depolama siiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. Tim Orneklerin b* degerlerinde
depolama siiresi boyunca artis meydana gelmistir. Kontrol 6rneginin b degeri 8-12. giinler
arasinda azalirken 12-16. giinler arasinda tekrardan artig gostererek baglangigtan daha

yiiksek bir degere ulagmistir. Dogal 6rnegin b* degeri diger d6rneklerden daha diisiik bir
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degerde seyretmistir. Bunun nedeninin dogal renk maddesinin verdigi kendine 6zgi

renkten kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.36. Yogurtlara ait b* degerlerinin depolama siiresine bagl degisimleri

4.6.2.5. Ton acisi

Yogurt orneklerinin ton agisi degerlerinin sirasiyla sentetik renklendirici igin
29.53-30.93, dogal renklendirici igin 12.54-15.48, kontrol i¢in 47.69-56.2, 24NP i¢in
36.29-47.42, 24NG i¢in 38.75-51.54, 24NPAS i¢in 41.14-49.43, i¢in 24CB 37.40-46.93,
48CP i¢in 40.96-49.94 ve 48CPAS igin 41.88-52.65 degerleri arasinda degistigi
goriilmektedir (Cizelge 4.47).

Cizelge 4.47. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca ton agis1 degerleri?

Yogurt ¢esidi Ton acisi

0.giin 4.giin 8.giin 12.giin 16.giin
Sentetik 29.73+0.27 29.84+0.11 29.53+0.09 30.93+0.41 30.25+0
Dogal 13.86+0.07 12.54+0.01 14.35+0.02 15.08+0.05 15.48+0.19
Kontrol 47.69+0 50.76+0.08 52.15+0.01 53.17+0.63 56.2+0.18
24NP? 36.29+0.05 39.03+0.03 40.96+0.07 43.28+1.62 47.424+0.98
24NG?® 38.75+0.2 42.67+0.02 44.95+0.47 46.64+0.06 51.54+0.02
24NPAS* 44.4+0.34 41.14+0.04 44.334+0.06 46.47+0.16 49.4340.06
24CB° 37.44+0.09 40.78+0.01 42.7440.16 44.2840.08 46.9340.03
48CP® 40.96+0.06 44.41£0.03 46.132£0.01 47.79£0.17 49.9440.28
48CPAS’ 41.88+0.25 44.11£0.01 45.98+0.2 48.15+0.1 52.65+0.77

1Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasitstandart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz bezelye nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. 24NG: 24 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.
“24NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alti suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis
hibiskus tozu katilan yogurt. *48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimh bezelye nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt, 548CP: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli
piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. “48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan kivrimli peynir alt1 suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.
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Cizelge 4.48’de verilen varyans analiz sonuglarina gore depolanan yogurtlarin ton
acis1 degeri iizerinde 6rnek ve depolama siiresi faktorlerinin ve ‘6rnek % depolama siiresi’

interaksiyonunun istatistiki olarak 6énemli (p<0.01) etkisi oldugu ortaya koyulmustur.

Cizelge 4.49’da yogurt orneklerinin ton agis1 degerlerine ait Duncan coklu
karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Orneklerin ton agis1 degerleri yiiksekten diisiige
sirastyla kontrol, 48CPAS, 48CP, 24NPAS = 24NG, 24CB, 24NP, sentetik renklendirici
ve dogal renklendirici seklinde siralanmaktadirlar. Nanofibrile proteinlerle kopigmente
edilen 6rneklerin ton agis1 degerleri kontrole oranla daha diisiik bulunmustur. Kontrolden
diisiik bulunmasi nedeniyle kopigmentasyon ile kahverengi polimerizasyon {iriinlerinin
daha az olustugu ve rengin daha iyi korundugu sdylenebilir (Scibisz ve ark., 2019). Ton
acis1 degeri antosiyaninlerin gorsel olarak algilanabilir renk gecislerini gostermektedir
(Burtch ve ark., 2017). Sentetik ve dogal Orneklerin baslangi¢ ton agisi degerleri
kopigmente orneklerden daha diisiik oldugu i¢in kopigmente 6rneklerin ton agis1 degerleri
bunlardan yiiksek bulunmustur. Wallace ve Giusti (2008) yaptiklar1 ¢alismada sentetik
renk maddesi (FD&C ReD) ve dogal renk maddesi (betalain) eklenen yogurtlarin ton
acis1 degerlerini antosiyanin ekstrakti ile hazirladigindan daha diisiik bulmustur.

Pires ve ark. (2020) ¢alismalarinda yogurda renklendirici olarak yaban mersini
ekstrakti eklemisler ve sentetik renklendirici (E163) ile karsilagtirmiglardir. 7 giin
boyunca depoladiklar1 yogurtlarda yapilan renk analizi sonucunda yaban mersinli
yogurtlarin ton agis1 degerlerini daha yiiksek bulmuslardir. Bunun b* degerinin daha

diisiik, a* degerinin ise daha yiliksek olmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir.

