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TESEKKUR

Basta, bu tezi bana verip, ¢aligmalarimi TUBITAK Marmara Aragtirma
Merkezin, Gida ve Sogutma Teknolojileri Bsliimii laboratuvarlarinda gergeklestirmemi
saglayan Prof. Dr. Mehmet Pala'ya, aragirmalarima bilgi ve deneyimleri ile katkida
bulunan Dog. Dr. Huriye Wetherilt'a ve yardimlarim1 benden esirgemeyen TUBITAK
Marmara Aragtirma Merkezin, Gida ve Sogutma Teknolojileri Boliimii ¢aliganlarina,
ayrica tiim g¢aligmalarim boyunca, benden maddi ve manevi destegini esirgemeyen
aileme tegekkiirti bir borg bilirim.



OZET

Bu ¢aligmada, dogal bir gida boyas1 olan luteinin, kadife ¢iceginden degisik
ekstraksiyon ve saflagtirma yontemleri denenerek, yiiksek saflikta ve verimde iiretimi
amaglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda sar renkli Tageres erecta, turuncu renkli
Tagetes erecta ve Kirmizi-kahverengi renkteki Tagetes tenuifolia cinsi gigekleri ve
Natiirel A.S. (Manisa) firmasi'ndan saglanan hazir kadife gicegi ekstrakti, kaynak
olarak kullanmilmmgtir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, kadife ¢gigeklerinden lutein {iretimi i¢in en uygun
ekstraksiyon, sabunlagtirma ve saflaghrma yontemleri bulunmustur. Ayrica, yukarida
belirtilen dort ayr1 kaynagin lutein igerifi belirlenerek, endiistriyel dlgekte lutein
{iretimi i¢in en ekonomik kaynagin hangisi oldugu belirlenmistir.

Caligmanin devaminda, lutein ekstraktini saflagtirmak igin kullanilan kolon
kromatografisi ve kristalizasyon yontemleri kargilastirilip, avantaj ve dezavantajlan
belirlenmig ve hangi saflagtirma y6nteminin endiistriyel 6lgekte lutein eldesi i¢in daha
ekonomik ve verimli olacag ortaya ¢ikartilmmstir.

Sonug olarak, kadife gigeklerinden lutein iiretiminde, turuncu renkli Tagetes
erecta ve Kirmmzi-kahverengi renkteki Tagetes tenuifolia cinsi kadife ¢i¢eklerinden
lutein iiretiminin daha ekonomik oldufu saptanmustir. Ekstraksiyon iglemi igin
etilasetatin, en uygun ¢oziicii oldugu goriilmiistiir. Saflagtirma ydntemlerinden, kolon
kromatografisi ile %100 saflikta lutein elde edilirken, kristalizasyon ile ancak %60
saflikta lutein elde edildigi bulunmustur. Buna karsilik kolon kromatografisinin ¢ok
pahali ve komplike bir sistem olmasi, endiistriyel Olgekte lutein iiretimi igin
kristalizasyon igleminin daha uygun kilmaktadir. En son olara, yapilan tiim ¢aligmalar
sirasinda, ortamin nem, 1s1k ve sicaklifinin son iriin saflifina da etki ettifi
goriilmiigtiir. Nem oram yiiksek, fazla sicak ve bol 1gikli bir ortamda yapilan
galigmalarda, iiretilen luteinin saflif1 ve iiriin verimi 6nemli Slgiide diigmektedir.



ABSTRACT

In this study , it was aimed to produce lutein, a kind natural food colorant, in
high purity and yield from Tagetes L. (Marigold) by testing different extraction and
saponification methods. Therefore, yellow Tagetes erecta, orange Tagetes erecta , red-
brown Tagetes tenuifolia and Tagetes extract, which was supplied from Natiirel A.S.
(Manisa) were used as source material.

Furthermore, the most convenient and economical extraction, saponification and
purification methods were determined.

The advantages and disadvantages of column chromatography and crystallization
methods, which are used for purifying the lutein extract, were identified and the method
most suitable for lutein production at industrial scale was determined.

As a result of this study, it was established that orange Tagetes erecta and red-
brown Tagetes tenuifolia are economically the best sources, in the production of lutein
from Tagetes L. (Marigold) flowers. Ethyl acetate was found to be most suitable solvent
for the extraction process.

While column chromatography method gives 100% pure lutein, with
crystallization the purity is only 60%. Since column chromatography is a very
expensive and complicated method, crystallization method is more suitable for
industrial scale lutein production.



1. GIRIS

Gidalarin rengi en Snemli kalite faktorleri arasinda sayilmaktadir. Bir gida
maddesi, gekline, kokusuna, rengine ve tadina bakilarak tanimlanabilir. Bu dort
unsurdan bir tanesi eksik oldugunda, kesin ve dogru bir tanimlama yapmasi giiglesir.
Renkler ayrica, satiga sunulan gidalarin taze olup olmadigi konusunda tiiketiciye bilgi
verir. Rengin 6zellikle insanlar tizerinde ne kadar etkili oldugu yapilan pek cok
psikolojik testle kamtlanmmgtir. Ornegin, tiiketicilerin meyve ya da sebze satin alirken
once rengine, daha sonra gekline, biiyiikliifiine ve en sonunda da tat ve kokusuna
baktiklar1 yapilan anketler sonucunda ortaya ¢ikarilmigtir. Gidalarda renk unsurunun
tiiketiciyi ne kadar etkiledigi yapilan deneylerle gézler oniine serilmigtir. Ornegin
belirgin turuncu renk ile renklendirilen ananas sular1 deneklere portakal suyu olarak
sunulmug ve deneklerden higbir negatif tepki gelmemigtir. Bir bagka deneyde ise
vanilya aromal1 kahverengi renkte ve gikolata aromali beyaz renkte iki dondurma
¢esidi deneklere tattirilmig, yapilan bu tat paneli sonucunda deneklerden yiizde
doksaninin kahverengi renkteki dondurmanin gikolatali, beyaz renktekinin ise vanilyalt
oldugu sonucuna vardiklar1 saptanmigtir (Fox, 1976).

Ondokuzuncu yiizyilin ortalarina kadar, insanoglu gidalarim: sadece bitkisel,
hayvansal ya da mineral kaynakli dogal renk maddeleri ile renklendirebiliyordu.
Zamanla organik kimyada kaydedilen dnemli gelismeler ve gida boyalarinin sentetik
olarak iretilmesi, gida maddelerinin renklendirilmesine yepyeni bir boyut getirmigtir.

Eskiden gidalar sadece evlenme, dogum, 6liim, dinsel térenler ya da festivaller
gibi onemli giinlerde renklendirilirken, giiniimiizde, en sik kullandifimz yiyecek
maddelerinde dahi renk katki maddelerine rastlamak miimkiindiir. Bunun en biiyiik
nedeni tiiketime sunulan gidalardan pek gogunun belirli bir proses uygulandiktan sonra
satiga sunulmasidir,

Uygulanan prosesin cinsi ne olursa olsun gidada énemli bir renk, tat ve koku
kayb1 meydana gelmekte, iiriin eski canhiligini ve gekiciligini yitirmektedir. Bu nedenle
lirlindeki renk, tat ve koku kayiplarini en aza indirmek, ya da bu kayiplan geri
kazanmak icin ek iglemler yapilir. Proses swrasinda kaybedilen rengin iiriine yeniden
kazandirilabilmesi igin de renk katkt maddeleri kullanilir.

Renk maddelerinin gidalarda katki maddesi olarak kullanilmasinin diger bir
Onemli nedeni ise tiiketicinin dikkatini ¢ekerek firiiniin albenisini yiikseltebilmektir.



Ingiltere'de yasanan bir olay iireticilerin renk katki maddeleri {izerinde neden bu kadar
Onemle durduklarini kisaca ozetler. Bu iilkede konserve bezelye, en gok tiiketilen
sebzeler listesinde patatesten sonra ikinci sirada yer almaktadir. Konserve bezelye
liretimi sirasinda uygulanan 1sil iglemler, bezelye tanelerinin parlak yesil rengini
yitirerek, mat grimsi-yesil bir renk almalarina neden olmaktadir. Bu nedenle
iireticilerin hemen hemen hepsi son iiriinii renk maddeleri ile boyayarak, pazar payim
yiikseltirler. Ancak yapilan klinik deneyler sonucunda, konserve bezelyelerde
kullamlan bu renk katki maddelerinin insanlar tizerinde allerjik reaksiyonlar gibi gesitli
olumsuz tepkilere neden olduklar1 saptanmig ve bunun iizerine devlet tarafindan
¢ikarilan bir yasa ile konserve bezelyelerde renk katki madddelerinin kullanim tamami
ile yasaklanmigtir. Ancak bu kanunun yiiriirliige konmasim izleyen difer giinlerde,
konserve bezelye tiiketiminde gdzle goriiliir bir diigiis saptanmigtir. Bu durum pek ¢ok
lireticiyi zor durumda birakmug, pek ¢ok is¢inin isten gikarilmasina neden olmustur.
Bir siire sonra gerek tiiketicilerden, gerekse iireticilerden gelen yogun baskilar sonucu
hiikiimet s6z konusu yasay1 degistirerek renk katki maddelerinin belirli miktarlarda
kullanilmasim saglayacak yeni bir yasa ¢ikarmigtir (Goldenberg, 1977).

Gida boyalannin kullanilma nedenleri kisaca agagida dzetlenmigtir;

1) Uygulanan 1sil iglem ve koruma ydntemleri nedeni ile, dogal rengini yitirmis
gidalara eski renklerini yeniden kazandirabilmek.

2) Olumsuz depolama kosullari nedeni ile iirinde meydana gelen renk
degisimlerini azaltmak.

3) Son iirtindeki renk yofunlugunu sabitlegtirmek.

4) Dogal renk yogunlugunu giiclendirmek (6rnegin; meyveli yogurt iiretiminde,
kullanilan meyve, {irlinde yeterince renk yogunlugu saglayamarmgsa).

5) Alkolsiiz igecekler, tatlilar, pastalar ve dondurmalar gibi genelde renksiz ya
da az renkli gidalan ticari agidan gekici hale getirebilmek.

6) Isik siddetine bagl olarak, zamanla dogal renklerini yitiren gidalarda bu
kayiplan kargilayabilmek.

7) Tiiketicinin begenisini kazanmak ve satinalma istegi uyandirmak.



Buradan da anlagildif1 gibi, renk katki maddeleri gerek iiriinlerin albenisinin
yiikseltilmesi ve gerekse teknolojik agidan biiyiik nem tagimaktadur,

Son yillarda, tiiketicilerde dogal ve dogala 6zdes gida maddelerine karg: biiyiik
bir ilgi artig1 gbzlenmistir. Bunun nedeni sentetik katki maddelerinin, hassas kigilerde
allerjik kokenli hastaliklara, zehirlenmelere, bebeklerde kalici zihinsel ve bedensel
bozukluklara, zamanla viicutta birikim yaparak tiimér olugumuna ve hatta &liimlere yol
actif1 yapilan klinik deneyler sonucunda saptanmis olmasidir. Dogal gida katk:
maddelerinin bu gibi olumsuz sonuglara yol agmamasi tiiketici tercihinin bu yéne
kaymasina neden olmugtur.