Cizelge 4.48. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca ton agisi degerlerine ait varyans analiz sonuglari

VK Ton acisi

SD KO F
Ornek (A) 8 10320.05 3104.55**
Depolama siiresi (B) 4 619.55 372.73**
AXxB 32 177.28 13.33**
Hata 45 18.70

**p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

Depolama boyunca ton agis1 degerlerinde artis meydana gelmistir. Yapilan bir
caligmada cilekli ve visneli yogurtlarda depolama boyunca ton agisinda meydana gelen
degisimin de gosterdigi gibi kirmizilikta azalma goriilmiistiir. Yogurt numuneleri ton
acist degerinde onemli bir artig gostermistir; bu durum, biiyiik olasilikla antosiyaninlerin

bozunmasi ve/veya sar1 ve kahverengi polimerizasyon bilesiklerinin olusumu nedeniyle
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depolama sirasinda rengin kirmizidan turuncuya dogru degistigini gostermektedir

(Scibisz ve ark., 2019).

Cizelge 4.49. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca ton agist degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilagtirma
testi sonuglart

Faktor n Ton acisi
Sentetik 10 30.06+0.56¢
Dogal 10 14.26+1.15h
Kontrol 10 52+3.13a
24NP 10 41.3944.23f
Nanofibrile 24NG 10 44.91+4.74d
protein kaynagi 24NPAS 10 45.16+3.06d
24CB 10 42.4243.6¢
48CP 10 45.85+3.41c
48CPAS 10 46.55+4.12b
0 18 35,81+10e
Depolama 4 18 38.36+11.7d
siiresi (giin) 8 18 40.12+11.96¢
12 18 41.75+12.22b
16 18 44.43+13.58a

Farkl1 harfle isaretlenmis aymi siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Sekil 4.37°de farkl1 yogurt rneklerinin ton agis1 degerleri iizerinde etkili ‘Ornek
x depolama stiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. Tiim 6rneklerin ton agis1 degerlerinde
depolama siiresi boyunca artts meydana gelmistir. Bu depolama sirasinda rengin
kirmizilik kayb1 ile kirmizidan turuncuya dogru degistigini, bunun da biiyiik olasilikla
antosiyaninlerin bozunmasi veya sar1 ve kahverengi polimerizasyon bilesiklerinin
olusumu nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir (Scibisz ve ark., 2019). Burtch ve ark. (2017)
ton acis1 degerindeki degisimin zamanla polimerize antosiyanin formlariin olusmasiyla
yeni renk tonlarinin (kirmizidan kirmizi-turuncu, turuncu ve turuncu-sari tonlara)

olusumuna bagli oldugunu bildirmistir.

=@==Sentetik Dogal Kontrol 24NP e=@em2/NG === 24NPAS e=@emlACE e=@um/3CP e=@m=A8CPAS
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Sekil 4.37. Yogurtlara ait ton agist degerlerinin depolama siiresine bagl degisimleri
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4.6.2.7. Doygunluk

Yogurt oOrneklerine ait doygunluk degerleri Cizelge 4.50°de verilmistir.
Ormneklerin doygunluk degerleri, sentetik renklendirici igin 21.90-22.98, dogal
renklendirici i¢in 13.48-13.99, kontrol i¢in 11.44-13.31, 24NP igin 11.66-12.78, 24NG
icin 10.29-12.60, 24NPAS i¢in 10.22-11.83, 24CB i¢in 11.86-12.63, 48CP i¢in 12.00-
12.74 ve 48CPAS i¢in 10.34-11.82 arasinda degismektedir.

Cizelge 4.51°de varyans analizi sonuglari, Cizelge 4.52’de Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari verilmistir. Depolanan yogurtlarin doygunluk degeri iizerinde
ornek ve depolama siiresi faktorlerinin ve ‘ornek x depolama siiresi’ interaksiyonunun
istatistiki olarak onemli (p<0.01) etkisi oldugu ortaya koyulmustur.

Duncan c¢oklu Kkarsilastirma sonuglar1 incelendiginde sentetik renklendirici
kullanilan 6rnek en yiiksek, 48CPAS ve 24NG ise en diisiik doygunluk degerine sahiptir.
Kontrol 1ile karsilastirildiginda nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen 6rneklerin
doygunluk degerleri daha diisiik bulunmustur.

Yumusak sekerleme kisminda belirtildigi gibi nanofibrile proteinlerle kopigmente
edilen 6rneklerin doygunluk degerinin daha diisiik olmasinin nedeni proteinlerin hibiskus
ekstraktina eklenmesiyle renkte bir miktar agiklik meydana getirmesi olabilir. Doygunluk
degeri renk yogunlugunu gostermektedir ve sentetik 6rnegin rengi diger 6rneklere kiyasla
daha koyu bir kirmizi oldugundan en yliksek doygunluk degerine sahiptir.