Bu galigmada ele alinan lutein, daha ¢ok diinyada tavukguluk ve yumurta
tavukgulugunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Modern giftliklerde yetistirilen et
tavuklarinda, deri ve etteki sarims: renk, tavugun albenisini yiikseltmektedir. Aym
sekilde, yumurta sarisinin parlak ve koyu sar1 olmas: tiiketicinin tercih nedeni
olmaktadir. Bu nedenle, kadife ¢igeginden elde edilen lutein ve lutein tiirevleri, et ve
yumurta tavuklarinin beslenme rejimlerinde vaz gegilmez bir unsur olmustur. Lutein,
ayrica karotenoid grubundan bir madde olmasi nedeni ile gerek kanser, gerekse kalp
hastaliklan iizerinde koruyucu etki gostermesi yoniiyle de bilim diinyasinda oldukga
biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Ancak lutein ¢ok pahali bir boya maddesi olup, iilkemizde
ekstraksiyonu ve saflagtirmas: yapilmadifindan, déviz kargilifinda yurt digindan ithal
edilmektedir. Buna karsin, iilkemizde kolaylikla yetigtirilebilen kadife ¢igeginden
lutein elde edilmesi igin uygun bir ekstraksiyon ve saflagtirma ySnteminin
geligtirilmesi, ekonomimize 6nemli 6lgiide katki saglayacaktir.

Bu g¢aligmada, kadife gigeklerinden defisik ekstraksiyon ve saflagtirma
yontemleri denenerek, yiiksek saflikta ve verimde lutein iiretimi amaglanmigtir. Bunun
igin sar1 renkli Tagetes erecta, turuncu renkli Tagetes erecta, kirmizi-kahverengi
renkteki Tagetes tenuifolia cinsi ¢igekler ve Natiirel A.S. (Manisa) firmasindan temin
edilen hazir kadife ¢gigegi eksrakti kaynak olarak kullanilmugtir.



2. YAYIN OZETLERI

Insanoglu, ilk ¢aglardan beri gidalarimi gesitli amaglar dogrultusunda
renklendirmektedir. Kullanildig: bilinen, en eski boya indigo mavisidir. Ozellikle
Misir'da, M.O. 2000 yilindan beri indigo mavisinin kullanildig1, firavun mezarlarinda
yapilan ¢aligmalar sonucu saptanmigtir (Linstromberg, 1989). Amerika kitasinin
kesfinden sonra, Azteklerin kirmiz boceginden elde edilen kirmizi rengi
yiyeceklerinde kullandiklan belirlenmistir (Pelham, 1963). Bunun diginda Ortagagda,
Ingiltere'de sekerin yakilmasi ile elde edilen karamelin sadece soylular tarafindan
kullanilabildigi, o dénemde bestelenmis sarkilardan anlagilmaktadir. Yine Eski
Misir'da firavunlann gerefine verilen yemeklerin altin ve giimiis yaldizlarla siislendigi
bilinmektedir (Bishop, 1971). Ayrica Romalilarin ¢ok uzun yillardan beri garaplarini
kizilcik, bogiirtlen gibi meyvelerin 6z sulari ile renklendirdikleri (Chambers
Ansiklopedisi, 1972), Liibnan'da bir tiir salyangozdan elde edilen Tyrian morunun
sadece soylular tarafindan kullanilabildigi (Linstromberg, 1989), Orta Asya ve Uzak
Dogu Asya'da safran ve zerdegalin yaygin olarak kullanilmig oldugu elimize gegen
bulgulardan anlasiimaktadur.

William Perkin'in, 1856 yilinda bir rastlanti sonucu sentetik olarak leylak rengini
elde etmesi ile gidalanin renklendirilmesi yepyeni bir boyut kazandi1 (Walford, 1980).
Daha sonra 1870 yilinda bir kékboya bitkisinin kéklerinden elde edilen alizarin,
sentetik olarak elde edildi. Indigo mavisi ise ilk olarak 1880 yilinda Baeyer tarafindan
sentezlendi (Linstromberg, 1989).

Son yillarda, bagta karotenoid grubu boyalar olmak iizere, pek ¢ok dogal gida
boyas: iizerinde aragtirmalar yapilmigtir. Ornegin; Premachandra (1984), birgok
meyve ve sebzede pro-vitamin A aktivitesi gosteren karotenoidleri aragtirmigtir.
Jorgensen ve arkadaglan da (1990), gida boyas: olarak kullanilan karotenoidlerin,
151ga karg1 olan duyarliliklarimi incelemigtir. Raymundo ve arkadaglan (1976) ise
aym incelemeyi domates igin yapmiglardir. Yine Kearsley ve arkadaglar da (1981),
ayn: konuda aragtirmalar yapmiglar ve ayrica karotenoidlerin pH, su aktivitesi,
sicaklik ve degisik depolama kogullarindaki kararliliklarini incelemiglerdir. Lee
(1986) ise, havuglarn {iretim ve depolama sirasindaki karotenoid miktar1 degigimlerini
incelemigtir. Khachik ve arkadaglarinin (1986, 1988 ve 1989) yaptiklar1 galigmalar
sonucunda, kayisi, seftali, kantalup kavunu, greyfurt, brokoli, 1spanak ve lahanadaki
klorofil ve baslica karotenoid tiirlerini ve bunlarin cis-trans isomerlerini kromatografik
yontemle saptamiglardir. Degigik bir ¢galigma ise Emmam ve arkadaglar1 (1990)



tarafindan gergeklestirilmigtir. Bu ¢aliymada, karotenoidler portakal kabugundan
enzimler yardimu ile ekstrakte edilerek siniflandirilmigtir. Bundan bagka Chen ve

arkadaglarmin (1992) su teresindeki klorofil ve karotenoid tiirlerini kromatografik
yontemle saptadiklan belirtilmigtir.

Bu ¢aligmanin konusu olan lutein iizerinde pek ¢ok bilimsel aragtirmanin
gergeklestirildigi, yapilan literatiir taramalar sonucunda belirlenmistir. Ozellikle,
kadife ¢igegi ve yoncadan lutein iiretimi {izerine pek gok kaynak bulunmustur. Lauren
ve arkadaglar1 (1986), yonca igerisindeki karotenoidleri, dzellikle luteini basit
kromatografik yontemlerle incelemiglerdir. Livingston ve arkadaglar1 (1968) ise yine
yoncadan pilot ve endiistriyel dlgekte lutein eldesindeki kayiplar1 incelemigtir. Philip
ve arkadaglar1 (1975), kadife ¢igeginden elde edilen luteinin asilasyonu iizerine
cahgmalar yiirlitmiiglerdir. Tyczkowski ve arkadaglar1 (1991), kadife giceginden
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen lutein ve onun diesterlerinin saflagtirilmasi
lizerine ¢aligmalar yapmuglardir. Gau ve arkadaglar da (1983) kadife ¢igeginden elde
edilen luteinin yapisini kiitle spektrofotometresi ile incelemislerdir. Rivas (1989) ise
kadife gigegi ekstraktindan lutein eldesinde sabunlagtirma siiresinin iiriin verimine olan
etkisini belirlemigtir.

2.1. Kadife Ciceginin (Tagetes L.) Genel Ozellikleri

Ulkemizde ve diinyanin pek gok bdlgesinde gogunlukla siis bitkisi olarak
yetigtirilen kadife ¢igeginin ana vatanlar1 bagta Arjantin, Meksika ve Arizona'dir
(Camp et al., 1957). Amerika kitasinin kesfi ile bu ¢igek tiim Avrupa'ya, buradan da
Afrika ve Asya lilkelerine dagilmugtir. Tiirkiye'de hemen hemen her yérede rahatlikla
yetigtirilebilen kadife gigegi, 6zellikle Ege Bolgesinde yaygin olarak gériiliir. Dogal
olarak yetistigi bilinen 30 tiirii vardir. Compositae (Asteraceae) familyasinin bir iyesi
olan kadife gigekleri bir yillik otsu bitkilerdendir. Compositae familyas: gigekleri
bilesik durumda olan 6nemli bir familyadir. Bu familya yaklagik 1,000 cins ve 23,000
tiirii igerir (Porter, 1959). Onemli tiirler Tablo 2.1'de verilmigtir.



Tablo 2.1. Compositae familyasina ait bazi nemli bitkiler (Tirman, 1987 ve
Jaques, 1949).

Adi Latince adi

Peygamber ¢icegi-Belemir Centounea cynus
Aygicegi Heliantus annus

Yildiz gigegi-Dalya Dahlia variabilis
Kasimpati-Krizantem Chrysanthemum indicum
Aynisafa Calendula officinalis
Zinya Zinnia elegans

Papatya Marricaria chemomilla
Margarita Margaret chrysanthemum maximum
Olmez gigek Helipterum roseum
Kadife Tagetes L.

Kosmos Kosmos bipinatus

Alp yildiza Leontopodium alpinum
Enginar Cynara scolymus
Iskorgina Tragopogon orientalis
Hindiba Cichorium intybus

Kadife gigeginin yapraklan tek veya almagh siralanmugtir. Cigekleri uzun bir
sap lizerinde, teker teker veya bir ¢ogu bir arada bagciklar halinde bulunur. Cigekler
kahverengi, kirmizi, sari, sari-turuncu veya alaca renklidir. Yaprak ve ¢icekleri keskin
kokuludur. Ki§ sonu ilkbahar baslangicinda seralarda &zel kasalara ekilen tohumlar
kisa bir siire sonra gimlenmeye baglar. Geng fide haline gelinceye kadar seralarda
bakimu yapilan kadife gigekleri daha sonra agik mekanlara tagimr. Genellikle Mayis
ay1 baglarinda bahgelere veya saksilara ekilen fideler, iklim kosullarina ve topragin
besin igerifine gore 15-30 giin siire sonunda ¢icek agmaya baglar. Biitiin bir yaz
mevsimi boyunca agan ¢igekler, Eyliil-Ekim aylarinda $miirlerini tamamlarlar. Kadife
gigeklerinin gok gesitli kiiltiir formlar1 ve melezleri vardir. Bodur melezler bordiirlerde
ve balkon kasalarinda saf gruplar halinde, saksilarda; boylu ve iri ¢igekliler kesme
gigek yetistiricilifinde kullamlirlar. En 6nemli tiirleri sunlardir;

Tagetes erecta L. - Afrika kadifesi

40-50 cm boyunda bir yillik otsu bir bitkidir. Cok iri 5-10 cm ¢apindaki ¢igekler
sap ucunda teker teker bulunur, Cigekler san veya turuncu renktedir.



Tagetes patula L. - Fransiz kadifesi

30-60 cm boyunda bir yillik otsu bir bitkidir. Dallar1 morumsu veya kahverengi
kirmizimsi renktedir. Cigekler kiigiik 4-5 cm ¢apinda, genellikle kirmzi lekelere
sahiptirler.

Tagetes tenuifolia cav.

30-60 cm boyunda bir yillik bir bitkidir. Cigekleri oldukga kii¢iik 2-2.5 cm
capinda, bol sayida, sar1 veya kirmizi kahve renklidir.

Kadifelerde 6zellikle T. erecta ile T. patula’'min pek ¢ok melez ve kiiltiir formlar
vardir. Bunlar gesitli ¢igek renklerinde, yalinkat, katmerli, yan1 boylu, boylu veya
bodur ¢esitlerdir. En 6nemlileri agagida verilmistir;

Bodur Fransiz kadifesi: 20-30 cm boyunda bodur bitkilerdir. Ideal yastik
cigekleridir. Cok bol ¢igek agarlar. Bir gramda 300 tohum bulunur. Tohumlar 21°C'de 7
giinde ¢imlenir.