Depolama sirasinda tiim orneklerde doygunluk degerinin bir miktar azalmasi,
zamanla yogurdun renk yogunlugunun azaldigini gostermektedir. (Scibisz ve ark., 2019).
Hernéndez-Herrero ve Frutos (2014) erik suyu konsantresi ile renklendirdikleri yogurtlari
24 giin boyunca 6 °C sicaklikta depolamislar ve ton acis1 degerlerinde 6nemli artiglar,
doygunluk degerlerinde ise 6nemli diisiisler gozlemlemislerdir.

Nontasan ve ark. (2012) calismalarinda siyah piring kepeginden elde ettikleri
ekstrakt ile yogurdu renklendirmigler ve 21 giin boyunca buzdolabi sicakliginda
depolamislardir. Depolama siiresince renk degerlerinde meydana gelen degisimlerin
antosiyaninlerin sicaklik, 151k, oksijen ve pH gibi pek ¢ok ¢evresel etkenden kolayca
etkilenerek bozunmalarindan kaynaklandigint degerlendirmislerdir. Pires ve ark. (2018),
yogurt maya kiiltlirlerinin, antosiyaninlerin glikozidaz gibi enzimler yoluyla
par¢alanmasini hizlandirarak stabilitesi iizerinde olumsuz bir etkiye neden olabilecegini
Oone silirmiistiir. Siit iriinlerinde antosiyaninlerin stabilitesi pH'dan ve proteinlerin

varligindan etkilenmektedir (Oliveira ve ark., 2015). Ayrica yogurtlardaki antosiyaninler,
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antosiyaninleri bozulmadan koruyan makromolekiillerle kompleksler olusturabilir ancak
bu tiir bir etkilesim, antosiyaninleri daha az kullanilabilir hale getirebilir ve sonunda

cokelmeleriyle sonuglanabilmektedir (Jing ve Giusti, 2005).

Cizelge 4.50. Yogurt drneklerine ait depolama boyunca doygunluk degerleri®

Yogurt cesidi Doygunluk
0.giin 4.giin 8.giin 12.giin 16.giin

Sentetik 21.99+0.13 21.9+0.01 22.6440.08 22.98+0.02 22.60+0.06
Dogal 13.49+0.19 13.91+0.03 13.99+40.06 13.78+0.04 13.48+0.28
Kontrol 13.80+0.03 13.43+0.04 13.56+0.21 11.44+0.22 13.314+0.04
24NP? 12.78+0.01 12.40+0.02 12.59+40.06 12.02+0.46 11.66+0.34
24NG3 12.60+0.02 12.0340.22 11.63+0.35 11.93+0.03 10.29+0.01
24NPAS* 10.22+0.13 11.83+0.02 10.28+0.79 10.734£0.21 11.27+0.18
24CB°® 12.63+0.33 12.40+0.13 12.2540.11 12.26+0.05 11.86+0.14
48CP® 12.74+0.02 12.29+0.19 12.3340.04 12.00+0.34 12.01+0.06
48CPAS’ 11.82+0.09 11.7940.01 11.76+0.05 11.3940.01 10.34+0.03

!Sonuglar iki tekerriiriin ortalamasi£standart hata seklinde sunulmustur. 224NP: 24 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan diiz bezelye nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. 24NG: 24 saat
nanofibrilasyona tabi tutulan diiz gluten nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.
424NPAS: 24 saat nanofibrilasyona tabi tutulan diiz peynir alti suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis
hibiskus tozu katilan yogurt. *48CB: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivrimli bezelye nanofibrili ile
kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt, 548CP: 48 saat nanofibrilasyona tabi tutulan kivriml
piring nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt. "48CPAS: 48 saat nanofibrilasyona
tabi tutulan kivrimli peynir alt1 suyu nanofibrili ile kopigmente edilmis hibiskus tozu katilan yogurt.

Cizelge 4.51. Yogurt 6rneklerine ait depolama boyunca doygunluk degerlerine ait varyans analiz sonuglari

VK Doygunluk

SD KO F
Ornek (A) 8 978.86 2373.98**
Depolama siiresi (B) 4 4.36 21.13**
A xB 32 19.81 12.01**
Hata 45 2.32

**p<0.01 ve *p<0.05 diizeyinde 6nemli. 6d: 6nemli degil

Cizelge 4.52. Yogurt oOrneklerine ait depolama boyunca doygunluk degerlerine ait Duncan g¢oklu
karsilastirma testi sonuglari®

Faktor n Doygunluk
Sentetik 10 22.424+0.46a

Dogal 10 13.73+0.24b

Kontrol 10 13.1140.95¢

24NP 10 12.29+0.45d

Nanofibrile 24NG 10 11.70+0.86¢
protein kaynagi 24NPAS 10 10.86+0.68f
24CB 10 12.28+0.28d

48CP 10 12.27+0.3d

48CPAS 10 11.43+0.63¢

0 18 13.56+3.32a

Depolama 4 18 13.56+3.36a
siiresi (giin) 8 18 13.45+3.80a
12 18 13.17+£3.97b

16 18 13.02+3.89b

'Farkl1 harfle isaretlenmis ayn1 siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).
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Sekil 4.38°’de farkli yogurt orneklerinin doygunluk degerleri iizerinde etkili
‘Ornek x depolama siiresi’ interaksiyonu gosterilmektedir. Depolama boyunca kontrol,
24NP, 24NG, 24CB, 48CP ve 48CPAS orneklerinin doygunluk degerinde kismi bir
azalma meydana gelmistir. 24NPAS oOrneginin doygunluk degeri depolama siiresince
diizensiz bir seyir gostermistir. Sentetik ve dogal 6rneklerinin doygunluk degerinde

depolama boyunca 6nemli bir degisiklik meydana gelmemistir.

=@=Sentetik ==@=Dogal Kontrol 24NP === NG ==@=2ANPAS ==@mm)/(D ==@um/Z(P ==@==q3CPAS

25

Doygunluk
i
(%]

0 4 8 12 16

Depolama siiresi (giin)

Sekil 4.38. Yogurtlara ait doygunluk degerlerinin depolama siiresine bagli degisimleri
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Antosiyaninler, meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan pigmentlerdir ve ilgi
cekici renkleri ve sagliga yararlari nedeniyle gidalarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Bununla birlikte, antosiyaninlerin kararsizligi, kolayca bozunmasina, biyoaktivitesinin
azalmasma ve gida isleme ve depolama asamalarinda renk solmasina neden olarak
uygulamalarim1  smnirlandirmakta  ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Antosiyaninlerin stabilitesi kendi yapilarima ve c¢evresel faktorlere bagli olarak
degigsmektedir. Nitekim, antosiyaninler pH, sicaklik, 1sik, oksijen gibi faktdrlerden
etkilenmektedir. Bu etkilerin en aza indirilmesi amaciyla kopigmentasyon islemi ile stabil
yapt olusturulmasi, antosiyanin stabilitesini arttirmaya yonelik potansiyel bir ¢éziim
olarak goriilmektedir. Kopigmentasyon, antosiyaninlerin c¢esitli ajanlar ile etkilesime
girerek yapiyi stabilize etmek amaciyla kompleksler olusturdugu bir yontemdir. Bu tez
caligmasinda antosiyaninlerin kararliligin1 arttirmak amaciyla kopigmentasyon islemi
gergeklestirilmistir.

Calismada kopigmentasyon ajani olarak kullanilmak iizere bezelye protein izolati,
piring protein izolati, gluten ve peynir alt1 suyu protein izolat1 farkli soliisyonlar iginde
24, 36 ve 48 saatlik nanofibrilasyon islemine tabi tutularak hem diiz hem de kivriml
nanofibrile proteinler elde edilmistir. Antosiyanin kaynagi olarak Hibiscus sabdariffa
tercih edilmistir. Hibiskus ekstraktlar1 ile kopigmentasyon ajanlar1 karistirilarak
kopigmentasyon islemi gerceklestirilmistir. Kontrol olarak higbir islem uygulanmamis
dogal protein izolatlar1 da hibiskus ekstraktlar1 ile kopigmentasyonda kullanilmaistir.
Antosiyanin stabilitesinin saglanip saglanmadigin1 ortaya koyabilmek amaciyla
batokromik kayma ve hiperkromik etki belirlenmis ve termal stabilite testi
gerceklestirilmistir. Termal stabilitesini belirlemek amaciyla toplam monomerik
antosiyanin ve polimerik renk analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda en uygun
kopigmentasyon ajanlar1 belirlenmistir. Kopigmentasyonun gergeklestigini kanitlamak
ve olusan baglar1 daha detayl incelemek amaciyla Fourier Doniistimlii Kizil6tesi (FTIR)
Spektroskopi ve Floresans spektroskopi analizleri gergeklestirilmistir.