Triploid melezler (T. petulax erecta): 30-40 cm boyundadirlar. Cok erken ve bol
cigek acarlar. Cicekleri yaz boyunca devam eder. Tohum vermezler. Ideal yastik
bitkileridir.

Bodur katmerli Afrika kadifeleri (T. erecta): 20-30 cm boyunda bitkilerdir.
Cigekleri 10-12 cm g¢apinda, limon ve portakal saris1 renktedir. Yastik ve saksi bitkisi
olarak kullanilir,

Boylu Afrika kadifeleri: 75-80 cm boyunda, gigekleri iri 10-12 cm ¢apindadr.
Kesme ¢igek olarak kullanilir.

2.2. Lutein: Tamm ve Ozellikleri

Lutein, okside olmug karotenoidlerin (ksantofiller) bir iiyesidir. Karotenoidler,
dogada bitki ve hayvanlarin bir gogunda g¢ok sik rastlanilan san ve kirmizi
pigmentlerdir. Yesil bitkilerde klorofil, hiicre igerisinde daima karotenoidlerle (karoten
ve/veya lutein) birlikte bulunur. Karotenoidlerin fotosentez iglemi sirasinda klorofile
yardimci olduklari sanilmaktadir. Karotenoidler ayrica lipokrom ya da kromolipid
olarak da tamimlanirlar, ¢iinkii bunlar yagda ¢oziinebilir pigmentlerdir. Konsantre
siilfiirik asit ve antimon triklorid'in kloroformlu g¢ozeltisi ile karotenoidler koyu mavi



bir renk verirler. Bu reaksiyona Carr-Price reaksiyonu adi verilir. Baz1 karotenoidler
karoten olarak adlandirlan hidrokarbonlardir. Diger karotenoidler ise karotenlerin
oksidasyona ugramug tiirevleri olan ksantofillerdir.

Kimyasal agidan karotenoidler polienler grubundandir ve hemen hemen biitiin
hidrokarbon karotenoidlerin kimyasal formiili C40H56'dir. Bu komponentlerin ana
¢atistm olugturan karbon zinciri poliisopren yapisinda oldugu igin karotenoidler
tetraterpenoid olarak kabul edilirler. Tetraterpenoidlerin yapaisi ortada bir fitol zinciri ile
bu zincirin iki ucunda ya asiklik ya da monosiklik yapida birer monoterpenoid pargadan
olugur. Ortadaki fitol zinciri 20 karbonludur. $ekil 2.1'de baz1 karotenoidlerin kimyasal
yapilan verilmigtir.

Karotenoidler giiniimiizde sadece gida boyasi olarak kullanilmamaktadir.
Yapilan aragturmalar sonucunda baz1 karotenoidlerin kansere kars1 koruyucu etkilere
sahip olduklan kanitlanmugtir. Ozellikle B-karotenin, mide, gogiis, rahim ve akcifer
kanserlerinin riskini azaltti$1 bildirilmektedir (Staheli et al., 1984; Menkes et al., 1986;
Wald et al., 1988; Krinsky, 1988; Williams et al., 1990; Rohan, 1988; Palan et al.,
1988).

Baglica karotenoid tiirleri ve bulunduklar1 kaynaklar Tablo 2.2'de verilmistir.

Lutein, (C40H5602), pek ¢ok yesil bitkide hiicre igerisinde klorofil ile birlikte
bulunur, ancak en 6nemli kaynaklan kadife ¢igegi (Tagetes L.) petalleri ve yoncadir
(Alfalfa). Erime noktas1 193°C olmasina karsin, lutein 50°C'nin iizerindeki
sicakliklarda bozulur. Ayrica siddetli 15181n, foto-oksidasyon yoluyla, renk
yogunlufunda azalmaya neden oldufu belirlenmigtir (Jorgensen et al., 1990).
Oksijenden de gabuk etkilenerek yapisal degradasyona ugrar. Sekil 2.2'de lutein'in
kimyasal yapis1 gosterilmigtir.



B-Carotene

Canthaxanthin

Bixin
CH, CH,
COOCH,
HOOC\\\\v\\\\\

CH, CH,

Neoxanthin.

Sekil 2.1. Baz1 karotenoidlerin kimyasal yapilar.
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Tablo 2.2. En 6nemli karotenoid tiirleri ve bulunduklar kaynaklar.

r id tiiri A
Karoten B-Karoten
Likopen
Ksantofil Kriptoksanten
Viyolaksantin
Astasin

Rubiksanten

Lutein
Apokarotenoid Bixin

Krosetin

Havug, palm yag1, musir

Domates

Musir yagi, kirmizi biber

Portakal kabugu

Yengeg, karides ve istakoz gibi
kabuklu deniz hayvanlari

Rosa rubinosa (Giil tiirii meyveler)
Kadife cicegi (Tagetes L.), yonca
Annatto

Safran

OH

W RN

v N
HO

Sekil 2.2. Lutein'in kimyasal yapis1

Kadife cigeginden izole edilen lutein, yaygin olarak tavuk ¢iftliklerinde yumurta
sarisina zengin bir renk kazandirabilmek ve kesim icin beslenen tavuklarin derilerine

acik san1 bir renk vererek {iriinlerin pazar sansimi yiikseltmek icin kullanilir
(Rivas,1989). Fletcher ve arkadaglar: (1982, 1983 ve 1985) kadife ¢igegi ve biberden
elde edilen luteinin, yumurta ve et tavuklarimin diyetlerindeki etkilerini incelemislerdir.

Guenthner ve arkadaglann (1973) ise ayn1 g:ahgmayl musir, kadife gi¢egi ve yoncadan

clde edilen lutein ile gergeklestirmiglerdir. Bundan baska, Japonya'da "Yellowtail"

tlirli siis baliklarinin beslenmelerinde (Takii et al., 1991) ve Amerika Birlerik
Devletleri'nde "Celikbag Alabalik” tiirti baliklarin yetistirilmesinde, yemlerde renk
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katki maddesi olarak (Simpson et al., 1979) kullanildi bildirilmigtir. Ayrica portakal

suyu ve konsantresinde renk verici madde olarak kullanilmaktadir (Wild et al., 1981 ve
Philip et al., 1989). Italya'da sarap yapiminda renk verici madde olarak kullanildig

rapor edilmigtir (Grigorescu et al., 1986). Bunun diginda Bagimsiz Devletler

Toplulugu'nda, sekerleme, tereyag1, biskiivi, karamel, likér ve votka endiistrilerinde
kullamim i¢in ¢aligmalar vardir (Kasumov, 1984 ve Kasumov, 1991). En son olarak
dekoratif amagli, renklendirilmis yiyecek kompozisyonlarinda kullanilmak {izere
caligmalar yapildig: bildirilmigtir (Best et al., 1985).
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3. GIDA BOYALARININ SINIFLANDIRILMASI

Gida boyalarin genel olarak Sentetik ve Dogal Gida Boyalar1 olmak iizere iki
ana grupta incelemek miimkiindiir. Her iki grupta, kendi aralarinda kimyasal yapilar
bakimindan gesitli alt gruplara ayrilirlar (Walford, 1980).

GIDA BOYALARI

Sentetik gida bovalar Dogal gida bovalari
A) Sentetik organik boyalar A) Organik dogal boyalar
1- Azo grubu boyalar 1- Karotenoid grubu boyalar
2- Triarilmetan grubu boyalar 2- Antosiyanin grubu boyalar
3- Ksanten grubu boyalar 3- Betalein grubu boyalar
4- Kinolin grubu boyalar 4- Propirin grubu boyalar
5- Indigoid grubu boyalar 5- Kininoid grubu boyalar
B) Polimerik boyalar 6- Melanoidin grubu boyalar
C) Lake boyalar 7- Diger organik boyalar

*Riboflavin

*Turmerik

*Indigotin

*Bitkisel karbon

B) Inorganik dogal boyalar

Sentetik boyalar cesitli kimyasal reaksiyonlar kullamlarak sentezlenen yiiksek
saflik derecelerine sahip boyalardir. Her iiretilen yeni renk, FDA "Gida ve Ilag
Yonetmeligi", EEC "Avrupa Ekonomi Komitesi" ya da Color Index "Renk Indeksi"
tarafindan test edilerek kimyasal 6zellikleri ve toksikolojik etkileri saptanir ve bir kod
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numast verilir. Ornegin; Red No 2 (FDA), Yellow No 5 (FDA), E123 (EEC), E151
(EEC), 16185 (CI), Red 9 (CI Food No) gibi.

Sentetik organik boyalar sadece gida endiistrisinde degil, tekstil, deri, otomobil
endiistrisi gibi pek ¢ok alanda da yaygin olarak kullaniimaktadir. Gida endiistrisinde en
fazla kullanilan sentetik organik boyalar azo grubu boyalardir. Azo grubu boyalar
icerdikleri azo grubu (N=N) say1sina gére monoazo, disazo, triazo ya da poliazo olarak
adlandinlirlar. Kirmizi, sari, turuncu, mavi, menekse, yesil, kahverengi ve siyah
renklerinin her tiir tonunu igeren azo grubu boyalardan sadece yesil renktekiler gida
endiistrisinde kullamilmazlar. Sekil 3.1.'de baz1 sentetik organik boyalarin kimyasal
yapilan gosterilmigtir.

Polimerik boyalar son yillarda iizerinde en ¢ok ¢aligilan makro molekiil
yapidaki sentetik boyalardir. Renkler polimer zincirindeki amino gruplarina (N-C)
baglan ile kovalent olarak baglanmigtir. Reaksiyon, amino gruplar ile genelde
kolaylikla ve siiratle reaksiyona girebilen &ncii boyalarin tepkimesi ile yiiriir.
Reaksiyonlarin ¢ogu oda sicaklifinda ve su iginde meydana gelir. Burada hava
oksitlenmeyi saglamaktadir. Bu tip reaksiyonlar bir makromolekiile birden fazla rengi
baglayabilme kolaylif1 saglamakta ve bdylece hemen hemen her tonda kararli renk
karigimlari elde edilmesine olanak vermektedir.

Lake boyalar, sentetik organik boyalarn aliiminyum ya da kalsiyum tuzu gibi
bir tagiyic1 madde ile kimyasal yollarla birlestirilerek, su digindaki biitiin ¢éziiciilerde
¢oziinebilir bir forma getirilmesi ile elde edilir.

Sentetik organik boyalar ucuz olmalari, her zaman yiiksek saflikta elde
edilebilmeleri, diigiik pH derecelerine, yiiksek 1s1 ve giddetli 1;1$a kars1 dayanikli
olmalan nedeni ile diger boyalara gére tercih nedenidirler (Moore, 1991). Ancak,
sentetik organik boyalarin gesitli allerjik reaksiyonlara, zehirlenmelere, kiigiik yastaki
gocuklarda zeka geriliklerine neden olmalann ve zamanla viicutta birikim yaparak
kanser riskini arttirmalar gibi pek gok yan etkileri vardir.
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HO ~ SO;Na N(CH )a
NaO, S O N= O 0,5
NaOa N*(CH,),
Erythrosine BS

O

Indigo Carmine
NaO 0
i g r=@
NaO, S N,/ SO,Na I I
\@ t=c :@( OONa
/ \
N
H

=Z O

Chocolate Brown HT
OH
SRR SENER N
) Ho Q)
CH,OH

Sekil 3.1. Baz1 sentetik organik boyalarin kimyasal yapilari.
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Lake boyalar, sentetik organik boyalara gére daha pahalidir, ancak ¢ok yiiksek
sicakliktaki termal proseslere daha dayaniklidirlar; katildiklar1 gida igerisinde gabuk
dagilirlar ve homojen bir goriiniim kazanirlar. Ayrica lake boyalar yagda ¢dziinebilme
ozellikleri nedeni ile sekerlemelerde, hazir toz yiyecek ve igeceklerde, unlu
mamiillerde ¢cok daha iyi sonuglar verirler.