Kopigmentasyon, hem absorpsiyon spektrumunun arttig1 hiperkromik bir etki
hem de absorpsiyon spektrumunun Amax noktasindan daha yiiksek dalga boyuna dogru bir

kaymanin meydana geldigi bir batokromik kayma ile tespit edilmektedir. Kontrol 6rnegi
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ile kiyaslandiginda (519 nm), BPi (519 nm), PPI (514 nm), GPI (518 nm) ve PASPI (518
nm) 6rneklerinde pozitif yonde bir kayma gerceklesmemistir. Ayni sekilde kontrol 6rnegi
ile kiyaslandiginda (1.964), BPI (1.149), PPI (1.098), GPI (1.019) ve PASPI (1.448)
orneklerinde absorbans azalis1 gozlenmistir. Elde edilen verilere gore protein izolatlarinin
etkili birer kopigmentasyon ajani olmadig1 belirlenmistir. Bunun aksine diiz nanofibrile
proteinlerle kopigmente edilen drneklerde kontrol 6rneginin maksimum dalga boyu 518
nm iken kopigmentli &rneklerin dalga boylart 519-524 nm degerleri arasinda
bulunmustur. Dolayisiyla, pozitif yonde 1-6 birim arasinda bir kayma meydana gelmistir.
Kopigmentli 6rnekler %0.23-33.84 arasinda hiperkromik etki saglamistir. Batokromik
kayma ve hiperkromik etki de meydana gelen bu artis kopigment ve pigmentler arasindaki
molekiiller aras1 etkilesimi gostermektedir. En yiliksek hiperkromik etkiyi 24NPAS
(%33), 36NPAS (%33.84) ve 36NB (%32.62) ornekleri gostermistir. Kivrimli
nanofibriller ile kopigmente edilen 6rnekler degerlendirildiginde, kontrol 6rneginin
maksimum dalga boyu 518 nm iken kopigmenli 6rneklerin dalga boylar1 519-522 nm
degerleri arasinda bulunmustur. Pozitif yonde 1-4 birim arasinda bir kayma meydana
gelmistir. Kiveimli nanofibriller %5.79-40.32 degerleri arasinda hiperkromik etki
saglamistir. Hiperkromik etkide en biiyiik artis sirastyla 48CP (%40.32), 48CPAS
(%34.68), 24CPAS (%32.09) 6rneklerinde goriilmiistiir.

Monomerik antosiyanin kayiplar1 1sil islem aninda antosiyanin polimerlerinin
olusumundan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle polimerik renk analizleri gergeklestirilerek
kopigmente antosiyaninlerin stabilitesine etkisi belirlenmistir. Kontrol, protein izolatlar
ile kopigmente edilen ve diiz ve kivrimli nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen
ornekler 80, 90 ve 100 °C’de 120 dakika boyunca tutularak 0, 10, 30, 60 ve 120.
dakikalarda polimerik renk analizleri gergeklestirilmistir. Diiz nanofibrillerle kopigmente
edilen ornekler degerlendirildiginde protein ¢esidine gore polimerik renk biiylikten
kiiclige sirastyla NG, NPAS, NB, NP 6rneklerine ait bulunmustur. Diiz nanofibrile gluten
ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktinin (%56.26) polimerik renk degerinin
digerlerinden yiiksek oldugu belirlenmistir. Diiz nanofibrile piring proteini (%32.51)
kopigment olarak hibiskus antosiyaninlerinde polimerizasyonu en aza indirgemistir.
Kivrimli nanofibrile piring proteini ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktlarinin
polimerik renk degerleri (%36.05) bezelye (%31.33) ve peynir alt1 suyu proteini (%30.55)
ile kopigmente edilen 6rneklerden daha yiiksek bulunmustur. Polimerik rengin yiiksek
olmasi antosiyaninlerin kahverengi bilesenlere doniistligliniin bir gostergesi oldugundan

kiviimli nanofibrile bezelye ve peynir alti suyu ile kopigmente edilen orneklerin
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antosiyaninleri daha iyi korudugu goriilmektedir. Isil islem sicakligi bakimindan
degerlendirildiginde sicaklik arttik¢a polimerik renk yiizdesinde artis meydana gelmistir.
Bunun nedeninin antosiyanin bozulmasinin bir ara {iriinii olan kalkonlarin olusumunun
sicaklikla artmasi oldugu diistiniilmektedir. Sicaklik arttik¢a daha fazla olusan kalkonlar
kararsiz bilesenlerdir ve kahverengi renkli bilesenlere doniiserek polimerik rengin
artmasina neden olmaktadirlar.

Orneklerin  farkli sicakliklarda antosiyanin degradasyonu Kkinetigine ait
parametrelerden stabiliteyi en i1yl koruyan kopigmentasyon ajanlar1 belirlenmistir.
Parcalanma hiz sabitleri (k), korelasyon katsayilari (R?), z degerleri ve aktivasyon enerjisi
(Ea) belirlenmistir. Farkli kopigmentasyon ajanlari ile kopigmente edilen drneklerin R?
degerleri 0.90"n iizerinde bulunmustur. Elde edilen R? degerleri incelendiginde; 1s1l islem
stiresince Orneklerde gozlenen toplam monomerik antosiyanin degredasyonunun ikinci
derece kinetik modele uygun olarak gerceklestigi sonucuna ulasilmistir. Farkli
kopigmentasyon ajanlar1 ile kopigmente edilen orneklerin k degerleri 1sil islem
sicakliginin artmasiyla artig géstermistir. Diiz nanofibrillerle kopigmente edilen 6rnekler
degerlendirildiginde en diisiik z degeri 24NP, en yiiksek z degeri ise 24NG Ornegine ait
bulunmustur. Genel olarak z degeri arttikga termal diren¢ artmaktadir. En yiiksek Ea
degeri 141.08 kJ/mol ile 24NP 6rnegine aitken, onu 103.54 kJ/mol ile 24NPAS ornegi
takip etmektedir. Kontrol ile kiyaslandiginda (82.79 kJ/mol) 24NP, 24NPAS, 36NP,
48NB orneklerini Ea degerleri daha yiliksek bulunmustur. Protein izolatlar1 ile kopigmente
edilen orneklerle karsilastirildiginda (22.39-47.98 kJ/mol) diiz nanofibrile proteinlerle
kopigmente edilen Orneklerin Ea degerlerinin genellikle daha yiikksek oldugu
goriilmektedir. Ea degerinin yiiksek olmasi reaksiyona girmek icin daha fazla enerji
gerektiginin yani reaksiyonun ger¢eklesmesinin daha zor oldugunun gostergesidir.
Kivrimli nanofibriller ile kopigmente edilen 6rnekler incelendiginde en diisiik z degeri
48CPAS, en yiiksek z degeri ise 48CP Ornegine ait bulunmustur. En yiiksek Ea degeri
91.48 kJ/mol ile 48CPAS 6rnegine aitken, onu 87.99 kd/mol ile 36CP ve 87.63 kd/mol ile
36CB 0Ornegi takip etmistir. Sonug olarak z degeri ve Ea degeri en yiiksek olan 6rnekler
belirlenerek ¢alismanin ileriki asamalarinda kullanima uygun kopigmente edilmis
hibiskus ekstraktlar1 belirlenmistir. Kiyaslamalar sonucunda yiiksek z degerleri nedeniyle
24NP, 24NG, 24CB ve 48CP ornekleri, yliksek Ea degerleri ve uygun pargalanma hiz
sabiti (k) degerleri nedeniyle 24NPAS ve 48CPAS o6rnekleri caligmanin ilerleyen

asamalarinda model gidalara uygulanmak iizere toz forma islenecektir.
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Nanofibrile edilmis proteinler ve antosiyaninler arasinda gergeklesen bag
olusumunu izlemek ve dogrulamak amaciyla FTIR analizi gergeklestirilmistir. Sonuglar
incelendiginde diiz ve kivrimli nanofibriller ile kopigmente edilen hibiskus
ekstraktlarmin spektrumlarinda 3000-3500 cm™ (-OH gerilimi) ve 1600-1650 (C=0
gerilimi) cm™? dalga boylarinda biiyiik pikler goriiliirken, 2000-2200 (N-H gerilimi) cm™
ve 600-1000 cm™ (C=C gerilimi) araliginda da baz1 dalgalanmalar meydana gelmistir.
Kopigmentasyon ile bantlarda bir kayma meydana gelmistir. Bu da protein ve antosiyanin
arasinda olusan hidroksil baglarina atfedilmektedir. 3200-3300 cm™ dalga boyu
araliginda daha genis olarak gozlenen pik —OH gruplarinin ve —NH2’nin varligini
gostermektedir. Protein izolati ile kopigmente edilen hibiskus ekstraktina oranla
nanofibrilasyona ugratilmis proteinlerle kopigmente edilen ornekler 3200-3650 cm™
araliginda daha genis pikler gézlenmistir. Bu da -OH gerilme emiliminin daha yiiksek
oldugunu gostermektedir.  Ozellikle proteinlerin  yapisinda meydana  gelen
konformasyonel degisimleri incelemek amaciyla 1600-1700 cm™ aras1 bolgeye
bakilmaktadir. Nanofibrilasyon ile proteinlerin absorbanslarinda pozitif yonde bir artis
meydana getirmistir. Bu durum ikincil yapilarin C=0 ve C-N esneme titresimlerindeki
degisikligi ortaya ¢ikarmistir ve a-heliks yapilarinin azalarak, antosiyaninler ile acil
etkilesimin gerceklestigi p-plaka yapilariin artmasi pik kaymasinin nedenleri
arasindadir.

Molekiiller arasindaki etkilesimi incelemek amaciyla gerceklestirilen floresan
spektroskopisi analiz sonuglar1 incelendiginde kopigmente Orneklerin floresans
yogunlugu diiz ve kivrimli nanofibrile proteinlere oranla ¢ok diisiiktiir. Kopigmentasyon
floresans yogunlugunu oldukca fazla miktarda soniimlemistir. Bu da iki molekiil arasinda
(diiz veya kivrimli nanofibrile protein-antosiyanin) giiclii bir etkilesim oldugunu
gostermektedir. Floresans azaldiginda antosiyanin-protein kompleksinin stabilitesi artig
gostermektedir. Bunun nedeni, antosiyaninler ve proteinler arasindaki etkilesimin,
proteinlerin molekiiler konformasyonunun degisimini tesvik etmesi, dolayisiyla floresans
sinyalinin zayiflamasi ve stabilitenin artmasi olarak disliniilmektedir. Nanofibrile
proteinler dogal protein izolatlarina oranla, nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen
orneklerde dogal protein izolatlar1 ile kopigmente edilen 6rneklere oranla daha yiiksek
floresans emisyonu saglamistir.