Polimerik boyalar, biiyilk makro molekiiler yapida olduklar igin insan
viicudunda sindirilemezler. Bu nedenle teorik olarak toksik 6zellik gostermezler; ancak,
bagirsak sistemimizdeki asidik, bazik ve enzimatik sartlarin polimerik boyalar
lizerindeki etkilerinin aragtirilmas: gerekmektedir. Giiniimiizde polimerik boyalarin
kullanim heniiz yayginlagmamgtir, ancak toksikolojik agidan giivenilir olduklarinin
klinik deneylerle kanitlanmasindan sonra diger sentetik boyalarin en biiyiik rakibi
olabileceklerdir (Moore, 1991).

Dogal gida boyalan cgesitli bocek tiirleri, kabuklu deniz hayvanlar gibi
hayvansal kaynaklardan, tohum , yaprak, kék, meyva 6z sulari, aga¢ kabuklan gibi
bitkisel kaynaklardan ve g¢esitli minerallerden elde edilirler. Organik dogal gida
boyalan arasinda en 6nemlileri karotenoidlerdir. Karotenoidler, tiim yesil bitkilerde,
gekirdek ve tohumlarda, meyvelerde, bitki koklerinde, sararmu§ afa¢ ve cali
yapraklarinda ve bazi kabuklu deniz hayvanlarinda bulunur. Karotenoidler hidrokarbon
karotenoidler (turuncu ve kirmizi) ve okside karotenoidler (sar1) olmak iizere iki gruba
ayrilirlar. Diger bir 6nemli organik dogal gida boyas ise antosiyaninlerdir ve genellikle
siyah tiziim posasindan elde edilirler. Sekil 3.2.'de bazi dogal organik boyalarin
kimyasal yapis1 gosterilmigtir.

Dogal gida boyalan, 1s1, 151k ve diisiik pH'ya kars1 dayaniksiz olmalari, elde
edildikleri kaynafin karakteristik kokularini da igermeleri ve iiretimlerinin yiiksek
maliyet gerektirmesi gibi olumsuz nedenlere ramen, tamamu ile dogal olmalar ve baz
Ozel istisnalar diginda toksik ozelliklerinin bulunmamasi nedeni ile tercih edilirler.
Ayrica bazi1 dogal organik gida boyalannin gesitli hastaliklara kars1 koruyucu,
bazilarinin da tedavi edici 6zelliklerinin bulunmas: diger bir tercih nedenidir (Dziezak,
1987).
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Sekil 3.2. Baz1 dogal organik boyalarin kimyasal yapilar1.
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4. GIDA BOYALARININ KULLANILDIGI ALANLAR

Ister sentetik olsun, isterse dogal, renk maddelerinin gidalar lizerinde pek ¢ok
uygulama alam vardir. Bu alanlan 11 grupta toplayabiliriz;

1. Meyve sulari, karbonatl: igecekler.

2. (Cikolata, bonbon gibi gekerlemeler.

3.  Dondurma ve diger dondurulmusg iiriinler.

4. Regel, marmelat ve joleler.

5. Kek, pasta, biskiivi, ekmek ve kahvaltilik iiriinler gibi unlu mamiiller.
6. Konserve meyve, sebze ve gorbalar.

7.  Salam, sosis, ¢iroz, angiiez gibi et ve balik iiriinleri.

8. Toz halindeki hazir igecekler, gorbalar, soslar, et ve tavuk suyu tabletleri
gibi iriinler.

9. Margarin, tereyag, peynir ve diger siit {iriinleri.
10. Patates cipsi, ekstriide iriinler gibi gerezler.
11. Tursu, mayonez, salata soslar1 gibi diger iiriinler.

Yukandaki gruplardan birine ya da birkag¢ tanesine katilmasi diigiiniilen gida
boyalarinin, her grup igin belirli baz1 6zellikleri igermesi istenir. Ulkemizde de gida
maddelerine katilacak gida boyalan ve katilabilecekleri yiyecekler Gida Maddeleri
Tiiziigli' nce yayinlanan listelerde belirtilir. Bu listeler belirli araliklarla resmi
gazetelerde yayinlamr. Tablo E.1.'de 1988 yilinda Istanbul Ticaret Odas: tarafindan
yayimnlanan ve kullanilmastna izin verilen gida boyalar, liste halinde verilmigtir.

Alkolsiiz igecekler: Alkolsiiz igecekler (meyve sulari, karbonath igecekler ve
diger mesrubatlar) i¢in kullamlacak gida boyalar: 1513a, asidik ortama, koruyuculara
ve aroma maddelerine karg1 dayamkli olmalidirlar. Meyve asitlerinden dzellikle sitrik
asit ve malik asit, kolali igeceklere katilan fosforik asit, gidalara koruyucu olarak
katilan kiikiirt dioksit ve benzoik asite karg1 dayanikli olan Beta-karoten, klorofil,
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riboflavin, Amarant, Tartrazin ve Sunset Yellow FCF en ¢ok kullanilan gida
boyalandir. Konserve tiirli igeceklerde ise en 6nemli sorun konserve kaplarinin
korozyonudur. Bu nedenle konserve igeceklere katilacak renk maddelerinin korozyon
yaratmamasina dikkat edilmelidir.

Sekerlemeler: Sekerleme tiirii iiriinler igin kullanilacak boyalar, her tiir rengin
tiim tonlarini igerecek kadar zengin bir spektruma sahip olmalidir. Ayrica yiiksek
proses sicakliklarina (150°C) kars1 koruyucu olarak katilan kiikiirt diokside ve aroma
maddelerine karg1 dayamkli olmahdirlar. Uretim sirasinda renk maddeleri cogunlukla
son asamada iirline katlirlar; bu nedenden dolayi, kullanilacak boyalarin sekerli
suruplar igerisinde ¢ok iyi ¢dziinebilir 6zellikte olmalan gerekir. Paprika, safran,
karamel, bitkisel karbon, Patent Blue V, Eritrosin ve Amarant bu 6zelliklere sahip
boyalardandir.

Buz iiriinleri ve dondurulmus gidalar: Bu tiir iiriinlerde (dondurmalar,
dondurmali pastalar, buzlu igecekler ve tiim dondurulmug diger gidalar) isisal
islemlerini ¢ok az ya da hi¢ olmamas:t hemen hemen her cins gida boyasim
kullanmamiza olanak verir, ancak kullanilacak olan rengin 1g1ga karsi duyarli
olmamas1 gerekir.

Recel, marmelat ve joleler: Kullanilacak boyalarin yiiksek sicakliklarda
dayanikli olmalan, kiikiirt dioksit gibi koruyucu maddeler karsisinda renklerini
koruyabilmeleri ve meyve asitlerine kargi dayanikli olmasi istenir. J6lelere katilacak
boyalarin ise, bunlarin yani sira, koku verici maddelere ve jelatine kars1 dayanikli
olmasi tercih nedenidir. Antosiyaninler, riboflavin, pancar kirmizisi, Indigo karmin ve
Eritrosin en gok kullanilan gida boyalandar.

Unlu mamiiller: Tiim kek, biskiivi, tahil igerikli kahvaltilik iiriinler ve
pastacilik iiriinleri proses sirasinda yiiksek sicakliklarda (250°C) islem gérmektedirler.
Bu nedenle kullamlacak boyalarin, uzun siireyle yiiksek sicakliklarda, yapisini ve
rengini bozmadan kalmas: istenir.
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Konserve meyveler, sebzeler ve ¢orbalar: Konserve iiriinler, iiretim esnasinda
yiiksek sicakliklarda gergeklestirilen pigirme ve sterilizasyon kosullarina dayanikla
gida boyalan ile renklendirilmelidirlir. Ayrica bu boyalar diger koruyucu ya da
tatlandirict maddeler ile reaksiyona girerek metal kutularda korozyon meydana
getirmemelidir. Genellikle Beta-karoten, Green S, Red 2G ve Indigo karmin en ¢ok
kullanilan boyalardar.

Et ve balik iiriinleri: Sosis, salam ya da sucuk gibi et liriinlerine katilacak gida
boyalarinin, kiikiirt dioksit ile yapilacak islemlere dayanikli olmalar, balik ve et ile
yapilan ezme ¢esitlerinde uygulanan sterilizasyon kosullarinda renk stabilitelerini
korumalar1 ve salamura et ve balik igleme proseslerinde tuzlu su igerisinde kolayca
¢oziinebilmeleri gerekir. Tartrazin, Red 2G, Brown FK, Eritrosin sik kullanilan
boyalardir.

Haazr toz iiriinler: Toz halindeki kullanilmaya hazir igecekler, tatlilar, gorbalar,
soslar, et ve tavuk suyu tabletleri gibi {iriinler i¢in kullanilacak olan gida boyalarinin
sudaki ¢oziiniirliiklerinin iyi ve 1;18a karg1 stabilitelerinin yiiksek olmas1 gerekir.
Ayrica genig bir renk spektrumuna sahip olmali, karigim igerisinde homojen bir
dagilim ve pisirme sartlarina karg:1 dayaniklilik géstermelidir. Annatto, beta-karoten,
kantaksantin, karamel, klorofil, antosiyanin, karmosin, Amarant, Sunset Yellow FCF
ornek olarak verilebilecek gida boyalaridir.

Siit driinleri: Siit ve siit iiriinlerin igin kullanilacak gida boyalarinin
pastorizasyon kosullarina ve giddetli 151ga kars1 dayamkli olmasi istenir. Genellikle
Amarant, Eritrosin, karmosin, Tartrazin ve Indigo karmin kullamlir.

Cerezler: Patates cipsi ve ekstriide gerezler igin kullanilan gida boyalarinin
prosesin uygulanma agamasinda meydana gelen yiiksek sicakliklara karsi dayanikli
olmasi ve renklerinde solma goriilmemesi gerekir.

Diger iiriinler: Turgular, salata soslari, mayonez, ket¢ap ve difer soslar igin
kullamlacak gida boyalarinin proses galigma kogullarina dayanikli olmalari, renkte
solmanin meydana gelmemesi ve asetik asitli ortamlarda dayaniklihk gostermesi
istenir. Beta-karoten, karamel, riboflavin, Green S, Sunset Yellow FCF ve Tartrazin en
¢ok kullanilan boyalardar.
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5. KADIFE CICEGINDEN LUTEIN URETIMI
5.1. Materyal ve Yontemler
5.1.1, Materyal

Caligmada ekstraksiyon yontemi ile lutein iiretimi i¢in hammadde olarak kadife
¢igegi (Tagetes L.) kullamlmugtir. Kadife gigekleri Marmara Bolgesi'nde sadece
Haziran ay1 bagindan Eyliil ay1 sonuna kadar agma 6zelliii gostermesi nedeni ile,
deneysel ¢aligmalara Jubat, 1993'de Natiirel A.S. (Manisa) Firmasi'ndan temin edilen
kadife gigegi ekstrakt: ile baglanmigtir. Daha sonra Erenkdy Tarim-il1 Miidiirliigii'nden
temin edilen Tagetes erecta cinsi sar1 ve turuncu renkteki kadife ¢icegi fideler,
TUBITAK-Marmara Aragthrma Merkezi bahgesine ekilmigtir. Yine ayn1 yerde ekili
bulunan Tagetes tenuifolia cinsi kirmizi-kahve renkteki kadife ¢gigekleri de aragtirmada
kaynak olarak kullamlmigtir. Sekil 5.1 ve 5.2'de bu kadife ¢igeklerinin fotograflan
gOsterilmigtir.