Belirlenen 6 kopigmentasyon ajani ile kopigmente edilmis 6rneklere ve kontrole
% 0.3 saponin, %0.5 karboksimetil seliiloz eklenerek 5 dakika boyunca ¢irpilarak kopiik

elde edilmistir. Kopiirtillen 6rnekler 2 mm serme kalinligi ve 90°C sicaklikta kirinim
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pencereli kurutucuda kurutularak toz tirlinler elde edilmistir. Toz tirtinlerin toplam fenolik
madde miktari, toplam monomerik antosiyanin miktari, DPPH radikal siipiirme
kapasitesi, Demir Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) ve Bakir (II) Iyonu Indirgeme
Esasli Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) belirlenmistir.

Sonug olarak, 24CB 6rneginin antosiyanin miktar1 kontrol érneginden daha fazla,
24NPAS o6rneginin fenolik madde miktar1 kontrol 6rneginden daha yiiksek bulunmustur.
DPPH sonuclarina gore Orneklerde istatistiki anlamda o6nemli bir farklilik
gozlenmemistir. FRAP ve CUPRAC analiz sonucglarina gore en yliksek antioksidan
aktiviteye kontrol 6rnegi sahip olmustur. FRAP sonuglar1 degerlendirildiginde 24 NB
ornegi kontrole benzer antioksidan aktivite gosterirken, diger 6rneklerin demir indirgeme
antioksidan giictiniin daha diisiik oldugu belirlenmistir. CUPRAC sonuglarina gore ise
48CP orneginin CUPRAC degeri kontrole yakin bulunmustur.

Elde edilen toz kopigmente ornekler belirli oranlarda yogurt (%1.5) ve yumusak
sekerleme triinlerine (%1) katilarak depolama stabilitesine bakilmistir. Kontrol i¢in %0.3
dogal renk maddesi (siyah havug 6ziitii) ve 50 ppm sentetik renk maddesi (allura red)
kullanilmigtir. Yumusak sekerleme ornekleri 32 giin, yogurt Ornekleri ise 16 giin
depolanarak belirli giinlerde TMA ve renk tayini yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda
depolama stabilitesi en yiiksek kopigmente ornekler belirlenmistir.

Yumusak sekerleme 6rneklerinde dogal renklendirici kullanilan 6rnek ve kontrol
ornegine kiyasla nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen Orneklerde daha az
antosiyanin kaybi1 gerceklesmistir. En az antosiyanin kaybinin ise 48CP 6rneginde oldugu
goriilmektedir. Kopigmentasyon islemi antosiyaninin stabilitesini arttirarak yumusak
sekerleme icerisinde daha uzun siire bozunmadan kalmasimi saglamustir. Ozellikle
kivrimli fibriller diger 6rneklere gore daha iyi antosiyanin stabilizasyonu saglamistir. Oda
sicakliginda depolama boyunca orneklerin toplam monomerik antosiyanin miktarinda
diisiis meydana gelmistir. Antosiyanin pigmentleri cevresel sartlardan kolaylikla
etkilendigi i¢in toplam monomerik antosiyanin miktarindaki diisiis beklendigi gibidir.
Depolama siiresi boyunca L* degerinde artis meydana gelmistir. Antosiyanin miktarinda
meydana gelen diisiisle beraber renkte kirmizidan pembeye acilma meydana geldigi
diisiiniilmektedir. Ornekler arasinda en yiiksek L* degerine 48CP 6rnegi sahiptir. Bunun
pirin¢ nanofibrillerinin 6rnegin rengini digerlerine oranla daha ¢ok beyazlatmasindan
kaynakl oldugu diisiiniilmektedir. Ornekler arasinda 24CB 6rneginin en yiiksek a*
degerine sahip oldugu bulunmustur. Depolama siiresince a” degerinde istatistiki anlamda

onemli bir diisiis meydana gelmistir. Bu diislisiin antosiyanin miktarindaki azalisla
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orantilt oldugu diisiiniilmektedir. 32 giinliik depolama siiresince ton agisi degerinde artig
meydana gelmistir ve artisin sar1 kalkon tiirlerinin olusumuyla ilgili olabilecegi
degerlendirilmistir. 48CP 6rnegi doygunluk degerini hem kontrolden hem de sentetik ve
dogaldan daha iyi korumustur. Yapilan ¢alismalarda NaCl eklenerek hazirlanan piring
fibrillerinin daha saglam yapida, ¢ozliniirliigli ve fonksiyonel 6zellikleri gelismis oldugu
bildirilmistir. Doygunluk degeri depolama siiresince beklendigi gibi azalmistir. Renk
doygunlugunda olan azalma rengin koyu kirmizidan agik kirmiziya kaydigim
gostermektedir.