5.1.2, Yontemler
5.1.2.1, Kulianilan Cihazlar

a) Kromatografik kolon: 35 cm boyunda, 2 cm ¢apinda musluklu cam tiipdiir.
Lastik bir baglant1 halkas: ile ortamda vakum yaratabilmek i¢in vakumlu bir
erlene adapte edilmisgtir.

b) Cicek petallerini pargalamak igin bir blender.

¢) Sabunlagtirma iglemini hizlandirmak i¢in magnetik kanigtiric1.

d) Vakumlu evaporatér ve kurutma firini.

5.1.2.2. Kullanilan Solventler ve Kimyasal Maddeler

a) Coziiciiler: Etilasetat, isopropilalkol, aseton-hekzan (80:20) ¢dzeltisi.

b) 1) Metanolik potasyum hidroksit ¢ozeltisi: %40'hk; 40 g KOH metanol
igerisinde ¢dziilerek sogutulur ve 100 ml'ye metanol ile tamamlanur.

2) Etanolik potasyum hidroksit ¢ozeltisi: %60'l1ik; 60 g KOH etanol
icerisinde ¢oziilerek sogutulur ve 100 ml'ye etanol ile tamamlanir.
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§ekil 5.1.Tagetes erecta cinsi san renkli kadife gigekleri.
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Sekil 5.2. Tagetes tenuifolia cinsi kirmizi-kahverengi renkteki kadife gigekleri.
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c) Adsorban: Silika jel G ve selit (1:1), homojenizattrde iyice karigtirilarak
2-3 saat 100°Clik etiivde aktive edilir.

d) Eluanlar: (1) Karotenigin: Hekzan-aseton (96+4).

(2) Monohidroksi pigmentler (MHP) (zeinoksantin, kriptoksantin
gibi) i¢in: Hekzan-aseton (90+10).

(3) Dihidroksi pigmentler (DHP) (lutein, zeaksantin ve bunlarin
izomerleri) i¢in: Hekzan-aseton (80+20).

e) Sodyum siilfat (Na2SO4): 2-3 saat 100°Clik ctiivde aktive edilir.
f) Kiristalizasyonda kullanilan ¢éziiciiler:
(1) Isopropil alkol.
(2) Hekzan-aseton (80+20).
g) TLC: Merck silika jel G plakalar.
Akiskan fazlar: 1) Hekzan-aseton (95+5).
2) Hekzan-aseton (70+30).
3) Kloroform-etilasetat (100+30).
4) Hekzan-aseton-benzen (70+20+10).

5) Hekzan-aseton-kloroform-metanol (70+25+10+5)
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5.1.2.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Bu galigma sirasinda yapilan tiim deneyler, oksidasyonu dnlemek igin azot gaz1
altinda, foto-oksidasyonu ve foto-degratasyonu Onlemek igin 15181 azaltilmig ve
miimkiin oldugunca soguk bir ortamda yapilmugtir.

5.1.2.3.1. Manisa'dan Alinan Kadife Cicegi Ekstraktinin Hazirlanmasi

Manisa'daki Natiirel A.§. Firmasi'ndan hazir olarak alinan kadife gigegi
ekstrakti, sabunlagtiriimadan once bir 6n kristalizasyon iglemine tabi tutularak, iiriin
icerisindeki istenmeyen maddeler elimine edilir. Bu iglem igin 10 g ekstrakt sicak
isopropil alkolde ¢oziilerek azot gaz1 alinda buzdolabinda kristallendirilir. Daha sonra
filtre edilerek elde edilen kristaller vakum altinda ve diigiik sicaklikta kurutulur (Philip
et al, 1976).

5.1.2.3.2. Kadife Cigeklerinin Hazirlanmasi

Genellikle sabahin erken saatlerinde toplanan kadife gigekleri nce petallerinden
ayrilir. Daha sonra bu petaller yabanci ot, bécek ve toprak gibi maddelerden
arindirilarak bir kurutma kagidi yardimu ile eer varsa iizerlerindeki fazla sular alinir.

5.1.2.4. Ekstraksiyon
Ekstraksiyon iglemi i¢in iki ayn yontem denenerek karsilagtrilmgtir.

1.Ekstraksiyon: 30 g yag kadife ¢igegi petalleri 200 ml isopropil alkol ile bir
blenderde bir ka¢ dakika iyice pargalanarak homojenize edilir. Daha sonra vakum
altinda biihner hunisinden filtre edilir.Ustte kalan kek 400 ml'lik aseton-hekzan (80:20)
karigimu ile tekrar blenderde bir kag dakika homojenize edilir ve filtre edilir. Bu iglem
bir kere daha tekrarlandiktan sonra biitiin filtratlar toplanarak vakum altinda ugurulur
(Gregory et al., 1986).

2.Ekstraksiyon: Tamamu ile temizlenen petaller yiiksek devirli bir blenderde
bir miktar etilasetat ile 5 dakika boyunca iyice pargalanarak homojenize edilir. Cam bir
balon igeresine alinan gigek petalleri 1 g yas gigek petaline 2 ml etilasetat oraninda
olmak iizere ¢oziicii igerisine yatirilir. Balon igerisine azot gazi verilerek agz iyice
kapatilir ve 1giktan etkilenmemesi igin aliminyum foly6 ile kaplanarak oda
sicaklifinda bir dolap ya da benzeri kapali bir mekanda bir gece bekletilir.
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Daha sonra pargalanmig petaller bir filtrasyon diizeneZinde filtre edilerek tekrar
etilasetat ile ekstraksiyon iglemine tabi tutulurlar. Bu iglem ii¢ defa tekrarlanarak ¢icek
petallerindeki istenen tiim renk maddeleri ekstre edilir. Toplanan filtratlar vakumlu bir
evaporasyon diizeneginde tamamen kuruyuncaya kadar ugurulurlar. Ugurma islemi ile
geri kazanilan etilasetat tekrar ekstraksiyon igleminde kullanilabilir.

5.1.2.5. Sabunlastirma

Yapilan ince tabaka kromatografisi (TLC) deneyleri sonucunda érnegimizin,
dipalmitat, dimiristat, stearat gibi yag asit esterleri halinde bulundugu saptanmigtir. Bu
nedenle Ornegin sabunlagtirilarak, bu yaf asit esterlerinden arindirilmas:
gerekmektedir. Sabunlagtirma iglemi ile, iiriin igerisindeki yag asit esterlerinin, lutein
ile olugturduklan baglar koparilarak hidrolize edilirler. Sabunlagtirma denemeleri igin
iki ayn yéntem denenmistir ve bu denemelerde Srnefi sabunlagtirmak igin gereken
optimum KOH ¢ozeltisi miktar: saptanmugtir.

1.Yontem: Bu iglemde {iriin, afz1 kapakli bir cam balona aktarilir. Balon
igerisine, 1 g yas ¢igek petaline kargilik gelecek gesitli miktarlarda (1, 1.5, 2 ml gibi)
%40'hk metanolik KOH ¢ozeltisi ilave edilirek, azot gazi altinda ve karanlikta,
magnetik kanstiric: ile 2 saat kangtirilir. Bu siire sonunda balon igerisine KOH
¢ozeltisinde tam olarak erimeyen {iriinii tamamu ile ¢ozebilmek igin 100 g yas ¢igek
petali i¢in 30 ml hekzan ve ortamda dengenin saglana bilmesi igin her 100 g yas ¢icek
petali igin 2 ml demineralize su ilave edilir ve yine azot gaz1 altinda ve karanlikta 5 saat
daha kangtinlir (AOAC, 1990).

2.Yontem: Uriin agz1 kapatilabilen cam bir balon igerisinde, 1 g yas gicek
petaline kargilik gelecek gesitli miktarlarda (1, 1.5, 2 ml gibi) %40'lik etanolik KOH
¢ozeltisi ilave edilirek azot gaz1 altinda ve karanlikta magnetik kangtiric: ile 3 saat
karigtirthir. Daha sonra balon igerisine 30 ml hekzan eklenerek 4 saat boyunca yine
azot gaz1 altinda kanigtinilmaya devam edilir (Rivas, 1989).

5.1.2.6. Sivi-Siv1 Ekstraksiyon

Sabunlagtirma iglemi ile yag asit esterleri ile yaptif1 baglar1 koparilan ek,
bir ayirma hunisinde etilasetat ile ekstre edilir. Béylece sabunlagan maddeler alt
fazdaki KOH ¢ozeltisinde kalirken, lutein iist fazdaki etilasetat fazinda sabunlagma
liriinlerinden ve diger istenmeyen safsizliklardan anndirilmig olarak geger. Etilasetat
fazi bir ka¢ defa demineralize su ile yikanarak ¢ézelti igerisindeki KOH fazlas1 alinir.
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Sivi-s1v1 ekstraksiyonu igleminde eger érnek ¢ok konsantre ise faz ayrim
gerceklesmeyebilir Bu durumda yikama suyunun tuz ile iyice doyurulmasi faz
ayriminin hizlanmasini saflamaktadir.

Yikanarak KOH ¢tzeltisinden iyice temizlenen 6rnek susuz NapSO4 ile sudan
arindinilir ve vakumlu evaporasyon diizenefinde tamamen ugurulur Daha sonra da
vakumlu finnda diigiik sicakhikta iyice kurutularak toz haline getirilir.

§.1.2,7. Saflastirma

Yapilan ince tabaka kromatografi (TLC) analizleri sonucunda, sabunlagtirma
islemi ile yaf asit esterlerinden arindirilan 6rnegin igerisinde, difer bazi
karotenoidlerin de (B-karoten, monohidroksi karotenoidler, dihidroksi karotenoidler ve
epoksi iriinler gibi.) bulunduBu saptanmigtir. Bu karotenoidler, kristalizasyon ve kolon
kromatografisi yontemleri denenerek Ornefimizin iginden uzaklagtirilmaya
calistimgtir.

5.1.2.7.1. Kristalizasyon

Kristalizasyon iglemi i¢in Tyczkowski ve arkadaglarinin (1991) gelistirdirleri
yontem kullanmiimigtir. Bunun igin 6rnek sicak hekzan-aseton (80+20) ¢ozeltisinde
¢oziilerek azot gaz1 altinda kristallendirildi. Daha sonra filtre edilerek azot gaz: altinda
kurutuldu.

5.1.2.7.2. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi yontemi igin AOAC Official Methods Of Analysis'in
970.64 numaral1 (1990) prosediirii uygulanmigtir. Kromatografi kolonu olarak
kullamilan cam kolonun alt kismina dnce bir parga cam elyafi konarak adsorbantin
asafya akmasi Onlenir. Daha sonra kolona 25 cm yiikseklikte adsorbant doldurulur ve
vakum uygulanarak adsorbant yiiksekligi 20 cm'ye indirilir. Dikkat edilmesi gereken
nokta kolon malzemesinin ¢ok sikigik olmamasidir, aksi takdirde kromatografi islemi
gergeklestirilememektedir. Adsorbantin iist kimina 1,5 cm kalinhifinda susuz NapSO4
yerlestirilir.
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Kolondan 6nce 1 numarali eluant gegirilerek adsorbant tamamu ile 1slatilir. Bu
asamada kolon igin tartilmig 6rnek bir kag¢ mililitre hekzanda taman ile ¢oziilerek bir
defada kolona verilir. Akig hiz1 2-3 damla/saniye olacak sekilde ayarlanarak 1
numarah eluant kolona verilmeye devam edilir.

1 Numarali eluant ile kolonun alt kismindaki erlene toplanan karotenler (B-
karoten, a-karoten gibi) alinarak kolonun altina yeni bir erlen yerlestirilir ve 2 numaral
eluant kolona verilir. 2 Numaral eluant ile erlene toplanan monohidroksi pigmentler
(zeinoksantin, kriptoksantin gibi) alinarak kolona 3 numarali eluant verilir. Bu eluant
ile erlende toplanan dihidroksi pigmentler (lutein ve zeaksantin gibi) hemen vakit
gegirilmeden vakumda evapore edilerek azot gaz1 altinda karanlikta saklanir,

Bu iglem sonunda kolonda kalan son bant violaksantin, neoksantin gibi polioksi
pigmentlerdir.

Gerek kristalizasyon ve gerekse kolon kromatografisi yontemi ile saflagtirilan
6rnekler, ince tabaka kromatografisi (TLC) ve spektrofotometrik analiz y6ntemleri ile
safliklan1 kontrol edilerek hangi saflagtirma y6nteminin daha etkili oldugu belirlendi.

5.1.2.8. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi igin 5 farkli mobil faz denenerek hangi fazin daha iyi
oldugu yapilan denemelerle saptandi. Daha sonra bu mobil faz ile, yapilan deney
sonucunda elde edilen 6rneklerin safliklan standart lutein ile karsilagtirilarak kontrol
edildi.

5.1.2.9. Spektrofotometrik Analiz

Kolon kromatografisi ve kristalizasyon yontemleri ile saflagtirilan &rneklerin,
spektrofotometrede absorbanslan &lgiildii ve literatiirlerdeki verilerle kargilagtirilarak
saflik yiizdeleri bulundu. Bunun igin hassas olarak tartilan &rnek bir balon joje igerisine
konarak etanol ile 100 ml'ye tamamlandi ve 446 nm'de absorbanslar1 okunarak sofurma
faktorii (Extinction coefficent) degeri hesaplandi (Gregory, 1986).



28

Sogurma faktorii degerinin hesaplanmasi:

X
Extlyz}n — Absxd
c X f
c :  Konsantrasyon (g/100 ml).

Abs : 446 nm'de okunan absorbans.

fs . Seyreltme oran.

d . Kiivet kesiti (cm).
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6. BULGULAR

Kadife g¢iceginden lutein eldesi c¢aligmalarinda, baglica iki kaynak
kullanilmigtir. Bunlar:

a) Manisa'daki Natiirel A.S. Firmasi'ndan temin edilen kadife gicegi ekstrakti.
b) Yas kadife gicegi petalleri.

Bu caligmada denenen yontemler ve alinan sonuglar agagidaki tablolarda
Ozetlenmisgtir,

Tablo 6.1.'de kadife ¢igegi ekstrakti ile yapilan ¢aligmalar ve sonuglar:
verilmigtir. Bunlar siras: ile 6n kristalizasyon, sabunlagtirma, saflagtirma y6ntemleri
ve sofurma faktorii degerleridir.

Tablo 6.1.'de gériildiigii gibi, kadife gigegi ekstraktinin bir 6n kristalizasyon
igleminden gegirilmesinin son iiriin safliina etkisi biiyiik olmaktadir. Ozellikle E1 ve
E3 6rneklerinin sofurma faktorleri ile E4, E5 ve E6 6rneklerinin sofurma faktorleri
karsilagtirildiginda, 6n kristalizasyonun son iiriiniin saflifina etkisi daha agik
goriilmektedir. E2 6rnefinde goriildiigii gibi, sabunlagtirma iglemi i¢in kullanilacak
KOH ¢bzeltisinin miktar iyi ayarlanmalidir. Ornek igerisindeki serbest yag asitlerinin
tam olarak sabunlatirllamamasi yine son iirliniin saflifinm1 diiglirmektedir. Ayrica
yapilan deneyler sonucunda etanolik KOH ¢o6zeltisinin sabunlagtirma igleminde
bagarili olamadif goriilmiigtiir. Son iiriin saflifina etki eden difer bir etken de,
sabunlagtirma iglemi sirasinda ortamda bir miktar suyun bulunmasidir. Su,
sabunlagtirma igleminde ortamin dengeye ulagmasina yardim etmektedir. E4, E5 ve
E6 Srneklerini inceledigimizde, iiriin verimi agisindan en iyi sonucu E6 6rneginin
verdigi goriilmektedir. Bunun nedeni, sabunlagtirma igleminde kullanilan KOH
¢Ozeltisi miktarinin ¢ok iyi ayarlanmig ve on kristalizasyon igleminin bagariyla
gergelestirilmis olmasidir. Tabloda goriildiigii gibi 6n kristalizasyon sonras: elde
edilen en yiiksek iiriin miktann E6 Ornefinde goriilmektedir. Ancak, saflagtirma
isleminde yapilacak kiigiik dikkatsizlikler son {iriiniin saflifin1 diigiirmektedir. E6
orneginden en yiiksek verimin alinmasina kargin, uygulanan kolon kromatografisi
yonteminde, 6rnegin fazla 151k almasi ve hava ile temas siiresinin uzun olmasi son
tirlintin safhgindaki diislise neden olmustur. E4 ve E6 6rneklerinin sofurma faktorleri
incelendiginde bu diigiig agikca goriilmektedir.
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Yag kadife gigegi petalleri ile yapilan denemeler, gelistirilen ekstraksiyon ve
saflagtirma yontemleri ile sofurma faktorii degerleri Tablo 6.2.'de gdsterilmigtir. Bu
tablo incelendiginde, san renkli kadife gigeklerinden elde edilen lutein miktarinin gok
diisiik olmas: nedeni ile alinan sonuglarin kayda defer olmadig1 anlasilmaktadir.
Ayrica, bu gigeklerde uygulanan isopropil alkol-hekzan-aseton ekstraksiyon sistemi de
basarili olamamlsur. Turuncu ve kirmizi-kahverengi renkteki ¢icgekler
kargilagtrildiginda ise turuncu renkteki gigeklerden elde edilen luteinin safliginin
digerine oranla daha az oldugu goriilmektedir. Yine yapilan bu galigmada, ekstraksiyon
iglemi i¢in etilasetatin en iyi ¢oziicii oldugu anlagilmigtir. Tablo 6.2.'de goriildiiZii
gibi, K Ornegi iki pargaya boliinerek, bir kism kristalizasyonda, diger kismi ise kolon
kromatografisinde kullanilmugtir. K rnegine ait sogurma faktérleri incelendiginde, son
irtin saflifinin kolon kromatografisi ile saflagtirilan 6rnekte daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (%100).

Sekil 6.1.-6.14.'te lutein standardi, zeaksantin standardi ve 6rneklerin
spektrofotometrede &lgiilen absorbans grafikleri ve her 6rnege ait maksimum absorbans
degerleri gosterilmigtir. Bu grafikler incelendiginde, yukarida da belirtildigi gibi
uygulanan yontemlerin son iiriiniin saflifina etkileri goriilebilmektedir. Ornegin Sekil
6.12.-6.13. ve 6.14. incelendiginde, sabunlagtirma igleminden sonra elde edilen iiriiniin
445 nm'deki maksimum absorbans1 1.519 olarak okunmaktadir. Oysa ki aym 6rnek
kristalizasyon iglemi ile saflagtirildifinda seyreltme oram1 1/25 olmasina ragmen, 445
nm'deki maksimum absorbansi 0.565 olmaktadir, yani iiriin saflif1 kristalizasyon
islemi ile yaklagik 9 kat daha artmaktadir. Aym orani kolon kromatografisi yntemi
ile saflagtinlan {iriin i¢in kurarsak, Sekil 6.14.'de de agikga goriildiidii gibi seyreltme
orani 1/50 oldugu halde 445 nm'deki maksimum absorbansi 0.762 olan &rnegin, saflift
sabunlastirma sonras: elde edilen 6rnein saflifindan yaklagik 25 kat daha fazladir.
Ayrica, kolon kromatografisi yontemi ile kristalizasyon iglemi kargilastirnildifinda,
kolon kromatografisi yontemi ile saflagtirilan Srnegin, kristalizasyon iglemi ile
saflagtinilan 6rnefe gore 3 kat daha saf oldugu goriilmektedir.
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Sekil 6.1. Lutein standartinin, absorbans grafigi ve maksimum absorbans
degerleri.
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absorbans degerleri (Seyreltme oran: -).
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degerleri (Seyreltme oran1: 1/5). :



37

+2 .08A[ i +
/N
4
a.508a f kufn\
cas-DIV.> | /f‘/ \ 1
r/ \
/ .‘.‘
+8 .88/ — +— 4\\—1 H
350.0 S8.8CNM DIV, 558 .8
12:55 e-29 '923 | 558.8HM |

*¥% PEAK-PICK k%

-~ PEAK --
A ABS

-- UALLEY --

Sekil 6.5. ES Kristalizasyon iiriiniiniin, absorbans grafifi ve maksimum
absorbans degerleri (Seyreltme oran:: -).



38

I
o L)

-0
—m

/\

HH
358.08 0. ACHM-DIV. D 258.8

| 556.0NNM |

¥¥% PEAK-PICK k%%

-- PERK -- -=- UALLEY --
A ABS3 A ABS
474 .8 8.3539 934.6 a.811
445 .4 B.63%3 462 .2 B.486

Sekil 6.6. E6 Sabunlagma sonrast iiriiniin, absorbans grafii ve maksimum
absorbans degerleri (Seyreltme oran: -).



39

+1.50A |
o J s
A.200
casbin., F#/
!
+0.00A ,
350.0 S8.8C(NM/DIV.) 5504
3:46 8-11 '93 | 550.0NH |
¥¥%X PEAK-PICK %%¥x%
-- PEAK -- -- UALLEY --
A ABS A ABS
473.6 9.904 461.8 8.753
444 .3 1.815
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Sekil 6.8. T1 Kristalizasyon iiriiniiniin, absorbans grafigi ve maksimum
absorbans degerleri (Seyreltme orani: 1/2).
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Sekil 6.9. T2 Kristalizasyon iiriiniiniin, absorbans grafigi ve maksimum
absorbans degerleri (Seyreltme oran1: 1/2).
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Sekil 6.10. T2 Kolon iiriiniiniin, absorbans grafigi ve maksimum absorbans
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Sekil 6.15. ve 6.16.'da ise kadife ¢ige§i ekstrakti ve yag kadife ¢igegi
petallerinden lutein eldesinin akig semas1 gosterilmigtir. Bu iki tablo kargilagtirilirsa,
kadife gigegi ekstraktina, kristalizasyon yontemi uygulandifinda verim %1,5 olarak
bulunmaktadir. Oysa ki aym: yontem yas kadife ¢igegi petallerinden elde edilen
ekstrakt i¢in uygulandiginda verim %8.8 olmaktadir. Ayrica, son iiriiniin saflik
yiizdesinin 36.8'den 62.3'e giktif1 goriilmektedir. Yine aym gekilde iki farkli kaynakta
uygulanan kolon kromatografisi yontemleri kargilagtirildifinda, kadife cigegi
ekstraktinda son {irlin verimi %5.7 iken yag ci¢eklerde ¢igek ekstraktina gore verimin
%9.6'ya ¢iktif1 bulunmugtur. Buradaki saflik yiizdesi ise 70.3'den 100'e ¢ikmmigtir.