Yogurt 6rnekleri arasinda toplam monomerik antosiyanin miktar1 bakimindan en
stabil O6rnegin 48CP oldugu goriilmiistiir. Yumusak sekerleme orneklerinde de benzer
sekilde toplam monomerik antosiyanin miktari bakimindan en stabil 6rnek 48CP olarak
belirlenmistir. 16 giinlilk depolama siiresi boyunca yumusak sekerleme 6rneklerinde
goriildiigl gibi yogurt 6rneklerinde de antosiyanin miktarinda azalma meydana gelmistir.
Yogurtta bulunan metabolitlerin, dzellikle de hidrojen peroksitin, oksidasyon yoluyla
antosiyaninlerin bozunmasini hizlandirdig: diisiiniilmektedir. Depolama boyunca yogurt
orneklerinin L* degerlerinde varyasyon goriilmiistiir. Kopigmente 6rnekler arasinda en
yiiksek a* degeri 24NP 6rnegine ait bulunmustur. Literatiirde polifenolik bilesikler ile
amiloid benzeri piring fibrilleri arasinda kovalent ve kovalent olmayan baglar yoluyla
giicli etkislesimlerin meydana geldigi bildirilmektedir. Depolama boyunca toplam
monomerik antosiyanin miktarindaki diisiise bagli olarak a* degerinde de diislis meydana
gelmistir. a* degerinin yiiksek b* degerininse diisiik olmasi1 kirmizi renkli tirtinlerde talep
edilen bir durumdur. Nanofibrile proteinlerle kopigmente edilen 6rneklerin b* degerleri
kontrole oranla daha diisiik bulunmustur. Orneklerin b* degerlerinde depolama boyunca
artis olmustur; bu durumun antosiyaninin renkli flavilyum katyonunun renksiz veya
sarimst  formlara donlismesinden kaynaklandigi  distintilmektedir.  Nanofibrile
proteinlerle kopigmente edilen 6rneklerin ton agis1 degerleri kontrole oranla daha diisiik
bulunmustur. Bu nedenle kopigmentasyon ile kahverengi polimerizasyon {iriinlerinin
daha az olustugu ve rengin daha iyi korundugu sdylenebilir. Depolama siiresince ton agisi
degerinde Onemli bir artis meydana gelmistir. Bu durum, biyiik olasilikla
antosiyaninlerin bozunmasi ve/veya polimerize bilesiklerin olusumu nedeniyle depolama

sirasinda rengin kirmizidan turuncuya dogru degistigini gostermektedir.
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5.2 Oneriler

Nanofibrile proteinler ile hibiskus antosiyaninlerinin kopigmente edilerek daha
stabil renklendiricilerin elde edilmesini amaglayan bu oOncii ¢alismada elde edilen
bulgular neticesinde asagidaki oneriler yapilmistir.

e Hibiskus antosiyaninleri yerine farkli antosiyanin kaynaklar1 kullanilarak
calisma gesitlendirilebilir. Ozellikle iilkemizde yaygin bulunan kara havug
kullanilarak antosiyanin stabilizasyonuna yonelik ¢aligmalar yapilabilir.

e Protein fibrilasyon yontemleri gelistirilebilir. Bu amagcla farkl bitkisel ve
hayvansal protein izolatlar1 kullanilarak farkli fibrilasyon sartlarinda
protein fibrilleri elde edilebilir.

e Fibrilasyonun gergeklestigini kanitlamak amaciyla proteinlerin kimyasal
yapilar1 daha detayli incelenebilir.

e Kopigmente edilen antosiyanin ekstraktlar1 farkli iceriklerde gida
iirtinlerinde denenerek {iriin ¢esitliligi arttirilabilir.

Kisaca antosiyanin-nanofibrile protein kopigmentasyonunun anlasilmasi, dogal
antosiyaninleri korumak i¢in yeni bir fikir sunmakta ve antosiyaninlerin gida
endiistrisindeki uygulama alaninin genisletilmesine yardimci olmaktadir. Ancak
kopigmentasyon karmagik bir konudur ve kapsamli yapi afinitesi iligkileri heniiz
¢ozlilmemistir. Daha ileri arastirmalar, yapi-afinite ve yapi-optik-6zellik iliskilerini daha
iyl kurmak i¢in model kopigmentasyon komplekslerinin sistematik tasarimindan ve

gelismis yeni tekniklerden faydalanabilir.
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