Tablo 6.3.'de, bu galigma siiresince yapilan denemeler sonucunda elde edilen
veriler dogrultusunda hesaplanan bsoéurma faktorii degerlerinin, literatiir degeri ile
kargilagtinlmasi ile bulunan saflik yiizdeleri belirtilmigtir. Burada E4 6rneginin kolon
kromatografisi yontemi ile saflagtirilarak, sofurma faktSriiniin 519'dan 1809'a
cikatildif: ve saflik yiizdesinin 20'den 70'e ¢ikanildif: agikga goriilmektedir. Tablo
6.1.'de agiklandifi gibi, E6 6rneginden en yiiksek iiriin verimini saglanmg ise de, bu
tabloda da goriilmektedir ki elde edilen son {iriiniin saflif1 -saflagtirma igleminde
Ornegin, 151k ve hava ile temas etmesi sonucu- ancak %32 olmustur. Yapilan
galigmalar sonucunda E4 (kolon iiriinii), K (kristalizasyon iiriinii) ve K (kolon iiriinii)
orneklerinden en iyi sonuglar alinmigtir. Tabloda ayrica, K 6rnegindeki lutein oraninin
kristalizasyon iglemi ile %12'den %62'ye ve hatta kolon kromatografisi yontemi ile
%100'e gikartildif1 goriilmektedir.

¢
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Kadife gigegi ekstrakt1 (10 g)
Isopropil alkolde kristalizasyon

Filtrasyon ———p Filtrat

Y

Kristalizasyon
Kek

Vakumlu ortamda kurutma
2.5 g (%25)

Sabunlagtirma
(%40'ik metanolik KOH+H20+Hekzan)

v

Sivi-siv1 ekstraksiyon
(Etilasetat+Doygun tuzlu su ¢bzeltisiy —— Altfaz

Ust faz
Kurutma (Na2SO4)
Vakum altinda buharlagtrma
Vakumlu firinda kurutma
2.0 g (%20)
I
v V
Kristalizasyon Kolon Kromatografisi
Hegzan-Aseton (80:20) AOAC 970.64 (1990)
Uriin miktan:: 150 mg Uriin miktani: 570 mg
Verim: %1.5 Verim: %5.7
Ext.coeff.: 947 Ext.coeff.: 1809
Saflik: %36.8 Saflik: %70.3

Sekil 4.15. Kadife ¢igegi ekstraktindan lutein eldesinin genel akig semast.
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Yas kadife gicegi petalleri (250 g)
Blender'de pargalama
Etilasetat ile maserasyon (3 defa)

Filtrasyon ——— Kek

Y

Filtrat
Vakumlu altinda buharlagtirma
4.5 g (%1.8)
Sablmlt.stmna
(%40'1k metanolik KOH+H20+Hekzan)
Sivi-siv1 ekstraksiyon
(Etilasetat+Saf su)y — Altfaz
Ust faz
Kurutma (Na2SO4)
Vakum altmdi buharlagtrma
Vakumlu firinda kurutma
2.0 g (%0.8)
I
\J v

Kristalizagyon Kolon Kromatografisi
Hegzan-Aseton (80:20) AOAC 970.64 (1990)
Uriin miktar1: 175 mg Uriin miktan:; 192 mg
Yag cigegie gore verim: %1.5 Yas cicege gbre verim: %0,08
Yag ¢icek ekstraktina gtire Yag cicek ekstraktina gore
verim: %8.8 verim: %9.6
Ext.coeff.: 1605 Ext.coeff.: 2575
Saflik: %62.3 Saflik: %100

Sekil 4.16. Yagkadife gicegi petallerinden lutein eldesinin genel akig gemast.
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Tablo 6.3. Orneklerin hesaplanan sogurma faktorleri ve saflik yiizdeleri.

Ornek Ex Saflik (%)
— lcm

Literatiir* 2550 99
E1 (Kristalizasyon iiriinii) 31 1
E2 (Kristalizasyon iiriinii) 33 1
E4 (Sabunlagma iiriinii) 519 20
E4 (Kolon iiriinii) 1809 _ 70
E5 (Kristalizasyon iiriinii) 947 37
E6 (Sabunlagma iiriinii) 440 17
E6 (Kolon iiriinii) 846 32
T1 (Kristalizasyon tiriinii) 353 14
| T2 (Kristalizasyon iiriinii) 736 29
T2 (Kolon iiriinii) 600 23
T3 (Kolon iiriinii) 1085 42
K (Sabunlagma iiriinii) 316 12
K (Kristalizasyon iiriinii) 1605 62
K (Kolon iiriinii) 2575 100

* Gregory, et al., 1986
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Ince tabaka kromatografisi (TLC) sonuglari:

Bes ayn mobil faz ile yapilan denemeler sonucunda kloroform-etilasetat
(100+30) kangiminin en iyi mobil faz oldugu anlagilmigtir. Sekil 6.17 ve 6.18.'de,
Orneklerin kloroform-etilasetat (100+30) akigkan fazindaki TLC sonuglan verilmigtir.
Sekil 6.17. ve 18.'de siyah olarak gésterilen noktalar luteini belirtmektedir, seklin en ’
listiinde bulunan noktalar ise B-karoteni ifade etmektedir. 8-karoten ile lutein arasindaki
noktalar da monohidroksi pigmentleri (zeinoksantin, kriptoksantin gibi), yani
yapilarinda bir tane -OH grubu bulunduran karotenoidleri géstermektedir. Lutein
noktasinin hemen altindaki nokta zeaksantini igaret eder. Sekiller incelendiginde, lutein
standardimin igerisinde bir miktar da zeaksantin oldufu agikga goriilmektedir.
Zeaksantin noktasinin hemen altindaki grup ise polioksi pigmentler (viyolaksantin,
neoksantin gibi) grubudur. En alttaki iki nokta da, sicaklik, 151k ya da nem gibi
nedenlerden dolay: yapisal bozunmaya ugramig pigmentlerdir.

Sekil 6.17."de E6 6rnefinin sabunlagma agamasindan sonra, igerisinde hala pek
¢ok safsizhiklar bulundurdugu goriilmektedir, bunlar yukandan agafiya B-karoten,
mono hidroksi pigmentler, zeaksantin ve epoksi iirlinler. E6 Ornegi kolon
kromatografisi yontemi ile saflagtiriidifinda, bu safsizliklarin tamamen giderildigi
gozlenmektedir. Aym: sonuglar E2 ve E5 orneklerinde de alinmigtir. Ancak, ince
tabaka kromatografisi yontemi ile sadece, 6rnek igerisindeki yiiksek konsantrasyonlu
maddeler goriilebilmektedir. Bu nedenle TLC ydntemi sadece genel kontrol amaci ile
kullamlabilir.

Sekil 6.18.'de de goriildiigii gibi, T3, S ve K 6rneklerinin igerdikleri safsizliklar,
kolon kromatografisi yontemi ile giderilmigtir. Bu &rnekler igerisinde bulunan 8-
karoten ve monohidroksi pigmentler, kolon kromatografisinde birinci ve ikinci eluantlar
ile tamamen giderilmigtir. Lutein noktasinin agagisinda kalan noktalar ise, diger baz1
polioksi pigmentleri ve 11k, 1s1 ve oksijen ile temas ederek yapisal bozunmaya
ugramg bilegikleri ifade etmektedir. En alttaki iki nokta da epoksi iiriinlerini
gostermektedir. Bunlarda dikkatli bir ayirma ile kolon igerisinde kalirlar.
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Sekil 6.17. Orneklerin TLC sonuglar.
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SONUC VE ONERILER

Gerek kadife cigeg§i ekstrakt1 ile ve gerekse yas kadife gigegi petalleri ile
yapilan ¢aliymalar sonucunda asagidaki sonuglar elde edilmisgtir;

1) Manisa Naturel A.S. firmasindan hazir olarak temin edilen kadife ¢igegi
ekstraktinin bir 6n kristalizasyon iglemine tabi tutulmasi, 6rnek igerisindeki
istenmeyen safsizliklardan bir béliimiinii elimine ederek, sabunlagtirma igleminin daha
bagarili gergeklesmesini saglamaktadir, On kristalizasyon iglemi i¢in metanol, hekzan
ve isopropil alkol kullanilmig, bu solventlerden isopropil alkol en iyi sonucu vermistir.

2) Cigek petallerinin ekstraksiyonu igin literatiirlerde belirtilen gesitli solvent
sistemleri denenmigtir. Ancak ekstraksiyon iglemi i¢in kullamlacak ¢oziiciiniin tek bir
organik solventten olugmasinin, ekstraksiyonun ekonomisi agisindan énemli oldugu
goriilmiigtiir. Bu nedenle, ekstraksiyon igleminde, lutein ve lutein yag asit esterlerini en
yogun diizeyde ¢ozebilen ¢oziiciiler denenmis ve en iyi sonucu etilasetat vermistir. Bu
nedenle ekstraksiyon iglemlerinde bu ¢oziicii kullanilmgtir.

3) Sabunlagtirma isleminde, %401k metanolik KOH ¢ozeltisi, %60'lik
etanolik KOH c¢ozeltisine gére daha iyi sonug vermigtir. Ayrica, ortamda bir miktar
suyun bulunmasinin sabunlagsma reaksiyonunun dengeli bir bigimde yiirlimesini
sagladi1f1 goriilmiigtiir. Sivi-siv1 ekstraksiyonu ise, faz ayriminin gergeklesmedigi
durumlarda yikama g6zeltisinin tuz ile iyice doyurulmasi olumlu sonuglar vermigtir.

4) Uriiniin saflagtiriimas igin uygulanan kristalizasyon ve kolon kromatografisi
yontemleri karsilagtinildiginda, yiiksek saflikta lutein eldesi i¢in kolon kromatografisi
yontemi kristalizasyona oranla daha bagsart olmus ve %100 saflikta lutein elde
edilebilmigtir. Ancak kullanilacak kolonun boyutlan adsorbant madde miktari, solvent
sistemleri ve difer aparatlarin maliyetleri diigiiniildiilinde kolon kromatografisi
endiistriyel dlgekte iiretim igin oldukga pahali1 ve komplike bir yontemdir.

5) Kristalizasyon iglemi ise ¢gok daha ucuz ve basit bir ydntemdir, ancak
kristalizasyon islemi ile %100 saflikta iiriin elde etmek miimkiin olmamigtir. Bu
yontem ile en yiiksek %60 saflikta lutein elde edilebilmigtir. Kristalizasyon igleminin
tekrarlanmasi ile saflik ylizdesi arttirilabilmektedir, ancak buna kargilik madde
miktarinda azalma meydana gelmektedir. Yine de, endiistriyel dlgekte lutein iiretimi
igin kristalizasyon yOntemi iglem siiresinin kisa ve kullanilan solvent miktarinin az
olmasi agisindan daha avantajhidir.
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6) Yapilan deneyler sonucunda, Tagetes erecta cinsi sari1 renkteki kadife
¢igeklerinin, lutein icerigi bakimindan gok zay:f olduklar goriilmiigtiir. Tagetes erecta
cinsi turuncu renkteki kadife gigekleri ise lutein igerii bakimindan orta derecede
zengin bulunmugtur. En iyi sonucu ise Tagetes tenuifolia cinsi kadife ¢icekleri
vermistir. Bu nedenden dolay: endiistriyel 6lgekte lutein eldesinde Tagetes erecta ya da
Tagetes tenuifolia cinsi kadife gigekleri kullanilmasi uygun olacaktir. Ancak, iiretimde
ama¢ %100 saflikta iirtin elde etmek oldufunda, Tagetes tenuifolia cinsi kadife
cigeklerinin kullanilmasi tavsiye edilir, giinkii bu gigeklerden saf lutein elde etmek daha
kolay olmaktadir.

7) Bu galigmada pek ¢ok literatiirde belirtilen fakli yontemler ayn ayn
denenerek, bulunan degerler 15181 altunda, kadife ¢igeginden lutein eldesinde yeni bir
proses geligtirilmigtir. Bu yeni proses ile iiretilen luteinin saflif1 spektrofotometrik
Olclimlerle saptanmig ve bulunan deger literatiirle kargilagtinlmigtir. Tablo 6.3'de de
goriildiigii gibi literatiirde belirtilen sogurma faktorii degeri 2550'dir. Oysaki
kullandifimmz spektrofotometre ile yapilan Slgiimlerde saf luteinin sofurma faktorii
2575 olarak gdzlenmistir.

8) Bolim 6'da verilen TLC ve spektrofotometrik analiz sonuglarindan, ara
iirlinlerdeki lutein oraninin, her agamada nasil defistigi agikga goriilmektedir.
Ozellikle islem gérmemis ana Srnek, sabunlagtirma sonrasi elde edilen drnek ve kolon
kromatografisi ile saflagtirilan 6rnek arasindaki farklar oldukga dikkat ¢ekicidir.

9) Ekstraksiyon, sabunlagtirma ve saflagtirma agsamalarinda, yapilan
caligmalanin tiimiiniin azot gaz altinda ve 1giktan arindirilmig bir ortamda yapilmasi
son liriinlin kalitesini ve verimini Onemli Olglide etkilemektedir. Ayrica iklim
kosullarin da iirliniin kalitesine ve verimine etkisi biiyiik olmaktadir. Ozellikle ¢ok
sicak havalarda veya nem oraninin yiiksek oldugu sartlarda {iriin kalitesinde nemli
bozulmalarin meydana geldifi aragtirmalanimmzda goézlenmigstir. Bu nedenle iiretimin
yapilacagt mekanlarda iklim kogullar1 ¢ok iyi ayarlanmali, mutlaka bir nem tutucu
diizenek ile oda sicaklifini sabit bir derecede tutabilecek iyi bir havalandirma sistemi
bulundurulmalidir. Nem ve sicaklik degerleri sirasiyla yaklasik %50 ve 15°C
olmalidir.
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Tablo E.1 Gida Maddeleri Tiiziik ve Y6netmeligi'ne gore Tiirkiye'de gidalarda
kullanilmasina izin verilen gida boyalari.

Maddenin Adi

o
—

Kullamlacad
Mamiil

Maksimum
Miktar

Aciklama

Annatto ekstrakt | Peynir gesitleri mg/kg Tek bagina veya
CI Natural Orange | Cerezler 50 mg/kg Beta-Karoten ile
CI75120 birlikte.
Sekerlemeler 15 mg/kg Bixin iizerinden
hesaplanarak.
Cikletler 15 mg/kg "
Igecek tozlan 45 mg/kg e
Hazir jole kar. 15 mg/kg "
Buz iiriinleri 15 mg/kg "
E160 | Beta-Apo-8- Margarinler UTG (GMP)
Karotenoik asit Alkolsiiz igecekler | UTG (GMP)
CI 40825 Sekerlemeler 35 mg/kg
E160 | Beta-Apo-8- Margarinler UTG (GMP)
Karotenal Alkolsiiz igecekler | 25 mg/kg
CI 40820 Sekerlemeler 35 mg/kg
Peynir gesitleri UTG (GMP)
Cikletler 50 mg/kg
Icecek tozlan 200 mg/kg
E160 | Beta-Karoten Aromali siitler UTG (GMP)
CI 40800 Aromal1 pudingler | 10 mg/kg
Margarinler UTG (GMP)
Yenilebilir bitkisel
ve hayvansal
yaglar UTG (GMP)
Sekerlemeler UTG (GMP)
Cikletler UTG (GMP)
Alkolsiiz icecekler | UTG (GMP)
Biskiivi kremalann | 10 mg/kg Tek veya
Annatto ile
beraber
Peynir gegsitleri 600 mg/kg
Buz iiriinleri
(Meyveli buz,
meyveli siitlii buz
vb.) UTG (GMP)
?erezler 40 mg/kg
cecek tozlan UTG (GMP)

Hazir 1'61e kar. UTG (GMP)
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Soslar UTG (GMP)
Mayonezler UTG (GMP)
Pasta kremalar1 UTG (GMP)
Kahve
beyazlaticilan UTG (GMP)
Patates mamiilleri | UTG (GMP)
E161 | Kantaksantin Karides
CI 40850 konserveleri 30 mg/kg
Cikletler UTG (GMP)
Alkolsiiz igecekler | 15 mg/kg
%ekerlemeler 150 mg/kg
cecek tozlan 250 mg/kg
Hazir jole kar. 150 mg/kg
Buz iiriinleri 15 mg/kg
E150 Karamel Alkolsiiz igecekler | 200 mg/kg
(Amonyak iglemi | Soslar 4 g/kg
gérmiis) Cikletler 6 g/kg
Aromals siitler 2 g/kg
?ckerlemcler 6 g/kg
cecek tozlan 10 g/kg
E150 | Karamel Alkolsiiz icecekler | 4 g/kg it
(Amonyum siilfit |Igecek tozlan 2 g/kg
islemi gérmiis) Sekerlemeler 6 g/kg
Aromal siitler 2 g/kg
Cikletler 6 g/kg
E150 | Karamel (Sade) Aromal1 biskiivi
ve gofret
kremalan 6 g/kg
Cikletler 6 g/kg
Aromal siitler 5 g/kg
Sekerlemeler 6 g/kg
Hazir j6le kar. 6 g/kg
Hazir gorbalar 6 g/kg
Igecek tozlan 6 g/kg
Buz iiriinleri 6 g/kg
Et suyu tabletleri | UTG (GMP) 1
E140 | Klorofil Peynir gesitleri UTG (GMP)
CI Natural Alkolsiiz igecekler | UTG (GMP)
Green 3 Igecek tozlan UTG (GMP)
CI75810 Buz iiriinleri UTG (GMP)
Sekerlemeler UTG (GMP)
Cikletler UTG (GMP)
Aromals stitler UTG (GMP)
Aromali pudingler | UTG (GMP)
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Tablonun devamu.

Aromal1 biskiivi
ve gofret
kremalar1 UTG (GMP)
Hazir j6le kar. UTG (GMP)
Hazir ¢orbalar UTG (GMP)

E127 | Eritrosin Aromali pudingler | 20 mg/kg
CI Food Red 14 | Aromal biskiivi
CI1 45430 ve gofret
kremalan 50 mg/kg
Dondurulmug

veya konserve
kerevit ve karides | 30 mg/kg
Aromali siitler 20 mg/kg
Sekerlemeler 50 mg/kg
Cikletler 50 mg/kg
Hazir jole kar. 50 mg/kg
Igecek tozlan 50 mg/kg

Buz iiriinleri 20 mg/kg
Cerezler 30 mg/kg
E132 | Indigotin Buz iiriinleri 100 mg/kg
CI Food Blue 1 Sekerlemeler 200 mg/kg
CI73015 Cikletler 200 mg/kg veya Al, Ca
laklan seklinde
Icecek tozlan 300 mg/kg
E101 | Riboflavin Aromal siitler UTG (GMP)
Aromali pudingler | UTG (GMP)
Buz iiriinleri UTG (GMP)

Peynir gesitleri UTG (GMP)
Alkolsiiz icecekler | UTG (GMP)
Igecek tozlan UTG (GMP)
Cikletler UTG (GMP)
Sekerlemeler UTG (GMP)
Hazir jole kar. UTG (GMP)

Aromah biskiivi

ve gofret

kremalari UTG (GMP)
Cerezler UTG (GMP)
Margarinler UTG (GMP)
Diyet gidalar UTG (GMP)
Hububat

mamiilleri UTG (GMP)
Soslar UTG (GMP)
Pastacilik

kremalarn UTG (GMP)

Patates mamiilleri | UTG (GMP)
Hazir gorbalar UTG (GMP)
Kahve

bezazlauollan UTG (GMP)

|
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E110| Sunset Yellow Icecek tozlar 200 mg/kg T
CI Food Yellow 3 | Cerezler 50 mg/kg
CI 15985 Hazir jole kar. 200 mg/kg
Karides
konserveleri 10 mg/kg
Cikletler 100 mg/kg veya Al, Ca
laklan seklinde
Aromal1 biskiivi
ve gofret
kremalar 50 mg/kg
E102 | Tartrazin Karides
CI Food Yellow 4 | konserveleri 30 mg/kg
Hazir jole kar. 200 mg/kg
Sekerlemeler 100 mg/kg
Cikletler 100 mg/kg veya Al, Ca
laklan geklinde
Icecek tozlan 200 mg/kg
E131 | Patent Blue V Sekerlemeler 90 mg/kg
Cikletler 90 mg/kg
E124 | Ponso 4R Sekerlemeler 100 mg/kg
Poncau 4R Cikletler 100 mg/kg
Hazir j6le kar. 200 mg/kg
Icecek tozlan 200 mg/kg
E171 | Titanyum dioksit ?ekerlemeler UTG (GMP)
Pigment White 6 | Igecek tozlan 500 mg/kg
CI77891 Cikletler UTG (GMP)
Beyaz leblebi UTG (GMP)
E163 | Antosiyaninler Alkolsiiz igecekler | 25 mg/kg
(Bitkinin Sekerlemeler UTG (GMP)
yenebilen Cikletler UTG (GMP)
kisimlarindan Hazir jole kar. UTG (GMP)
ekstrakte edilmis) | Icecek tozlan UTG (GMP)
Buz iiriinleri UTG (GMP)
E173 | Metalik Sekerlemeler UTG (GMP)
Aluminyum
CI 77000
E153 | Bitkisel t1ibbi Igecek tozlan 100 mg/kg
karbon Cikletler 50 mg/kg
Aromal biskiivi
ve gofret
kremalar 50 mg/kg
Hazir jole kar. 100 mg/kg
Sekerlemeler 50 mg/kg
E141 | Klorofil-Bakir Sekerlemeler 100 mg/kg Klorofil
kompleksi {izerinden
hesaglanarak
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B Cikletler 100 mg/kg
Hazir j6le kar. 200 mg/kg Klorofil
tizerinden
hesaplanarak
Icecek tozlan 200 mg/kg
Buz iiriinleri 100 mg/kg Klorofil
{izerinden
hesaplanarak
E162 | Pancar kirmizis1 | Igecek tozlan UTG (GMP) Etken boya
Hazir jole kar. UTG (GMP) miktari en az
Hazir gorbalar UTG (GMP) %0.4 ve herbir
Aromal1 pudingler | UTG (GMP) gram etken
maddeye
kargilik en fazla
2 g Nitrat anyonu
bulunacaktir.




Adi
Soyadi
Dogum Tarihi
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